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.a premicre description de la "Maladie des Légionnaires” a été réalisée au
cours du 58°™ congrés de I’ American Legion & Philadelphie, Pennsylvannie (USA)
en juillet 1976. Une épidémie d’affections respiratoires graves s’était produite parmi
les 4500 participants a ce congrés d’anciens combattants, logeant & ’hotel Bellevue-
Stratford du 21 au 24 juillet 1976. 182 cas de pneumopathie aigué fébrile avaient été
recensés dont 29 furent mortels. Le taux de létalité atteignit alors 15,9%. D’autres
cas furent observés chez des personnes n’ayant pas participé au congrés et n’ayant
pas pénétré dans I’hotel mais qui se trouvaient dans la rue, a proximité de
’établissement (1). L’hypothese de la contamination par voie aérienne avait été

rapidement évoquée incriminant le systéme de traitement d’air de 1’hotel.

Le 18 janvier 1977, le Center for Diseases Control” (CDC) d’ Atlanta annonga
1a découverte par Mac Dade et son équipe d’une nouvelle espéce bactérienne (2). 1
s’agissait d’une bactérie Gram négatif isolée a partir de fragments de tissu
pulmonaire de quatre des sujets décédés de la "Maladie des Légionnaires” a
Philadelphie. La bactérie en question est caractérisée par des particularites de
coloration et de culture qui expliquent qu’il ait fallu attendre 1977 pour la découvrir.
Le role étiologique de ce micro-organisme dans 1’épidémie de Philadelphie a été
démontré au moyen d’un test d’immunofluorescence indirecte réalisé avec des
sérums de convalescents de la maladie. L’appellation de Legionella pneumophila ne
fut donnée a ce germe qui n’appartenait 2 aucune famille bactérienne connue qu’en

1979 (3).

Ia découverte de la bactérie responsable et la mise au point de techniques
immunologiques de diagnostic ont permis de démontrer que plusieurs épidémies
d’affections non encore étiquetées, comme celle apparue dans un hopital
psychiatrique de Washington D.C. en 1965 (4) ou celle survenue a Philadeiphie en
1976 (1), étaient en réalité des épidémies de légionellose (2). Un pas significatif
venait d’étre franchi en pathologie infecticuse et notamment dans le domaine des

pneumopathies aigués.
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Depuis I’épidémie de Philadelphie, d’autres épidémies ont éte décrites dans le
monde entier (Etats-Unis, Europe occidentale, Japon, Isral, Australie...) (5, 6, T) et
notamment des épidémies de légionelloses nosocomiales (7, 8, 9, 10, 11): les
patients hospitalises présentent, en effet, de plus en plus de facteurs favorisant
’acquisition d’une légionellose comme la prise d'un traitement immunosuppresseur,
une greffe ou un stade évolué dune maladie chronique. De plus, les réseaux de
distribution d’eau des centres hospitaliers, par leur grande taille et leur complexité,

sont souvent favorables a la multiplication des légionelles.

En France, la situation dans les établissements de santé a été récemment
evaluée. En 1998, une étude menée au Centre Hospitalier Universitaire de Tours a
montré que la contamination bactérienne par Legionella pneumophila concernait la
quasi-totalité des réseaux d’eau chaude sanitaire. Plus récemment, une enquéte
céalisée en 1999 par la Direction Régionale des Affaires Sanitaires et Sociales
(DRASS) d'Aquitaine et la Direction Départementale des Affaires Sanitaires et
Sociales (DDASS) de Gironde montrait des concentrations plus ¢levées de
légionelles sur les réseaux d’eau des établissements de santé comparés aux autres
établissements recevant du public (12). Enfin, en 2001, le Centre de Coordination de
ja Lutte contre les Infections Nosocomiales (CCLIN) de linterrégion Paris-Nord a
montré que les établissements de santé connaissaient mal leur réseau d’eau et ne

pratiquaient pas tous une maintenance systématique de leur installation (13).

Ainsi, malgré une meilloure compréhension de ’écologie des légionelles dans
les réseaux d’eau hospitaliers, la prévention de la "Maladie des Légionnaires",
infection opportuniste nosocomiale, reste un probléme important et non résolu. De
nombreuses zones d’ombre sont, en effet, encore associées a cette infection:
I'existence d'une relation entre légionelles libres et légionelles intracellulaires et
notamment entre 1égionelles et amibes (14, 15), la difficulté voire I'impossibilité
d’éradiquer les amibes dans un réseau, le réle important et complexe des biofilms
(16, 17, 18) et le lien entre la contamination des réseaux par les 1égionelles et le

risque infectieux encore mal connu.

Alors qu'en régle générale le maintien de la qualité de I'eau (19) est d'autant

(mieux assuré que le réseau est court et que le débit est fort favorisant un temps de
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séjour plus faible, ces conditions sont rarement réunies dans un grand établissement
de soins et il est alors impossible de garantir une qualité homogene de l'eau
distribuee.

En effet, la dégradation de la qualité microbiologique de I’eau peut survenir a
tout moment entre le lieu de production et un point périphérique du réseau.

D'une part la prolifération de micro-organismes peut étre la conséquence d'une
contamination exogéne des réservoirs (due & une contamination du réseau public
d’adduction) ou endogene (par des infiltrations ou des mauvaises conditions de
stockage) ou dune contamination du réseau intérieur, par exemple lors de travaux.
La multiplication de micro-organismes in situ peut étre due a la stagnation de I’eau
au niveau d’espaces ou de bras morts du réseau, de robinets et de brise-jet, de
pommes de douches et de ballons de stockage (16).

D’autre part, la présence d'un biofilm peut €tre une SOurce importante de
micro-organismes.

Enfin, Peau de ces reseaux subit différents traitements spécifiques comme
I'adoucissement, le détartrage par électrolyse ou par addition de substances
filmogeénes dans le circuit qui modifient les qualités physico-chimiques de l'eau et
peuvent favoriser le développement de micro-organismes tels que les légionelles et

les amibes.

Dans une premiére partie, nous ferons une synthése de la littérature afin
d’évaluer les connaissances sur les légionelles et leur environnement.

Puis nous ferons 1’inventaire de I’ensemble des textes réglementaires fondant la
police sanitaire de leau et des légionelles depuis 25 ans et applicables aux
établissements de sante.

Ensuite, nous exposerons unc étude que nous avons réalisée en 2001 dans le
service d’Hygiene Hospitaliére du CHU de Bordeaux sur plusieurs établissements de
santé de la région Sud-Ouest : I’objectif de cette stude était de confirmer ou de
rechercher des facteurs explicatifs & la présence de légionelles dans ces réseaux
particuliers.

Enfin, au regard des connaissances actuelles et de la réglementation en vigueur,
nous discuterons les moyens a metire en ceuvre afin de mieux gérer le risque de

légionellose dans les stablissements de santé et les difficultés rencontrées.
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LA LEGIONELLOSE

ET LES LEGIONELLES
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1. LA LEGIONELLOSE

Le terme de "légioneliose” désigne toutes les infections dont les légionelles
sont responsables. Quelles que soient les différentes formes cliniques de la maladie,
la pathologie évoluc en suivant toujours les mémes etapes 4 partir de la
contamination : une période d’incubation suivie d'une phase d’invasion marquant

I'apparition de signes cliniques et d'une phase d’état.

i.1. La Maladie des Légionnaires

Aprés une incubation de 2 a 10 jours, la maladie dcbute brutalement par des
céphalées, avec malaise, des myalgies, une fievre modérée et des frissons. A la phase
d'état, deux jours plus tard, la température corporelle atteint et dépasse parfois 40°C
associée & une bradycardie faible. Des signes respiratoires apparaissent marqués par
une toux d'abord séche puis productive, une polypnée et des douleurs thoraciques.
L'examen clinique détecte des réles crépitants disséminés et les radiographies

pulmonaires mettent en évidence des infiltrats diffus des deux poumons.

Photographie n°1. Cliché radiographique d'un patient immunodéprimé atteint de

la Maladie des Légionnaires et montrant des opacités nodulaires circulaires (20).
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Cette pneumonie fébrile est accompagnée d'une part de signes neurologiques
sans méningite (confusion mentale, léthargie et céphalées) et d'autre part de signes
digestifs avec une diarrhée aqueuse (30 a 50% des cas), des nausées, des
vomissements et des douleurs abdominales. D'autres manifestations plus rares ont €té
rapportées: pleurésie, péricardite, myocardite, rhabdomyolyse, encéphalite, rash et
broncho-spasme.

1] est habituel d'observer une hyperleucocytose sanguine marquée (supérieure a
20000 leucocytes par microlitre de sang).

L'évolution sans traitement est mortelle dans 15 4 20% des cas chez les sujets
sans antécédents d'immunodépression. Le taux de mortalité peut atteindre 80% en
milieu hospitalier chez des sujets immunodéficients. De plus, chez ces patients, la
pneumonie a une tendance 3 I'abcédation et des surinfections bactériennes sont
fréquentes (Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa) (21).

La majorité des cas nécessite une hospitalisation et un traitement antibiotique

pendant trois semaines voire quatre 4 six semaines chez les immunodéprimés (20).

1.2. La fievre de Pontiac

Eile débute de la méme maniére que la Maladie des Légionnaires avec un
syndrome pseudo-grippal, des myalgies et des céphalées. Dans ce cas, le pronostic
vital n’est pas mis en jeu car la guérison est souvent spontanée, en 2 & 3 jours.
I'incubation est de 36 heures en moyenne mais elle peut varier de 5 heures & 3 jours
aprés l'inhalation des bactéries.

1 ’infection se localise dans les voies aériennes supérieures et n’est pas
accompagnée d’une atteinte pulmonaire. Le début est brutal avec une fievre a 39-
40°C, une tachycardie, des malaises et des céphalées accompagnées de frissons, de
myalgies et parfois de confusion. Une toux séche est retrouvée dans 50% des cas
avec upe thinite, un mal de gorge ou une irritation oculaire. Cependant,
contrairement a la Maladie des Légionnaires, aucune lésion pulmonaire ne peut &tre

observée a la radiographie (21).
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Cette infection est facilement traitée par les macrolides et les signes cliniques

disparaissent complétement apres une fatigue persistante de quelques jours.

De trés nombreuses nuances cliniques peuvent étre observées enire ces deux
syndromes causés par Legionella pneumophila, selon 1'age, le terrain ou la gravité
des manifestations secondaires (métastases). 1l est probable que Iinfection chez les
sujets sans antécédents peut souvent rester inapparente, seulement marquée par une

élévation des taux sanguins d'anticorps spécifiques.

1.3. Mécanisme de la maladie

La porte d’entrée habituelle de ’agent infectieux se situe au niveau du tractus
respiratoire. Les bactéries sort inhalées sous forme draérosols qui gagnent les
alvéoles pulmonaires lorsque leur taille est suffisamment faible, ¢’est-a-dire

inférieure 2 5 micromeétres (um).

Les bactéries sont alors phagocytées par les macrophages alveolaires dans
lesquels elles persistent et se multiplient. La destruction de ces macrophages
alvéolaires et la prolifération des bactéries entrainent une pneumonie aigue
disséminée caractérisée par une alvéolite purulente avec l'afflux de nombreux

granulocytes et de macrophages enserrés dans un réseau fibrineux.

Cette inflammation aigué est souvent associée a une hémorragie intra-
alvéolaire et & une extension rétrograde de l'infection vers les bronchioles et les
ganglions lymphatiques loco-régionaux. Cette alvéolite purulente s'accompagne
dune réaction inflammatoire dans fe tissu interstitiel cedématisé et infiltré par de
nombreuses cellules. L'infection reste habituellement confinée au tissu pulmonaire

mais une diffusion hématogene est possible.
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Les bactéries peuvent donc étre retrouvées dans le sang et les organcs du
systeme réticulo-endothélial (foie, rate, ganglions lymphatiques). Des localisations

métastatiques en dehors de ces organes sont possibles mais rares (21).

1.4, Epidémiologie et surveillance

1.4.1. Données épidémiologiques

La surveillance de la 1égionellose en France repose principalement sur le
systeme de déclaration obligatoire, institué en 1987 (22).

Depuis la mise en place de la déclaration obligatoire et jusqu’en 1997, le
nombre de cas déclarés est reste trés faible (0,35 pour 100 000 habitants) (23). Des
mesures de renforcement de ce systéme ont €t¢ prises en 1997 (Annexe 1: Réseau de
surveillance de la l1égionellose en France) et ont coincidé avec une augmentation des

notifications des cas de légionellose (85 cas en 1996, 610 en 2000)(24) (Figure 1).
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Figure 1: Evolution du nombre de 1égionelloses déclarées en France de 1989 2 2000 (23, 24).
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1.’ amélioration des méthodes diagnostiques et une imeilleure connaissance de la
maladie peuvent expliquer cette tendance. Une enguéte basée sur une méthode de
capture/recapture réalisée & partir de trois sources d'informations (les déclarations
obligatoires, les données du Centre National de Référence (CNR) et les données
d’une enquéte auprés des laboratoires de bactériologie) a indiqué en 1998 une
exhaustivité de la déclaration obligatoire de 33% pour |’ensemble des cas (10% en

1995) et de 70% pour les cas diagnostiqués par culture (25).

Depuis 1997, devant tout cas de légionellose nosocomiale, une enquéte est
réalisée par le Comité de Lutte contre tes Infections Nosocomiales (CLIN) de
17établissement concerné. A la suite d’un cas isolé d'un patient ayant séjourné dans
un hotel ou un camping, ia DDASS rappelle a 1’ établissement concerné les régles de
bonnes pratiques d’entretien d’un réseau d’eau chaude sanitaire en vue de limiter 1a
multiplication des légionelles et devant des cas liés ou groupés, une enquéte est

réalisée par les services Santé-Environnement de la DDASS.

La France participe également au réseau européen de surveillance des
légionelloses acquises lors des voyages (European Working Group for Legionella
Infections, EWGLI). Ce réseau qui regroupe trente et un pays signale aux autorités
sanitaires du pays concerné tout cas de patient atteint de légionellose ayant voyage
pendant les dix jours précédant le début de la maladie en précisant les lieux
fréquentés. Ce systeme permet Indentification des cas groupés pouvant étre rattaches
a une source commune d’exposition afin de prendre des mesures de prévention

appropriees.

Avec 610 cas déclarés en 2000, I’incidence en France métropolitaine est de 1
cas pour 100 000 habitants et se situe dans la moyenne européenne. 92 déces sont
survenus et la létalité pour les cas avec une évolution connue 3 la date de la
déclaration est de 25%. La majorité des cas (98%) étaient porteurs d'une infection a
Legionella preumophila (24).

Les o6tablissements de santé sont des leux de contamination ot les
légionelloses sont graves : en 2000, environ 20% des cas de légionelloses étaient

d’origine nosocomiale certaine ou probable soit environ une centaine de cas par an
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sur l'ensemble des hopitaux et environ 40% des cas décédaient alors qu’en milieu

communautaire la 1étalité était de 16%.

Dans le réseau européen EWGLIL, 2136 cas ont &té notifiés en 1999 soit une
incidence de 0,5 pour 100 000 (mais ces chiffres dépendent de la qualité du systeme

de surveillance variable dans chaque pays).

1.4.2. Mode et lieux de contamination

1.4.2.1 Mode de contamination

Puisque la porte d’entrée est pulmonaire et la contamination Se€ fait par
inhalation des bactéries sOuS forme d’aérosols, tout systéme qui génére des
gouttelettes d’eau est susceptible d’&tre une SOUICe de contamination. A Uinterieur
d’un batiment, la source est habituellement une douche, un bain & remous ou un
systéme de climatisation alors qu’a I extérieur de certains batiments, la source est le
plus souvent une tour aéro-réfrigérante.

Un autre mode de contamination citeé est l'instillation directe au niveau des
bronches. Ce mode concerne essentiellement les malades sous thérapie respiratoire
bien qu'il soit recommandé d'utiliser de l'eau stérile en oxygénothérapie dans les
humidificateurs & usage unique pré-remplis ou dans les barboteurs et en
aérosolthérapie dans les nébulisateurs (26).

Quelques contaminations par "fausses routes alimentaires” (aspiration lors
d'ingestion d'eau) omnt &té rapportées chez des patients ayant subi une chirurgie
oncologique au niveau de la téte et du cou. Il pourrait se former un aérosol
contaminant lors de ces "micro-aspirations” 27).

L ’hypothése d’une contamination par ingestion n’a jamais été prouvée. Aucune

(ransmission inter-humaine n’a été rapportée.
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1.4.2.2 Lieux de contamination

Les infections nosocomiales sont des infections contractées dans un
stablissement de santé. Elles peuvent toucher les personnes soignées ainsi que les

professionnels de santé en raison de leur activité (28).

Une infection est dite nosocomiale si elle apparait au cours ou 3 la suite d’une
hospitalisation et si elle était absente 3 ’admission 2 I’hopital. Ce critére est
applicable 4 toute infection. Lorsque la situation précise a ’admission n’est pas
connue, un délai d’au moins 48 heures apres 1’admission (ou un délai supérieur  la
période Jd’incubation lorsque celle-ci est connue) est communement accepté pour
distinguer une infection d’acquisition nosocomiale d'une infection communautaire

29).

Une enquéte menée par le CCLIN de Paris-Nord en 2001 aupres de 247
présidents de CLIN d’établissements de santé de interrégion Nord (13) a montré
que seulement 43% des établissements avaient réalisé un plan de leur réseau d’eau.
77% et 73% des otablissements avaient des concentrations en légionelles dans leur
réseau supérievres a 10° UFC/L respectivement dans U'eau chaude sanitaire et dans
les ballons de stockage. 75% des centres déclaraient assurer une maintenance ou un

entretien des réseaux.

En Angleterre, la fréquence d’isolement de Legionella dans les réservoirs d’catt
froide des immeubles est de 11%. Dans les installations individuelles de production

et de distribution d’eau chaude sanitaire, 1a prévalence varie selon les études de 6a

37% (30).

Une enquete réalisée en 1999 par la DRASS d'Aquitaine et la DDASS de
Gironde sur les réseaux d’eau des établissements de santé et les autres établissements
recevant du public montrait des concentrations plus dlevées de légionelles pour les
établissements de santé compares & ceux recevant du public. 34% des analyses d’eau
effectuées dans les &ablissements de santé évalués étaient positives (supérieures & 50

UEC/L) et 20,4% avaient une concentration supérieure 4 10° UEC/L. Par ailleurs,
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57% de ces établissements ont trouvé au moins un de leurs prélévements positifs au

seuil de détection pour les légionelles (12).

1.4.3. Sujets & risque et exposition 2 risque

La légionellose peut ¢’observer chez P’adulte en bonne santé sans antécédents
pathologiques. Ainsi, la 1égionellose est une cause peu fréquente mais réguliére de

pneumonie communautaire.

Toutefois, certains sujets contractent préférentiellement la maladie car ils
présentent un ou plusieurs facteurs de risque particuliers tels que le sexe (s€x ratio
homme/femme = 3), 1’age (superieur 4 51 ans), ’alcoolo-tabagisme, certaines
maladies chroniques cOmMme le diabéte et les bronchopathies, la corticothérapie au
long cours et |’ immunosuppression (cancer, hémopathie, splénectomie, greffes et

SIDA) (31). De tels sujets constituent une population a risque pour la légionellose.

En France, d’apres la surveillance épidémiologique faite en 2000, la presence
d’un ou plusieurs facteurs favorisants a été retrouvée chez 436 cas (71%) : 81 (13%)
présentaient un cancer ou une hémopathie, 78 (13%) avaient un traitement de
corticoides ou d’autres fraitements iMMUROSUPPIESSEULS, 67 (11%) étaient
diabétiques et 244 (40%) étaient des fumeurs, Le tabagisme a éte cité comme seul

facteur favorisant chez 153 (25%) d’entre eux (24).

Concernant I’exposition 3 risque, elle est souvent rapportée dans les cas de
légionellose. Parmi les 610 cas, 293 (48%) ont présenté une exposition a risque dans
les 10 jours précédant 1e début de 1a maladie séjour dans un hopital ou une clinique
(20%), dans un hotel ou un camping (9%), dans un établissement thermal ou une
maison médicalisée (1%).

Enfin, dans 17 % des cas, un séjour dans un pays étranger a €té signale.
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1.4.4, Critéres de diagnostic

La définition d’un cas unique, de cas groupés et d’un cas nosocomial sont
donnés dans la fiche de déclaration (Annexe n°2: Fiche de déclaration dun cas de
légionellose) puisque la légionellose est une maladie 4 déclaration obligatoire depuis

1987.
1es critéres sont

o pneumopathie associée 4 au moins un des résultats suivants
- isolement de Legionella spp dans un prélévement clinique
. augmentation du titre d’anticorps d'un facteur 4 avec un 27 titre d’au
moins 128
. immunofluorescence directe positive
. présence d’ antigéne soluble urinaire

- un titre d’anticorps &levé au moins égal a 256

e On parle de cas groupés si au moins deux cas sont survenus a moins de 6
mois d’intervalle chez des personnes ayant fréquenté un méme lieu. S’il y a

plus de 6 mois d’intervalle, on dit que les cas sont lies.

e Onnparlede légionellose nosocomiale lorsque la maladie est survenue au
cours d’une hospitalisation. L’origine nosocomiale est certaine (probable) si le
patient a effectué un séjour a 1’hopital pendant 10 jours (un jour minimum)

précédant le début des signes cliniques.
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2. L’AGENT PATHOGENE, LEGIONELLA SP

7.1. Classification taxonomique

La famille des Legionellacae constitue un groupe phylogénétiquement
individualisé parmi les bactéries 4 Gram négatif. Sejon la classification officielle
proposée par le CDC, il n’existe actuellement qu’un seul genre Legionella
regroupant 43 especes differentes de Legionella et 3 SOUS-ESpPeces correspondant & 64

sérogroupes antigéniquement distincts (32).

L’espece Legionella pneumophila a elle-méme été subdivisée par Brebber et

son équipe en trois sous-espéces qui sont .

e Legionella pneumophila subspecies pneumophila regroupant la souche

Philadelphia-1 et des souches des sérogroupes 1 a 14

o Legionella pneumophila subspecies fraseri regroupant la souche Los
Angeles-1 (souche type du sérogroupe 4) et des souches des sérogroupes 1, 4, 5

et Lansing-3

o Legionella pneumophila subspecies pasculle regroupant les souches du

sérogroupe 5 dont la souche type est USW

En fait, seules certaines especes correspondent génétiquement 3 des légionelles, les
autres sont en fait rattachées aux genres Tatlockia (comprenant deux especes) et
Fluoribacter (comprenant guatorze espéces). Comme aucun marqueur phénotypique
ne permet de distinguer les souches des genres T atlockia et Fluoribacter des
Legionella sensu stricto, l'usage est de toujours dénommer Legionella J'ensemble des

souches de ces trois genres.

27



A coté de ces 43 especes, des légionelles a développement intracellulaire
obligatoire ont été désignées sous le nom de "Legionella-like amoebal pathogens"
(LLAPs). Ces souches de LLAPs ne forment pas un groupe phylogénétiquement
distinct et unique au sein du genre Legionella. Elles représentent différentes especes

distribuées dans tout le genre Legionella (32).

2.2. Morphologie

1l s’agit d’un petit bacille polymorphe, mobile au moyen de un ou plusieurs
flagelles (a 1’exception de Legionella oakridgensis), non sporulé, doté de
1’organisation pariétale des bactéries a Gram négatif, ¢’est-a-dire une paroi riche en
lipides, de structure complexe formée de 2 couches séparées par un espace
périplasmique : une couche mince de peptidoglycane et la membrane externe
constituée de lipopolysaccharide encore appelé endotoxine. La coloration de Gram
étant négative, les légionelles apparaissent donc au microscope optique sous la forme

de petits bacilles roses (photographie n°2).
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Photographie n°2: Légionelles observées au microscope optique 2

immersion aprés coloration de Gram (grossissement x1000) (33)
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Chaque entité bactérienne mesure de 0,3 um 4 0,9 pm de large et de 2 420 um
de long. Cependant, aprcs culture, on peut noter une variation de taille. La
multiplication s’effectue surtout enire 20 et 48°C avec une température optimale de

croissance de 37°C.

2 3. Caractéres culturaux

Les légionelles sont des germes a4 métabolisme aérobie strict dont les exigences
de culture sont trés strictes et rigourcuses. Elles ne cultivent sur aucun milieu
classique y compris sur la gélose au sang. Les milieux de culture doivent &tre
enrichis en L-Cysteine et en fer. La croissance optimale du germe se fait a 37°C en
atmospheére enrichie en CO; (2,5%), & pH légerement acide. Leur croissante est lente
et il faut un délai de 2 a 4 jours avant |"apparition des premieres colonies & partir
d’un prélevement.

{es colonies de Legionella sont grises, brillantes et muqueuses, caractérisées
par leur polymorphisme et un aspect de verre brise Torsqu’elles sont observees a la

loupe (photographie n°3).

Photegraphie n®3: Colonies de Iégionelles obtenues par culture sur milieu BCYEa (34).
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A 45°C leur multiplication se calentit et il faut atteindre une température
supérieure & 60°C pour les détruire. Inversement, quand la température diminue, les

légionelles ralentissent ou stoppent leur multiplication mais survivent.

Le milieu de culture spécifique recommandé est la gélose BCYE« (Buffered
Charcoal Yeast Extract a-cétoglutarate) contenant du charbon (qui agit comme
détoxifiant) et un tampon acide (permettant de stabiliser le pH a 6,9) comme

éléments spécifiques pour une croissance optimale en 3 a 7 jours.

7.4, Virulence de Legionella preumophila

Legionella pneumophila est une bactérie 4 multiplication intracellulaire
facultative qui peut échapper aux défenses de 'hote en parasitant les monocytes et les
macrophages dans lesquels elle survit. Les granulocytes semblent également
incapables de la détruire. Les bactéries persistent dans les vacuoles de phagocytose
en inhibant la fusion phagolysosomiale et s'y multiplient. Legionella pneumophila est
un bacille & gram négatif possédant une endotoxine qui pourrait &tre responsable de

la fievre, des céphalees et du choc.

2.5. Diagnostic biologique

Le diagnostic biologique des légionelloses présente plusieurs aspects (Annexe

1°3: Sensibilité et spécificité des méthodes diagnostiques de la 16gionellose) (33)

s le diagnostic bactériologique direct, basé sur la culture et 1’identification de
’agent pathogene dans des échantillons appropriés tels que expectoration,
aspiration trachéale, lavage bronchique, biopsie pulmonaire ou liquide pleural:
cest le diagnostic de certitude des 1égionelloses. 1l permet de détecter toutes

les espéces et devrait atre réalisé de fagon systématique.
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e l'immunofluorescence directe (IFD) spécifique de Legionella pneumophila
/ dans les sécrétions bronchiques ou sur le parenchyme pulmonaire apres

biopsie.

o larecherche d'antigénes arinaires de Legionella

e le sérodiagnostic ou diagnostic indirect basé sur la mise en évidence d’une
séroconversion significative vis-a-vis des antigénes de Legionella . Seule la

sérologie de Legionella pneumophila 1 est reconnue au niveau international.

o la détection par amplification génique

2.5.1. Examen direct des prélévements cliniques

I'examen direct s'effectuc grace 4 1a méthode de coloration de Gram. Les
légionelles sont des bacilles a Gram négatif (faiblement colorés), non sporulés, non
acidorésistants et non capsulés, de 0,3 um 40,9 pm de large sur 2 4 20 um de long.

Les légionelies apparaissent sous forme de bacilles courts et fins.

4 5.2 Mise en culture du prélévement

La culture des légionelles, bien que difficile puisque le succes de la méthode
dépend de la nature du prélévement et de sa qualité, est la méthode de choix car
I’isolement de I’agent pathogéne reste le diagnostic de certitude. La recherche de
Legionella se fait sut milieu spécifique BCYEa. Seul cet examen permet de
comparer des souches isolées chez les malades avec des souches isolées dans
Yenvironnement par des techniques de typage moléculaire servant 4 confirmer la
source de contamination. Cet examen de référence est réalise des ’apparition des
symptdmes avant toute antibiothérapie. La spécificité est de 100% et la sensibilité de

40 2 60% (31).
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2.5.3. Immunofluorescence directe

L'examen direct de prélévements au microscope a fluorescence est la méthode
de choix la plus couramment utilisée.

Limmunofluorescence ~directe (IFD) se pratique a l'aide d'anticorps
polyclonaux ou monoclonaux qui reconnaissent tous les sérogroupes connus de
Legionella pneumophila pour la majorité des réactifs commercialisés (photographie
n°4).

Photographie n°4: Légionelles observées en immunofluorescence directe a

partir d'une expectoration (36)

Le principal inconvénient de cette technique est sa faible sensibilité (25 a 40%)
avec un seuil de détection de 10* UFC/mL. La spécificité de 60 a 70% est liée a des
réactions immunologiques croisées avec certaines bactéries comme Pseudomonas

aeruginosa (32).

2 5 4. Recherche d’antigénes urinaires

Au moins 80% des patients atteints de 1égionellose posséderaient des antigénes
solubles des 1égionelles dans leurs urines dés I’apparition des symptomes (3-4 jours).
Ces antigenes sont détectables par méthode immunoenzymatique (ELISA),

radioimmunologique (RIA) (37) ou par agglutination (technique au latex) (L)
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[’intérét de ces méthodes, existant sous forme de kit, céside dans la rapidité de
feur réalisation (réponse en 15 minutes) et dans la facilité d’exécution.
Malheureusement, aucun test actuellement commercialisé ne permet de détecter tous
les sérogroupes de Legionella pneumophila et toutes les espéces de {égionelles.

C’est pourquoi la sensibilité est faible : 56% si on considére toutes les especes
de légionelles et 80% si I’on ne considére que Legionella pneumophila sérogroupe 1.
La spécificité est de 99% (32). La valeur prédictive positive, cest-a-dire la
probabilité d'étre atteint de légionellose sachant que le test est positif, est de 86% et
la valeur prédictive négative, c'est-a-dire 1a probabilit¢ de ne pas &tre atteint sachant

que le test est négatif, est de 95%.

1 5.5. Diagnostic sérologique

L’ immunofluorescence indirecte (IFI) mise au point par Mac Dade (2) lors de
Iépidémie de Philadelphie reste la méthode la plus utilisée bien que je diagnostic de
{a maladie soit alors tardif voire méme rétrospectif. Les anticorps détectés par la
téaction d’immunofluorescence indirecte sont en majorite dirigés contre le
lipopolysaccharide (LPS) ou endotoxine de la membrane externe des légionelles. Ces
anticorps apparaissent le plus souvent une semaine aprés le début de ’infection et le
pic est atteint 3 & 4 semaines plus tard (3 1). Pour un titre élevé précoce, la sensibilité
est faible (10%) mais pour une séroconversion, elle est de 75% et la spécificité de
95%. La sérologie permet le diagnostic de légionellose a distance de V’infection en
surveillant I’évolution du titre en anticorps. La seule limite tient au délai d’apparition

des anticorps, 1 & 3 semaines aprés le début de la maladie (37).

4 6. Détection par amplification génique

Cette méthode de détection rapide est encore au stade de développement et
nlest pas actuellement utilisée en routine. Le principe repose sut l'amplification de
lacide désoxyribonucléique (ADN) d'une cellule de la légionelles par Polymerase
Chain Reaction (PCR) & partir d'amorces puis détection par hybridation avec des

sondes géniques.
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2.7, Recherche des Legionella dans ’environnement

Les lieux de prélévements seront choisis en tenant compte des arguments
épidémiques, de la structure des réseaux d’eau et de lidentification de points

critiques (38) :

o dans les réseaux d’eau chaude sanitaire : points de puisage, partie basse des

ballons de stockage

o dans les réseaux d’eau froide si la température est anormalement élevee

(supérieure a 25°C)

e au niveau ¢’installations de conditionnement d’air et de tours aéro-

réfrigérantes
Le prélévement consiste a recueillir 1 litre d’eau dans un flacon stérile contenant
20 mg/L de thiosulfate de sodium qui inhibe Paction germicide du biocide
oxydant présent dans l'eau.
Plusieurs techniques de prélévement peuvent étre réalisées aux points d’usage :
e prélévement sans flambage en prenant le premier jet de I’eau & température
d’utilisation pour rechercher une contamination au point d’usage dans les

conditions normales d’utilisation

e prélévements  apres écoulement prolonge pour rechercher une

contamination du réseau & I’amont du point d’usage

o prélévement effectué par écouvillonnage du robinet ou de la pomme de

douche pour étudier I'écologie au point de préievement.

Les prélévements doivent étre acheminés au laboratoire en moins de 48 heures

avec un emballage réfrigéré en période d’éte.
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La recherche et la aumération des légionelles dans Peau sont effectuces selon
la norme AFNOR NT 90-431 en cours de modification (39). Cette méthode
normalisée permet ’obtention de résultats homogénes avec une sensibilité de 50
Unité Formant Colonie par Litre (UFC/L) suffisante au regard du risque sanitaire.
Les résultats complets de recherche et de dénombrement sont en général disponibles

en 10 a 14 jours.

L’enquéte environnementale sera suivie de mesures envisageées de réduction du
risque en cas de concentration trop dlevée : fermeture des tours aéro-réfrigérantes,
restriction d’activité ou d’usage de leau, mise hors service de locaux ou

d’installation, nettoyage, désinfection, protocoles d’entretien et de surveillance.

2.8. Sensibilité aux antibiotiques et traitement

Legionella sp est une bactérie 2 développement intracellulaire obligatoire chez
I'homme. L’efficacité du traitement sera donc obtenue avec des antibiotiques & forte
concentration intracellulaire comme les macrolides, la rifampicine ou les

fluoroguinolones.

11 existe une résistance naturelle aux béta-lactamines en raison d'une production

de béta-lactamase par le germe.

L’ érythromycine a été pendant longtemps l’antibiotique de référence pour le
traitement de la 1égionellose (31). I est remplacé aujourdhui par natilisation d'autres
macrolides comme la spiramycine (Rovamycine®) mieux tolérés. Ce traitement doit
atre institué le plus tot possible, de préférence par voie intra-veineuse. La durée
minimale de traitement est de 2 a 3 semaines. Une résistance acquise & ces
antibiotiques n’a pas encore été rencontrée. Les macrolides étant des inducteurs des
mono-oxygénases & cytochrome P450, on préférera utiliser les fluoroquinolones

comme la ciprofloxacine chez les transplantés traités par ciclosporine (20).
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3. FACTEURS FAVORISANT LA PRESENCE ET LA
PROLIFERATION DES LEGIONELLES

La prolifération des légionelles semble é&tre favorisée par une température
comprise entre 25 et 45°C, les dépots organiques €t minéraux comme le tartre, la
cotrosion ou un biofiim (35), la stagnation de 1’eau et la présence concomitante
4’ autres micro-organismes des milieux aguatiques comme les amibes libres puisque
le développement des légionelles peut atre intracellulaire chez les protozoaires

(Acanthamoeba et Naegleria principalement) (14, 40, 41, 42, 43, 44).

3.1, L’eau

3.1.1. Les qualités microbiologiques

La qualité microbiologique de I’eau peut favoriser le développement de

certaines bactéries comme les 1égionelles pour plusieurs raisons :

s L’écosysteme constitué par le réseau de distribution de l'eau (température
convenable, débit faible, biofilm a l'intérieur des canalisations) permet & une

flore hydro-tellurique de se développer dans cet environnement particulier.

o La présence dans cetie flore hydro-tellurique de micro-organismes tels que
Legionella ou de tout autre micro-organisme peut étre a Vorigine de
pathologies en cas de développement dans les réseaux et aux points d’usage st
les conditions environnementales leur sont favorables (compétition entre

espéces).
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o La contamination d’origine fécale avec comme indicateurs Escherichia coli
et les bactéries @ métabolisme anaérobie sporulees sulfito-réductrices semble

favoriser la présence de certains micro-organismes.

o La relation existant entre certains micro-organismes : il est admis que des
Jégionelles s¢ développent facilement dans certaines amibes libres et dans
d’autres protozoaires qui peuvent les protéger d’agressions extérieures et

favoriser leur multiplication.

3.1.2. Les qualites physico—chimiques

3,1.2.1 Temperature

La température semble atre un des facteurs déterminants de la présence ou non
de Legionella qui est une bactérie thermophile (30, 45) c'est-a-dire qu'elie se
multiplie mieux a des températures voisines de 40°C bien qu'elle soit capable de
survivre plusieurs mois aux températures basses.

La viabilité des légionelles est réduite a partir de 50°C. Ainsi, en condition
expérimentale, le temps nécessaire pour abaisser de 1 logarithme une population de
légionelles est de ’ordre de 20 minutes 4 55°C, 6 minutes a 57,5°C et 2 minutes a
60°C.

La zone thermique comprise entre 20 et 50°C doit étre réduite au maximum sur
les réseaux collectifs d’eau chaude pour limiter leur présence. Les 1égionelles,

comme les amibes libres, ont une température optimale de croissance de 37°C (46).

3.1.22PH

Le pH de I'eau varie en fonction des différents constituants qui la composent et
des différents traitements qu’elle subit.

Le pH de ’eau potable doit étre compris entre 6,5 et 9 ce qui est favorable ala
survie et a la multiplication de nombreux Micro-organismes. Toutefois, aucune

association directe entre le pH et la presence des légionelles n’a é6té démontree.
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3.1.2.3 Dureté et conductivité

3.1.2.3.1 Dureté

La dureté totale de I’eau ou titre hydrotimétrique correspond a la somme des
concentrations exprimeées en milliéquivalents par litre (mEg/l) en ions calcium
(dureté calcique) et magnésium (dureté magnésienne) (47). Elle est aussi exprimée
en degré Francals (°F): le degré Frangais représente la dureté d’une solution
contenant 10 mg de carbonate de calcium (CaCO3) par litre. Ainsi, 1 mEqg/1=5°F.

En ce qui concerne les eaux livrées  la consommation humaine et ayant subi
un traitement d’adoucissement, la dureté totale ne doit pas étre inférieure 4 15°F (19).

Cependant, une dureté élevée conduit a la formation de tartre (carbonate de
calcium et de magnésium) sous Peffet de la chaleur. C’est pourquoi il est préconisé
de réduire la dureté de I’eau par adoucissement et/ou d’inhiber la formation dun
dépét par traitement chimique anti-tartre pour certaines installations techniques et

pour certaines machines comme les autoclaves.

3.1.2.3.2 Conductivité

La conductivité est la mesure physico-chimique de la capacité de l'eau a
transmettre le courant électrique. Elle correspond a la minéralisation totale de 1’eau et
est done le signe de la presence d’ions dans 1’eau. Elle se mesure en microSiemens
par centimetre (uS/cm). La relation entre 1a minéralisation de l'eau et 1a présence de
légionelles n'a pas &té démontrée. Cependant, Legionella ne semble pas se rencontrer

dans 'eau de mer.
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3.1.2.3.3 Formation de tartre

Pour une teneur donnée en hydrogénocarbonates et carbonates de calcium et de
magnésium, il existe dans I’eau une quantite nécessaire de COz pour empécher la
décomposition et 1a précipitation des carbonates selon une réaction qui, & l'équilibre,

est la suivante:

-

Ca(CO,H), <> CaCOy L +H,CO; (co,,H,0)

Hydrogénocarbonate Carbonate Acide carbonique

. de calcium
de calcium

En cas de déficit en COy, I'équilibre se déplace dans le sens d'une précipitation
de carbonate de calcium et I’ean devient dure et entartrante. Ainsi, le chauffage de
’eau, entrainant un dégagement de CO,, favorisera le depdt de tartre sur les
canalisations.

A Dinverse, lors d’un adoucissement de 1’eau, ¢’est-a-dire un échange des ions
calcium et magnésium contre des ions sodium sur une résine échangeuse d’ions,
Iexcés de CO, dans ’eau rendra celle-ci plus agressive par formation d'acide
carbonique, entrainant un risque de corrosion des canalisations dans les réseaux de

distribution.

3.1.2.4 Le biofilm

Ces différentes propriétés de ’eau peuvent favoriser la formation d’un biofilm
qui est un ensemble de micro-organismes vivants et morts, enrobés dans une matrice
de polyméres exo-cellulaires synthétisés par les bactéries et de particules organiques
et minérales de ’eau. La présence de ce biofilm a la surface interne des matériaux
constitutifs des canalisations est reconnue pour promouvoir les phénoménes de

corrosion (17).
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Le phénomene principal de formation d'un biofilm est li€ aux possibilités des
micro-organismes de s’adapter aux conditions de survie difficile (manque de
putriments, température, turbulence) qu’ils rencontrent dans les réseaux. Son

apparition et son développement y sont favorisés pout plusieurs raisons (17) ¢

o les conditions d’écoulement de P’eau: les zones de stagnation, les bras

morts et les zones de faible débit

o I’état des surfaces intérieures des canalisations et les matériaux qui les

composent : la corrosion, les dépots minéraux (tartre) et }a rugosité du matériau

(18)

e la qualité microbiologique et physico-chimique de 1’eau : la température
&levée favorisant le dépdt de tartre par précipitation des carbonates, la dureté,
la concentration en carbonate organique dissous biodégradable et la saturation

en Oxygene

L’ épaisseur du biofilm augmente avec 1’age de celui-ci et intégration d’autres
micro-organismes (48). Son arrachage par le flux circulant permet aux micro-
organismes de se retrouver en suspension dans P'eau et daller coloniser d’autres

endroits du réseau.

1’ existence du biofilm a donc plusieurs conséquences pratiques sur le réseau et

1’eau distribuce :
o il protége efficacement les micro-organismes (bactéries, protozoaires) des
conditions difficiles de survie comme la température élevée dans I’eau chaude

sanitaire, le manque de nutriments et la présence de désinfectant

o il réduit Pactivité des désinfectants oxydants comme le chlore qui est

consommé par les matieres organiques du biofilm et qui ne peut atteindre que
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la couche superficietle du biofilm laissant indemnes les micro-organismes des

couches profondes

o Jles variations brutales de pression et de débit, 1’arrachage du biofilm par le
flux circulant contribuent a la contamination de l'eau distribuée grice au

relargage massif des micro-organismes (18)

Ainsi, en protegeant les micro-organismes qu’il abrite, il constitue un

écosystéme & part entiere, 3 1a fois stable et difficile & éradiquer (Figure 2).

) MiCO BN SIS
{mortes, bléssies, wivantes)

G gy -l Protozoaires
b7 L /w8t

L] Ean

\\., Flux a » ;

. :
:::::'b,) o / . |,
] L] ) .
Nuigients * e ®os & (f * Cencentrtiun de
_ " » ahitre
| smgCODL! « 5 v °® ° ., .
(30 % de CODB} o . / \ Hiafilm )
o y = o i 100 - 107 bactdries om ™
——— P g o A “ 4 < 5 B viables

Couche Himite

Ciment c‘fﬁ%?n B

18 y
4 R
b i

& Protozaaines

J

Figure 2: Représentation schématique d'une section longitudinale d'une canalisation d'un
réseau de distribution d'ean potable montrant I'accumulation d'un biofilm et les

caractéristiques moyennes de Yeau (17)

En définitive, le biofilm présent dans un réseau de distribution est un systéme

dynamique dont une partie est constamment climinée et constamment renouvelée.
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3.2. Les amibes libres

Des modifications écologiques induites par 'homme dans 1’habitat, 2
’occasion de la préparation d’eau chaude sanitaire & partir d’eau de distribution
publique, permettent la présence d’amibes libres et d’une flore bactérienne associce
dans les réseaux. Un risque amibien direct par inhalation &’ aérosol contaminé n’a pas
été décrit. Par confre, un risque indirect de légionellose tient pour partiec 2 la
symbiose non spécifique entre amibes libres banales et Legionella. Cette association
est de nature a assurer la pérennité de cette bactérie dans les réseaux d’eau chaude

sanitaire si la température de 1’eau n’est pas trop élevée.

Dans 1’habitat, & I’hopital et en piscine, cette symbiose est préoccupante et
interroge sur des mesures de prévention primaire par désinfection, choc thermique
et/ou filtration, cette derniére étant radicale face aux deux facteurs de risque, amibes

libres et légionelles.

3.2.1. Différentes especes d’amibes libres

1l existe dans I’environnement (cau, sols) des amibes dites "libres" car non
parasitaires qui peuvent menex dans ces compartiments une existence autonome a des
concentrations qui peuvent étre élevees.

Parmi les nombreux genres et espéces recenses, le pouvoir pathogéne du genre
Naegleria a été démontré. Dans ce derniet, ’espéce fowleri, en quantité trés faible
dans Denvironnement aquatique, est susceptible d’engendrer des méningo-
encéphalites amibiennes primitives. La contamination peut s’ effectuer par inhalation
d’une eau contaminee au cours de baignades ou par exposition & un aérosol.

Quant & Acanthamoeba sp, plus fréquente dans notre environnement, elle est
responsable de pathologies neurologiques et oculaires. 1.’encéphalite amibienne
granulomateuse, conséquence clinique de V’infection par cette espece d’amibes,

surviendrait électivement chez des sujets fragilisés, contrairement a la méningo-

42



encéphalite amibienne primitive. La kératite amibienne est depuis longtemps

associée au port de lentilles de contact, facteur de risque le plus important (42).

Naegleria fowleri peut exister sous trois formes: la forme végétative (appelée
trophozoite), la forme kystique et la forme flagellée n’existant pas chez

Acanthamoeba (Annexe n°4: Morphologie de Naegleria fowleri €t Acanthamoeba

sp) (42).

La présence de ces formes particulieres dépend des caractéristiques physiques
du milieu (humidité, température, salinité). Dans des conditions difficiles de survie,

les protozoaires sont sous la forme kystique extrémement résistante.

3 2.2. Ecologie des amibes libres

Les amibes sont des protozoaires ubiquitaires des eaux douces et des sols
humides (ruisseaux, mares et barrages réchauffes pat le soleil et sources d’eau
chaude naturelles) ou la température entre 20 et 40°C est favorable & leur présence.

Naegleria sp, Naegleria fowleri et Acanthamoeba sp ont ét¢ isolées dans des
sources thermales en Italie, Nouvelle-Zélande et Mexique. En 1998, Sibille a mis en
svidence des protozoaires dans les eaux potables a des concentrations totales allant
de 5.10% 2 7.10° protozoaires par litre (49).

Elles sont aussi présentes dans les eaux artificielles réchauffées : lacs de
refroidissement de centrales électriques, rejets d’eau chaude d’installation, piscines et
eau chaude sanitaire.

D’aprés Pernin en 1981, Naegleria fowleri peut survivre a des temperatures
élevées jusqu’a 44-45°C. De nombreuses studes menées depuis les années 80 sur des
eaux réchauffées (effluents de diverses installations industrielles y compris des
centrales électriques) ont montré un lien évident entre une température élevée de
I’eau (35-40°C) et une concentration plus importante en amibes libres (50). De
Joncheere, en 1975, aboutit & la conclusion qu’une température des eaux supérieure
ou égale a 20°C est une condition nécessaire mais non suffisante pour le

développement de Naegleria fowleri.

43



Depuis, on & retrouvé la présence de Naegleria fowleri dans des piscines, dans
des établissements thermaux, dans des SOuUrces d’eau chaude naturelle et des mares

chauffées par le soleil, dans des eaux d’égouts et dans 1’cau du robinet (42).

Leur présence est done favorisée par des températares de I'eau plutdt chaudes

mais aussi par la conductivité et la présence de bactéries leur servant de substrat.

Selon Tyndall, en 1089, les parametres fortement corrélés a 1’abondance des
amibes thermophiles du genre Naegleria sont la temperature (supérieure a 26,5°C) et
la conductivité. Sur le plan écologique et en absence de prédateurs ou compétiteurs,
une tempeérature slevée de Peau et la présence de autriments (matieres organiques)
favorisent la multiplication de Naegleria fowleri.

Bien qu'elles soient associées négativement 4 la présence de chlore libre
résiduel, elles sont beaucoup plus résistantes que les bactéries aux désinfectants
utilisés dans les réseaux, notamment jorsqu’elles sont sous forme de kystes
puisqu’elles peuvent alors résister a de fortes concentrations en chlore actif.
Legionella preumophila, protégée par un kyste &’ Acanthamoebae polyphaga, peut

survivre a des teneurs €n chlore atteignant 50 mg/L (51).

Les amibes libres peuvent donc survivre a des conditions défavorables
(températures plus basses, manque de matiéres organiques et de bactéries et presence
de désinfectant) en s’enkystant, C’est pourquoi, dans les milieux naturels, leur
recherche reste souvent négative en hiver jorsqu’elles hibernent dans les sédiments
en profondeur puis réapparaissent au printemps des que la température augmente.
Ainsi, la présence d’amibes libres semblent gtre plus importante les mois les plus

chauds ¢’ est-a-dire de juin & octobre sous nos climats.

La présence d’ Acanthamoebae dans I’air a également été rapportée plusieurs
fois (Kingston et Warhurst 1969, Lawande et collaborateurs en 1983 et Rivera et
collaborateurs en 1993) tant dans Dair extérieur qu’a intérieur d’un hopital, a des

concentrations de 1’ordre de 10220 kystes/m3.
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3.2.3. Relation 1égionelles/amibes libres

Les conditions de survie des trophozoites d’amibes libres sont donc les
mémes que celles des légionelles mais grace & leur forme kystique les amibes offrent
A ces bactéries une protection temporaire et une survie possible.

Legionella pneumophila peut infecter et s multiplier dans les amibes du genre
Acanthamoeba (40, 41, 50), Naegleria, Hartmanella ainsi que dans des protozoaires
ciliés du genre Tetrahymend. Contrairement aux autres espéces de Legionella, la
faible spécificité d’hote de Legionella pneumophila pourrait rendre compte de sa plus
grande fréquence dans les infections humaines. Ces protozoaires jouent alors le role
de réservoir permetiant aux bactéries de traverser la chaine de traitement de ’eau &t,
ainsi protégees, coloniser le réseau. 1.es 1égionelles, une fois phagocytées par les
amibes, vont survivre et se multiplier & Iintérieur des protozoaires de la méme fagon
qu’elles le font dans les macrophages humains. Elles se retrouvent enfermées dans
une vacuole de phagocytose qui ne fusionne pas avec les 1ysosomes et aprés 36 a 48
heures d’infection, la vacuole de phagocytose, contenant environ 10* bactéries,
emplit la quasi totalité de 1a cellule hote (40, 41).

La pénétration et le développement des 1égionelles dans les amibes libres leur
permettent ainsi de survivre dans des conditions trés défavorables et d’ensemencer le
milieu aprés lyse des cellules amibiennes (50). Les 1égionelles et les trophozoites
d’amibes sont sensibles & des teneurs en chlore de 1 a2 partie par millions {(ppm)
¢ est-a-dire des teneurs rencontrées dans les réseaux d’eau lors de leur désinfection

(19).
Les amibes libres semblent donc jouer un rble majeur dans ce probléme de

santé publique, ce qui expliquerait entre autre la difficulté que nous avons a

éradiquer définitivement les réseaux d’eau de ces bactéries.
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3 3. Les réservoirs de Legionella

Les légionelles, dont le réservoir est principalement hydrique, sont présentes a
1’état naturel dans les eaux douces (lacs et riviéres) et tes sols humides (35, 37 Les
milieux hydriques naturels sont trés rarement 4 1’origine de maladie, a la différence
des eaux domestiques qui constituent des sites de prolifération et de dissémination
(31). A partir du milien naturel, la bactérie colonise des sites hydriques artificiels
lorsque les conditions de son développement sont réunies. Sa prolifération peut ainsi
stre favorisée par les conditions présentes dans différentes installations dites "a
risque” telles que les réseaux d’eau chaude, les circuits des tours aéro-réfrigérantes et

les bains a bulles.

3.3.1. Les réservoirs naturels

Les légionelies sont des bactéries hydrotelluriques, ubiquitaires de notre
environnement. Elles sont présentes dans toutes les eaux douces telles que les lacs,
les étangs et les rivieres.

Dans ces eaux, les légionelles sont retrouvées a des températures variant de 0 a
60°C.. Paradoxalement, les légionelles, qui sont des germes exigeants, ont une
présence trés vaste dans notre environnement. Un tel contraste est en accord avec
{"hypothése selon laquelle ces bactéries ne seraient pas libres dans le milieu naturel
mais hébergées par d’autres organismes comme les amibes libres vivant dans les

mémes habitats aquatiques (15, 52).

3.3.2. Les réservoirs artificiels

On cherche a les détecter car {ls constituent une importante source de
contamination pour I’homme. Ils sont essentiellement représentés par les circuits de

distribution d’eau potable (53, 54, 35, 56) &t plus particulierement les circuits de

46



production d’eau chaude sanitaire (30, 45, 51, 57) et les systémes de climatisation et
de conditionnement d’aix (tours de ruissellement). Les bains 2 bulles et les saunas ont
6té incriminés de fagon plus ponctuelle. Dans tous ces systémes, 1’élément commun
majeur est la présence d’un espace d’eau stagnante avec une température de I'eau

plutdt chaude (entre 35 et 45°C).

3.3.2.1 Les réseaux d’eau chaude sanitaire

Dans un établissement de santé, ces réseaux sont souvent trés complexes de
part leur taille et les différentes structures qu'ils alimentent (Annexe 5: schéma
général d'un réseau dun établissement de santé) (58). Cette complexité, agsociée a
des températures élevees de l'eau, font de ces réseaux un écosystéme favorable a la

présence et a la multiplication des 1égionelles.

Ces bactéries colonisent fréquemment les parties basses des ballons d’eau
chaude ot régnent des temperatures plus favorables a leur développement.

Les plus fortes concentrations en Legionella sont retrouvées lorsquexiste de
{’eau stagnante dans les bras morts des tuyauteries (59) ou dans un circuit d’eau
chaude en boucle avec une température inférieure 3 50°C, ce qui est surtout le cas
pour certaines installations collectives. On observe habituellement une augmentation
de cette concentration aprés des travaux de plomberie sur le réseau. Les portions non
utilisées de réscau, chambres inoccupées par exemple, ont des concentrations plus

élevées de 1égionelles en 1’absence de purges réguliéres.

Le role de certains materiaux et des substances chimiques ont été étudiés : le
fer et le zinc méme & basse concentration favoriseraient leur développement (60).
Parmi les matériaux utilisés dans les réseaux de distribution, la colonisation est
moindre pour le cuivre et plus importante lors de I"utilisation de certains caoutchoucs

synthétiques et du chlorure de polyvinyle (44).

D’autres études ont mis en avant le role des robinets avec brise-jet (59), des

fiexibles et des pommes de douches connus comme sites favorables de multiplication
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des légionelles dans un réseau (6, 8, 51, 61) du fait d'une petite quantité d’eau
stagnante et de ’entartrage qu'ils générent fréquemment. Par ailleurs, les aérosols

quiils forment sont suffisamment petits pour atteindre les alvéoles pulmonaires.

3.3.2.2 Les systemes de traitement de I’ air et les tours aéro-

réfrigerantes

Ce sont les premiers équipements mis en cause dans la multiplication ou le
transport de ces bactéries. Les circuits chauds industriels ou les groupes frigorifiques,
utilisés en climatisation, en froid industriel ou commercial, sont des milieux
favorables au développement des légionelles compte tenu de la température de I’ean

et du contact entre 17air et ’eau dans ces installations.

Les tours agro-réfrigérantes, situées a Iextérieur des batiments, sont des
systemes de refroidissement de ces circuits chauds. Elles évacuent la chaleur vers
extéricur en pulvérisant I’eau en fines gouttelettes dans un flux d’air circulant a
contre-courant grice a un ventilateur. Cette circulation forcée de Iair, qui intensifie
les transferts de chaleur entre les deux fluides, provoque ’entrainement d’un aérosol
de gouttelettes appelé panache. Ainsi, les légionelles peuvent coloniser les tours
aéro-réfrigérantes puis &tre véhiculées dans Pair extérieur par le panache qui s’en

échappe.

Chacun peut ainsi &tre exposé 4 un aéroso] potentiellement infectieux, soit
directement pat voisinage, soit indirectement par un systeme de traitement d’air dont
la prise d’air neuf serait proche d’une tour. Les types de tours aéro-réfrigérantes les
plus a risque sont ceux & systéme ouvert ou le flux d’air chaud ascendant entraine
avec lui des microgouttes potentiellement infectieuses. De tels systémes sont encore

trés répandus en France (Figure 3).
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Figure 3: Les deux principaux types de tour aéro-réfrigérante utilisés en France (62)
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UNE HISTOIRE REGLEMENTAIRE

DE 25 ANS
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Ce cadre réglementaire, tissé depuis 25 ans, régit le contrdle de la sécurité sanitaire

au fravers |

% de décrets et d’arrétés opposables (ils s’imposent aux établissements de

santé publics et prives)

» de circulaires précisant 1’interprétation correcte de ces textes ou explicitant
les procedures administratives utiles 2 leur application et n’apportant pas
d’obligations supplémentaires et n'ayant donc pas de valeur juridique en tant que

telle

3 de recommandations ou de guides de bonnes pratiques annexes a ces
circulaires qui n’ont pas de force obligatoire; cependant ils lient les agents publics
chargés du contrble et de I'inspection qui doivent s’y référer pour apprécier les

situations qu’ils sont amen¢és 3 constater.

Nous verrons donc comment, au £il du temps et des connaissances acquises, la
réglementation a évolué pour renforcer la maitrise de la qualité dans le domaine de

l'eau afin de réduire le risque de légionelloses dans les établissements de sante.

1. LES EAUX DESTINEES A LA CONSOMMATION
HUMAINE

L’eau est un élément indispensable au fonctionnement d’un établissement de
soins. Pour chaque malade, ’hopital consomme en MOYeNnne 1000 litres d’eau par lit
et par jour, soit autant que quatre individus dans ia vie courante. Cette utilisation
n’est pas sans risque car la présence des malades 3 haut risque infectieux
(immunodéprimes, briilés, prématurés, greffés et aplasiques) et la présence d’une

flore microbienne dont ’ean est le vecteur représentent un risque potentiel.
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Ainsi, maitriser la qualite microbiologique de 1’cau est un enjeu important pour

tout établissement de santé.

1.1. Bau froide sanitaire

Toutes les eaux entrées et distribuées dans un établissement relevent de la
responsabilité du directeur de I'établissement. Celui-ci doit en effet garantir et

vérifier sa qualité et notamment sa potabilité dans les différents locaux.

» Comme le précise I’article L.1321-1 du code de la santé publique {63):
", .quiconque offre au public de [’eau en vue de I'alimentation humaine, a titre
onéreux ou a titre gratuit et sous gquelque forme que ce soit, y compris la glace

alimentaire, est tenu de s’assurer que cette eau est propre a la consommation”.

» Des 1975, la circulaire DGS/DH n°429 du 8§ avril 1975 relative aux
problemes d’hygiéne publique dans les établissements hospitaliers porte un intérét
aux problémes d’hygiéne pubhque liés a ’alimentation en eau et notamment sur 1a
qualité de potabilité de I’eau au compteur ainsi que sur la recherche de germes
hospitaliers : "le gestionnaire de ['établissement hospitalier est tent de s assurer que
I'eau d'alimentation a | ‘arrivée a 1'établissement est potable, en faisant procéder 4
des analyses réguliéres ainsi que ['exigent Particle L.19 (L.1321-1) du code de la
santé publique (...). D'qutre part, l'eau d'alimentation distribuée aux malades doit
fuire l'objet & la diligence de I'administration hospitaliére de contréles périodiques.
Ces analyses doivent étre complétées par la recherche des germes de

[’hospitalisme.” (64).

Les régles qui régissent Ja qualité de I'eau a 1’hopital sont béties sur des outils
réglementaires et juridiques : 1a qualité de I’eau destinée a la consommation humaine
est un facteur essentiel de santé publique. 1 est donc indispensable que ’eau livrée a
la consommation ait des caractéristiques qui ne présentent aucun danger pour la
santé. Ces obligations s’appuient actuellement sur des recommandations de
1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) reprises par des directives européennes

transcrites dans le droit national par chaque etat membre,
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» Le décret 89-3 relatif aux eaux destinées a la consommation humaine, a
Pexclusion des eaux iminérales naturelles, modifié par les deécrets 00-330 dul0 avril
1990, 91-257 du 7 mars 1991, 95-365 du 5 avril 1995 et 99-242 du 26 mars 1999
précise "les limites de qualité des eaux destinées a la consommation humaine” €t
Jéfinit dens son article 2 de la section I qu' "au lieu de leur mise & disposition de
'utilisateur, les eaux destinées 4 la consommation humaine doivent satisfaire aux
exigences de qualité"(19). Pour &tre potable, l'eau doit donc répondre a certaines

exigences:

e qualite organoleptique concernant la couleur, I'odeur et la saveur

e qualité physico-chimique concernant la température (inférieure a 25°C),
le pH (entre 6,5 et 9), les concentrations maximales admissibles définies pour
les substances en relation avec la structure naturelle de l'eau et pour les

substances indésirables et toxiques

o qualité microbiologique concernant  les pumérations maximales
admissibles impératives des germes pathogénes (salmonelles, staphylocoques
pathogénes, Pseudomonas aeruginosa, entérovirus) et non pathogénes servant
dindicateurs (coliformes thermotolérants, streptocoques fécaux et spores de
bactéries anaérobies sulfito-réductrices) et concernant des valeurs-guides pour

les bactéries aérobies revivifiables.
De méme, quelques exigences techniques sont signalées:

e Jes matériaux en contact avec 'eau et utilisés dans Jes systémes de
production ou de distribution d'ean (article 7) ne doivent pas étre susceptibles
daltérer la qualité de V'eau

» concernant l'entretien des réseaux intérieurs, les installations de

distribution doivent "pouvoir étre entierement nettoyées, rincées, vidangées et

désinfectées.”
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Enfin, dans larticle 8, un programme d'analyse des schantillons d'eau est
défini:"la vérification de la qualité de leau est assurée, con ormément au
programme d'analyse d'échantillons” et il fixe le type d'analyse et la fréquence

d'échantitionnage (1 9).

» Ce décret a été complété le 31 juillet 1991 par une circulaire relative aux
eaux destinées & 1a consommation humaine (65) apportant des précisions, entre autre,
lors d’une désinfection par 1e chlore. "En distribution, en fonctionnement normal, la
teneur ne devrait pas dépasser 0,1 mg/l en chlore vésiduel. {...) la fréquence
d'analyse peut étre augmentée lorsque celte valeur est dépassée. Pour que la
désinfection au chlore soit efficace, (...) il est nécessaire qu'apres une durée de
contact de l'ordre de quinze minutes, le chlore libre résiduel soit compris entre 0,2 et
0,5 mg/l."

Pour cela, 1établissement doit mettre en place un systeme de surveillance de la
qualité de l'ean qu'il distribue afin de détecter tout écart a la potabilite, notamment en

matiére de pollution microbiologique.

$ Le Ministére de la Santé pose pour la premiére fois, par le biais de la
circulaire du 30 mai 1997 relative a la microbiologie des eaux destinées a la
consommation humaine (66), le probleme de la présence de parasites dans les eaux
destinées a la consommation humaine. Cette circulaire rappelle notamment qu’un
lien entre turbidité et parasites existe mais qu’il n’existe pas, 3 ce jour, d’exigence de
qualité pour la turbidité A la sortie des installations de traitement. En attendant une
modification du décret 80.3 (19), "il est souhaitable que les exploitants des
installations de traitement de 'eau soient particulierement vigilants au Suivi de la
mesure de turbidité et qu ils recherchent les facteurs explicatifs de turbidité
supérieure d 0,5 NTU (Néphélémetric Turbidity Unity)". Ceci a été d'ailleurs repris

dans la directive européenne du 3 novembre 1998.

54



1.2. Eau chaude sanitaire

1'eau chaude sanitaire est produite par accumulation, semi-accumulation ou par
production instantanée, & partir de 'eau du réseau d'eau froide de 1'établissement. Elle
est utilisée pour l'entretien et le nettoyage des locaux hospitaliers, Ihygiéne du

personnel et 1a toilette des patients.

» Elle doit répondre aux critéres de potabilité définis dans le décret 89-3 a
quelques exceptions prés du fait des traitements qu'eile peut subir. En effet pour
lutter contre l'entartrage et la corrosion, divers trajtements sont autorisés. Ils sont a
base de polyphosphates, de silicates, de zinc et sont parfois associés 3 des électrodes
d'aluminium et de magnésium qui peuvent influer sur la qualité de l'eau chaude
sanitaire (Annexe 6: Exigences de la qualité physico-chimique de l'eau chaude

sanitaire traitée) (38):

o latempérature peut étre bien st supérieure a 25°C

o les concentrations supérieures en aluminium (0,5 mg/L), en silicates (10
mg/L) et en phosphates ( 5 mg/L) dues aux adoucissements des eaux chaudes

ganitaires sont tolérées.

» Suite a la survenue d’accidents graves par briilures occasionnées par une
température trop élevée de 1’eau chaude sanitaire et signalée par les circulaires
n°420-TG3 du 28 mai 1974 et n°538-TG3 du 3 juillet 1974 relatives 4 la prévention
des accidents de brilures survenus dans les établissements d’hospitalisation publics,
un arrété d’application de la partie réglementaire du Code de la construction (Titre
IIT) parait le 23 juin 19778. Dans son article 36, il fixe une limitation de la température
des eaux chaudes sanitaires 3 60°C : "La température de ’equ chaude sanitaire ne
doit pas dépasser 60°C au point de puisage. Le cas échéant, & cet effet, un moyen de

réglage doit étre a lq disposition de ['utilisateur”.
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Une directive européenne du 3 novembre 1998 est en cours de transposition en
droit frangais et scra suivie d'une modification du decret 89-3. Les mesures
accompagnant ce nouveau texte devraient porter, entre autres, sur les concentrations
maximales admissibles en métaux (plomb, nickel, arsenic) et sur la responsabilité du
propriétaire du batiment au regard de la qualité de 1’ean non plus au compteur mais

au point d usage.
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2. SURVEILLANCE T PREVENTION DE LA LEGIONELLOSE

2.1. Déclaration et surveillance des 1égionelloses

Afin de détecter les cas groupés, dlorienter les mesures de prévention et
dlestimer l'incidence de cette maladie, la surveillance de la légionellose est mise en

place des 1987 par le biais de la déclaration obligatoire.

% Le décret n°87-1012 du 11 décembre 1987 (22) en ajoutant a la liste des
maladies a déclaration obligatoire la 1égionellose (Annexe n°7: Liste des maladies a
déclaration obligatoire) incite 3 "mieux surveiller les contaminations humaines par
les systémes de climatisation et les tours de refroidissement pour lesquelles il existe
des mesures efficaces d'intervention”. On cherche désormais & suivre 1’évolution de

lincidence de la légionellose, & détecter les cas groupés et 4 orienter les mesures de

prévention.

Pour mieux répondre aux interventions lors de survenue de cas groupes
engendrés par cette nouvelle modalité de surveillance, une mise a jour des
connaissances des médecins inspecteurs et des ingénieurs sanitaires est apparué

nécessaire tout comme la mise en place de protocoles d'intervention.

% Dans cette optique, la circulaire DGS/PGE/1C n°238 du 28 mars 1989
relative 4 la listériose et 3 1a légionellose fait une mise au point des connaissances sur
1a légionellose et décrit les grandes lignes de I’investigation des cas groupés et les
principes de prévention des légionelloses (67).

Devant tout cas de légionellose, une stude descriptive du cas et de son
entourage et la recherche de Legionella dans 'environnement sont demandées.

Des mesures de prévention sont préconisées en ce qui concerne les tours de

cuissellement et les systeémes de distribution d'eau en rappelant les recommandations
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de 'OMS (chloration du réseau et élévation de la température de l'eau 2 50°C aux
points d'usage).
Enfin, elle rappelle les principales missions du Centre National de Référence

(CNR) créé en 1980 et bas¢ & Lyon:

e diagnostic bactériologique et sérologique des légionelles

» identification complete des souches de Legionella pout confirmation et

complément de caractérisation

. identification épidémiologique des souches par les marqueurs appropriés

. conduite et/ou coordination d'enquétes sur le terrain, en lialson avec les

DDASS

. entretien d'une collection bactérienne et d'une sérotheque

» enseignement: stages de formation pratique.

Au cours d'investigations menées sur une vingtaine de foyers de cas groupes
depuis 1987, il est apparu que la circulaire de 1989 nécessitait d'étre détaillée et

complétée (38).

En 1995, un groupe de travail, coordonné par Ja Direction Générale de la Santé
ot le Réseau National de Santé Publique, aujourd'hui Institut de Veille Sanitaire
(InVS), montre une sous-déclaration majeure de 1a légionellose (90% de cas ne sont
pas déclares) ne permettant pas d'obtenir des informations fiables sur la situation
épidémiologique de cette maladie. 1La définition de cas semble obsoléte face aux
nouvelles méthodes de diagnostic et la fiche de déclaration est mal adaptée pour

valider les cas déclarés.
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% Devant ces problémes, des mesures ont été prises et sont exposces dans la
circulaire DGS n°97/311 du 24 avril 1997 relative a la surveillance et 4 la prévention
de 1a légionellose. Elle définit Porganisation de la surveillance de la légionellose,

intervention lors de la déclaration d’un cas et la prévention en ’absence de cas

e Une nouvelle fiche de déclaration des cas de légionelloses est réalisée
(Annexe n°2: Fiche de déclaration d'un cas de légionellose); les sources
d’information sont diversifiées afin d’améliorer le signalement des cas et un
véritable réseau de surveillance est mis en place intégrant a la fois les Comités
de Lutte contre les Infections Nosocomiales, le Centre National de Référence et
les Directions Départementales des Affaires Sanitaires et Sociales (Annexe

n°1: Réseau de surveillance de la iégionellose en France).

e Enfin, au réseau national s'ajoute un réseau européen de surveillance
coordonné par le centre anglais de surveillance des maladies transmissibles
(CDSC): le European Working Group for Legionellosis Infection (EWGLY)
regroupant alors 22 pays. Il permet de surveiller les 1égionelloses acquises lors

de voyage.

e On distingue différentes interventions en fonction du contexte : hopital et
station thermale (personnes a risque), hotels, camping, lieu de travail et
domicile: "une véritable expertise des systémes de production d'eau chaude est
demandée lors de la survenue de cas groupés dans les établissements recevant

des personnes d risques”.

e Concemant la prévention primaire, il n’existe pas de réglementation sur
les sources habituelles de contamination que sont les réseaux d’eau chaude

sanitaire et les tours aéro-réfrigerantes (38).

Un guide complet et détaillé joint 2 cette circulaire définit les démarches a
suivre lors d’une investigation d’un ou plusieurs cas de Jégionellose et donne les
tapes d’une enquéte environnementale et les mesures d’entretien du réseau qui

doivent étre prises (38).
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2.2, Les 1égionelloses nosocomiales

Par décision du conseil d’etat du 30 juillet 1997 (Article 1..3113-1 du Code de
la Santé Publique) (63), la transmission de donnees individuelles a I’autorité sanitaire
devient obligatoire pour certaines maladies, dont la 1égionellose, définies par avis du

Conseil Supérieur d"Hygiene Publique.

Dans le décret n°99-362 du 6 mai 1999 (Art.R11-2 et R11-3 du Code de la
Santé Publique) (63), apparait pour la premiére fois la potion de notification et de
signalement & ’autorité sanitaire des cas de maladies, dont la légioneliose, inscrites
sur la liste des maladies devant faire 1’objet d’une transmission obligatoire de
données individuelles (Art.D11-1) (63) et suf la liste des maladies devant €tre
signalées sans délai (Art.D11-2) (63). Les modalités de transmission a 'autorité
sanitaire de données individuelles sont précisées par le décret n°2001-437 du 16 mai

2001.

Enfin, le principe et les modalités de signalement sont définies dans le decret
1°2001-671 du 26 juillet 2001 (Art.L.6111-4 et ArtR.711-1-11 aR.711-1-14) (63) et
la circulaire du 30 juillet 2001. Les recommandations portent sur les objectifs du
signalement, linformation des patients, le circuit dlinformation et l'évaluation du
dispositif. Le signalement constitue un dispositif complémentaire des enquétes
épidémiologiques et de surveillance. 11 est réalisé a l'aide d'une fiche de signalement
(Annexe n°8: Fiche de signalement d'une infection nosocomiale). [ ne remplace pas
la notification et le signalement des maladies 4 déclaration obligatoire fixé par le

décret 99-362 du 6 mai 1999,

Depuis le 6 mai 1988 (68), la lutte contre les infections nosocomiales
sorganise dans les stablissements de santé au sein du Comité de Lutte contre les
Infections Nosocomiales (CLIN). En 1995 (69) dans le cadre du plan
gouvernemental de lutte contre les infections nosocomiales présenté le 3 novembre
1994, les objectifs et les missions du CLIN sont définis. Selon le décret n°99-1034
du 6 décembre 1999 (ArtR.711-1-1 du Code de la Santé Publique) (63) et la
circulaire n°645 du 29 décembre 2000 relative a l'organisation de la lutte contre les

infections nosocomiales dans les établissements de sante, la surveillance des
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infections nosocomiales doit étre assurée et "les infections suspectes d'étre
directement causées par une SOUrce environnementale (eaw, air, alimentation, par

exemple: légionellose)" doivent faire Pobjet d'une alerte.

Lorsque l'origine de Tinfection inscrite sur la liste des maladies 2 signalement
ou notification obligatoire (Annexe n°7: Liste des maladies a déclaration obligatoire)
est suspectée d'étre nosocomiale, le décret instaurant un signalement des infections
nosocomiales impose en outre que le praticien de I'équipe opérationnelle d'hygiéne

soit informé.

3. L’EAU ET LES LEGIONELLES

Grace 4 de nombreux travaux dans les années 80 (40, 41, 45, 54, 55, 60, 61),
on sait que la contamination par les légionelles se fait par inhalation d’aérosols et le
lien entre qualité de 1’eau et présence de légionelles dans les réseaux est maintenant
établi. Des lieux d'exposition particuliérement a risque sont les établissements
thermaux ou les aérosols sont fréquents et ou la population hébergée est souvent
fragilisée (personnes agées, sujets atteints de maladies chroniques, briés...). C’est
pourquoi, dés 1989, aprés le recensement de plusieurs épidémies, des mesures ont €te
prises pour limiter fe risque de légionelloses dans ces établissements puis dans les

stablissements de santé et les &tablissements recevant du public en 1998.

3.1. Les établissements thermaux

Depuis l'inscription de la légionellose & la liste des maladies a4 déclaration
obligatoire en 1987, les cing premiéres années de déclaration obligatoire ont permis
de recenser une centaine de cas dont l'origine était surtout thermale. En 1989, une

épidémie déclarée 3 Gréoux-les-Bains, station thermale des Alpes de Haute
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Provence, recensait 37 cas dont 2 décés. Les aérosols en grande quantité dans le
vaporarium ont été rapidement incriminés comme source de légionelles et il devenait
alors urgent de prendre des mesures vis-a-vis de ces établissements a risque, l'arrété
et 1a circulaire de 1989 n'apportant pas suffisamment de precisions quant a ce type

d'établissements.

I’eau minérale naturelle est assimilable & un principe thérapeutique dans les
¢tablissements thermaux oul les pratiques induisent la formation d’aérosols en grande
quantité auxquels les curistes et le personnel peuvent étre exposés de maniére

prolongee.

% Du fait de ’évolution des informations sur la qualité de P'eau dans ces
établissements, de I’amélioration des connaissances concernant ces installations et
puisque ces établissements sont un lieu d'exposition particuliérement & risque, un
arrété et une circulaire relatifs & la qualité des eaux minérales naturelies dans les
stablissements thermaux sont parus dés 1992 (70) abrogeant ceux de 1989.

Is fixaient 4 10 UFC/L la valeur de référence & partir de laquelle un suivi
attentif s’imposait et & 10° UFC/L celle & partir de laquelle des mesures de lutte et de
prévention étaient déclenchées sur les lieux de production d’aérosols.

En raison du mode de contamination par Legionella, ils demandaient a ce que

soit assurée prioritairement la qualité des eaux alimentant les aérosols.

Cette circulaire était contemporaine d'un guide des 100 recommandations pour
Ja surveillance et la prévention des infections nosocomiales en juin 1992 (repris en
1999). Un guide de bonnes pratiques sanitaires dans les établissements thermaux est
également paru en juin 1995. L’objectif de ces guides était d’aider les personnes
responsables de réseaux a mettre en place les mesures souhaitées par la
réglementation. Il y est signalé que "les risques associés @ la contamination de tout
ou partie du réseau par les légionelles seront évalués, notamment au niveau de

distribution de ’eau chaude” (71).
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Plusieurs incidents survenus dans des établissements thermaux, le bilan des
contrdles réglementaires révélant dans certains endroits une situation préoccupante
au plan de la qualité microbiologique de l’eau, I’évolution des connaissances
scientifiques et les nouvelles exigences en maticre de sécurité sanitaire ont amené les
instances sanitaires & actualiser les dispositions de la circulaire de 1992 relative & la

qualité des eaux dans les établissements thermaux.

» Ainsi, la circulaire DGS/VS4 n°2000-336 et llarrété du 19/06/2000 donnent
des précisions sur les germes & prendre en compte, sur les critéres de qualité de Peau
& la source et aux points d’usage, sur les plans de surveillance et la périodicité des
contrdles de la qualité de 1’eau, sur le type de traitement et les régles de maintenance

4 appliquer en fonction de la nature des matérianx des canalisations (72).

La présence de légionelles dans un établissement thermal n’est plus admissible

en raison :

e de leur caractére pathogéne responsable de pneumopathies

e de la gravité de la maladie qu’elles provoquent, voire de la létalité

rencontrée dans certains cas

e des particularités de la population fréquentant ce type d’établissement

(personnes fragilisées)

e de la capacité des légionelles a se multiplier en milieu chaud et humide,

ce qui est généralement le cas dans les établissements thermaux

« de la nature des pratiques thermales favorisant la création d’arosols,

vecteurs de contact avec les muqueuses

o de la difficulté a éliminer cette bactérie lorsqu’elle colonise des réseaux

ou d’autres installations.
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Selon I'arrété, les préiévements en vue des analyses de surveillance pour les
stablissements thermaux sont & effectuer & I’cmergence et aux points d’usage, a une
fréquence variant selon la durée d’ouverture de 1’établissement. Pour les points
d’émergence et les points d’usage, la norme correspond & un seuil inférieur & 50
UFC/L (seni} de détection de la méthode normalisée) (39).

Enfin la circulaire fait état des "amibes libres revivifiables a 30°C dans les
eaux bien que non directement pathogénes pour I'homme, (qui) ne devraient pas étre
présentes en raison de la capacité de ces amibes a jouer le réle de vecteur des
légionelles” et souhaite aussi qu’une recherche des entérovirus dans les eaux

thermales soit envisagée. ]

Aprés avoir fixé la réglementation pour les établissements thermaux, il a fallu
élargir ces mesures et ces recommandations aux autres établissements a risque:
stablissements de santé et établissements recevant du public (hotels, camping et

immeubles du secteur tertiaire).

32 Les établissements de santé et ceux recevant du public

Comme le signalait déja la circulaire de 1989 relative a la listériose et a la
légionellose (67), "Il n'existe actuellement aucune norme sur une concentration
minimale admissible de Legionella dans les réseaux d'eau de distribution d'eau. Il
apparait actuellement qu'en dessous d'une concentration de 1000 UFC/L, le risque
d'apparition de cas de légionellose est irés faible voire nul. En fait, le risque varie en
fonction de l'état immunitaire des personnes exposées et de la densité de la durée

d'exposition aux aérosols contaminés.”

La survenue en 1997 et 1998 de plusieurs épisodes de cas groupés de
Jégionellose communautaire ou nosocomiale démontre & 1’évidence que les
recommandations datant de 1989 sont insuffisamment connues par les responsables

des établissements concernes.
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» Dwaprés la circulaire DGS n°98/771 du 31 décembre 1998: "Une
contamination méme faible (au niveau du seuil de détection par exemple) par des
légionelles aux points d'usage peut constituer un danger sanitaire, particuliérement
pour les sujets présentant des facteurs de risque(...) ". Elle précise les préconisations
concernant la gestion du risque de prolifération des légionelles dans les réseaux et les
systémes de traitement d’eau. Elle encourage la réalisation d’inventaires des
installations a risque et la diffusion des conseils d’entretien de ces installations (73).

1l est demandé, a Particle 2, la mise en ceuvre de "la surveillance de la
contamination des réseaux par la recherche de légionelles sur des prélévements
effectués dans les réservoirs, ballons de stockage, installations a risque ainsi qu'aux
points d'usage. La périodicité et le choix des sites de prélévements ne peuvent étre
définis une fois pour toutes. lls dépendent en effet des résultats observés, de l'usage
qui est fait des installations, de la maniére dont les patients risquent d’étre exposés
et des facteurs de risque de ces patients, ainsi que des difficultés éventuellement
rencontrées pour traiter les épisodes de contamination. Ces prélévements doivent
étre effectués au moins une fois par an dans tous les réservoirs, ballons d’eau et
installations & risque, ainsi qu’au niveau de 2 points d’usage par tranche de 100 lits

( et au minimum 10 points d ‘usage pour les établissements de moins de 500 lits)."

Concernant les établissements recevant du public et les installations a risque, il
est recommandé d’évaluer au moins une fois par an la présence de legionelles et plus

souvent en cas de contrdles positifs (73).

Afin d'apporter des précisions sur les seuils minimum admissibles de
Legionella dans les réseaux des établissements de santé en distinguant les sujets "a

risque” des autres, une nouvelle circulaire devrait paraitre prochainement.
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3.3. Les tours aéro-réfrigérantes

Ces installations particuliérement 2 risque, ont été incriminées comme source
de 1égionelles dés les premicres épidémies. Pour les tours aéro-réfrigérantes les plus
puissantes (puissance supérieure & 50 kWatts), leur activité libérant des panaches en
font des installations classées pour la protection de J'environnement (ICPE) soumises

a une réglementation spécifique.

% La circulaire du 23 avril 1999 et larrété préfectoral de Paris du 27 avril
1999 ont pour champ d’application les "installations de réfrigération ou compression
relevant de la nomenclature des installations classées pour la Protection de
I’Environnement et disposant d’un systéme de refroidissement dont 1'évacuation de
Iy chaleur vers l'extérieur se fait par pulvérisation d’eau dans un flux d’air (tour

aéro-réfrigérante, condenseur évaporatif) ". (74, 75)
Au travers de ces textes, il ’agit de répondre & deux objectifs:

e éviter la propagation dans 1’environnement d’aérosols pouvant présenter

un risque microbien (Legionella notamment)

o veiller 4 ce que les circuits d’eau ne soient pas propices a la prolifération

de Legionella.

[’entretien et la maintenance de ces installations sont alors définies et des
prélévements et analyses microbiologiques sont demandés avec une définition du

seuil de concentration en légionelles détectees :

o arrét immeédiat des systémes de refroidissement si des concentrations en

jégionelles supéricures ou egales a 10° UFC par litre sont détectées

e mesures nécessaires 4 prendre si des concentrations en légionelles
supérieures ou €gales a 10° UFC par litre mais inférieures a 10° UFC par litre

sont détectées.
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Enfin des mesures de conception, d’implantation de nouveaux systémes et de

maintenance des installations sont donnees dans le guide "Legionella et tours aéro-

réfrigérantes” de juin 2001 (76).
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ETUDE MENE E SUR DIFFERENTS
ETABLISSEMENTS DE SANTE

DE LA REGION SUD-OUEST
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Dans un tel contexte, il nous paraissait intéressant de mener une investigation
sur des échantillons d’eau chaude sanitaire dans differents établissements de santé de
Ja région Sud-Ouest afin  étudier la variabilité physique, chimique et
microbiologique de la qualité de l'eau des réseaux des établissements de santé et
montrer que cette qualité pouvait conditionner la prolifération des 1égionelles a

P’intérieur de ces réseaux.

Cette étude devait nous aider & optimiser les mesures préventives lourdes
imposées par un cadre réglementaire exigeant pour contenir la contamination a un
niveau le plus bas possible et ainsi améliorer la gestion du risque épidémique de

1égionellose nosocomiale.

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Matériel

L'enquéte portant sur la qualité de ’eau des stablissements de santé a éte
céalisée de février a juin 2001 sur le CHU de Bordeaux comprenant les sites
Pellegrin, Haut-Lévéque, Xavier-Arnozan, Saint André, le Cenire Jean Abadie,
Lormont et différents hopitaux, cliniques et maisons de retraite médicalisées de la

région Sud-Ouest.

Les prélévements ont ¢t€ effectués en tenant compte de la répartition et de la
fréquentation du point d’eau, notamment en choisissant préférenticllement les
services hébergeant des patients a risque, les zones d’aérosolisations fréquentes
(douches comimunes, lavabos servant & la toilette des patients, units d’odontologie) et

en suivant les recommandations de la réglementation (9).
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Des prélévements d’eau de un litre sur thiosulfate de sodium (neutralisant des
dérivés chiorés) pour la recherche de légionelles ont été effectués dans le cadre de la

surveillance systématique afin de répondre a la réglementation (39, 73).

Parallélement 3 ces échantillons, nous avons préleve dans des flacons stériles
un litre supplémentaire par point surveille pour la recherche d’amibes libres et 300

ml pour I’analyse chimique.

L’enquéte ne portait que sur les prélévements de surveillance systématique
d’eau chaude sanitaire et non sur les conirdles faisant suite a une désinfection du
systeme.

Toutes les analyses étaient effectuées dans les 12 heures suivant le

prélévement.

1.2. Méthodes

1.2.1. Recherche de 1égionelles

La recherche de légionelles dans I’eau a été réalisée selon la norme AFNOR
NT 90-431 par une technique de culture sur milieu spécial BCYEa (39) apres avoir

filtré les échantillons d'un litre d'eau sur une membrane de polycarbonate de 0,45 pm

de porosité et de 47 mm de diamétre.

La croissance sur le milieu de culture était relativement lente, de 3 a 10 jours

selon les espéces.

Le résultat était exprimé en Unité Formant Colonie par litre (UFC/L) et la

Jimite de détection de la technique était de 50 UFC/L.
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1.2.2. Recherche d’amibes

Les échantillons d’eau d’un litre ont &té concentrés par filtration sur des
membranes en acétate de cellulose de 1,2 pm de porosité et de 47 mm de diametre.
La filtration a été réalisée en contrdlant Je vide qui ne devait pas excéder 20 millibars
pour la survie des amibes. Les membranes étaient ensuite retournées et déposées sur
une gélose non nutritive a 1,5% d’agar dont la surface avait été préalablement
recouverte d’ Escherichia coli étalés au rateau obtenus & partir d’une culture en nappe
aprés 18 heures &’incubation & 37°C. Ces colonies & Escherichia coli servaient de
substrat aux amibes.

Les boites de Pétri, scellées au parafilm, étaient mise 2 incuber 15 jours & 37°C
et examinées quotidiennement.

Les résultats étaient exprimés en presence ou absence d'amibes libres.

Macroscopiquement, nous avons observé une plage de lyse entre 1 et 7 jours

caractérisant la migration des amibes sur la gélose (photographie n°3).

o

Photographie n°5: Mise en évidence d'amibes libres par observation
de leur migration au bout de 5 jours sur une gélose recouverte
d'Escherichia coli

1- membrane (1/4) de filtration déposée A I'envers sur la gélose

2- plage de lyse signant la migration des amibes libres sur 1a gélose

3- gélose recouverte d'Escherichia coli
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la présence damibes libres était confirmée par une
observation des amibes sous forme de kystes (photographie n°6
page 69) et de trophozoites (photographie n°7 page 69) au
microscope optique a immersion (grossissement x1000). La
mobilité des trophoizoites était observee entre lame et lamelle au

microscope optique & immersion (grossissement x1000).

1.2.3. Analyse physico-chimique de I’eau

La température, la concentration en chiore libre et la concentration en chlore
total ont été mesurées rapidement aprés le prelevement par le service d’Hygiéne
Hospitaliére pour les prélévements du CHU de Bordeaux et par le Laboratoire

Hydrologie-Environnement de 'Université Bordeaux Il pour les autres prélévements.

Les mesures de pH, de dureté et de conductivité ont été réalisées par le

Laboratoire Hydrologie-Environnement pour tous les prélévements.

1.2.4. Analyse statistique

Les données ont été saisies a l'aide du logiciel Excel 97.
Toutes les analyses ont été réalisées a I’aide du logiciel STATA version 7 pour

Windows.

La description des variables nous a permis de vérifier la distribution de nos
données et de repérer les valeurs manquantes. Elle nous a notamment permis
d’observer la faible variabilité du chlore libre et du chlore total mesurés et nous

n’avons donc pas tenu compte de ces deux variables pour ’analyse.

L’analyse univariée nous a permis d'étudier I'association entre chaque variable

indépendante et la variable dépendante "légionelles” définie:
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o soit selon le seuil de détection (strictement inférieure ou supérieure ou
égale & 50 UFC/L). L'association entre cette variable dépendante binaire
LEGIO et les différentes variables explicatives était alors testée par une

régression logistique simple.

e soit comme variable dépendante quantitative continue, LOGLEGIO,
codant pour la concentration en légionelles transformée en logip pour se
rapprocher des conditions de normalité. Son association avec les différentes

variables explicatives était testée par l'analyse de variance (test F de Fisher).

Cette analyse univariée nous a aidés dans le choix du codage pour les variables
indépendantes et dans la sélection des variables utiles pour Panalyse multivarice en

prenant un seuil conservateur p<0,25.

Puisque les établissements preleves étaient différents du point de vie de la
qualité¢ de leur résean de distribution d’eau (dge, matériau, taille et maintenance
différents), nous avons fait l'hypothése de l'existence d’une corrélation intra-
établissement qui nécessitait une méthode d’analyse statistique adaptiée. La méthode
que nous avons choisie pour tenir compte de cette éventuelle corrélation intra-

&tablissement était celle des modeles a effet aléatoire.

2. RESULTATS

2.1, Description des données

Sur les 10 établissements de santé de la région Sud-Ouest prélevés, nous avons
effectué 106 prélévements & raison de 3 4 23 prélévements par établissement.

Les prélévements ont pu étre realises au niveau de quatre types de point de
prélévement du réseau de distribution : ballon de stockage (31,2%), tour aéro-

réfrigérante (9,4%), douche (34,9%) et robinet (24,5%) (Annexe n°9, tableau n°1).

74



Sur les 106 prélévements effectués, 67 (63,2%) avaient une concentration en
légionelles supérieure ou égale a 50 UFC/L, répartis de la fagon suivante: 24
(35,8%) prélévements entre 50 et 10° URC/L, 34 (50,7%) entre 10” et 10° UFC/L et 9
(13,5%) au-dela de 10° UFC/L.

Nous avons pu détecter la présence d’amibes dans 68,9% des prélevements et
dans 86,6% des prélévements dont la concentration en légionelles était supérieure ou

égale 4 50 UFC/L (Annexe n°9, tableau n°2).

Pour 80,6% des prélévements dont la concentration était supérieure ou égale a
50 UFC/L, la température était inférieure a 50°C et pour 41,8% la conductivité €tait

supérieure 4 500 pS/cm (Annexe n°9, tableau n°2).

Pour les prélévements dont la concentration en légionelles était détectable, la
dureté était en moyenne de 12,4°F et la conductivité de 708 uS/cm et lorsque les
concentrations étaient non détectables, la moyenne de la dureté observée était de
8,6°F et la conductivité de 610 pS/cm (Annexe n°9, tableau n°3). Aucune légionelle

et aucune amibe n’a été détectée pour une température supérieure a 58,8°C.

2.2. Analyses

Deux analyses univariées ont été réalisées : 'une sur 106 données en étudiant
les concentrations en légionelles détectables ou non, l’autre sur 67 données en
studiant les concentrations en légionelles détectées et prises en continue. Elles nous

ont aidés a choisir le codage des variables explicatives (Annexe n°9, tableau n°4).

Enfin, ces analyses univariées nous ont permis de sélectionner les variables 4

inclure dans chaque modéle final selon le critére de sélection p<0,25.
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2.2.1. Régression logistique

D'aprés l'analyse univariée, les variables explicatives retenues pour le modéele
complet de régression logistique étaient la température, la présence d'amibes, la

dureté et 1la conductivite.

Une stratégie pas a pas descendante a oté réalisée 2 partir de ce modele
complet. Le modéle final obtenu n'incluait comme variables explicatives que la

dureté et la présence d'amibes (Annexe n°9, tableau n°5).

Lieffet "établissement” a été testé dans le modéle final. Le test du rapport de
vraisemblance entre le modéle de régression logistique a effet aléatoire et le modele
de régression sans effet aléatoire, ajusté sur les autres variables, nous a montré que la

corrélation intra-établissement était significative (p<5.10").

D’aprés 1'estimation de 1’Odds Ratio (OR) associé & la présence d’amibes
(OR =™ =16,29) et ajusté sur la dureté, le risque de détecter la présence de
1égionelles est significativement plus élevé en présence d’amibes (p<10".

D’aprés estimation de ’OR associé & la dureté (OR = e™¥ =1,16) et ajusté
sur la présence d’amibes, le risque de détecter la présence de légionelles est
significativement plus élevé lorsque la dureté augmente d’une unité (p = 0,031). Pour
une augmentation de 10°F, Iestimation de 'OR est alors de 4,4. Sachant que la
moyenne de la dureté est de 11°F [9,9 ~ 12,1}, un écart de 10°F justifie par
’adoucissement ou non du réseau ou d’une partie du réseau augmente nettement le

risque d’avoir des légionelles au-dela du seuil de détection.

2.2.2. Régression lin€aire

D'aprés I'analyse univariée, les variables explicatives retenues pour le modele
complet de régression linéaire étaient le point de prélévement, la température, la

dureté et le pH.
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Aprés une stratégie pas a pas descendante, le modéle final obtenu n'incluait
comme variables explicatives que le type de point de prélévement, la température et

le pH.

I 'effet "établissement” a été testé dans le modele final. La variance de l'effet
aléatoire tendant vers la valeur nulle et les vraisemblances des modéles a effets fixes
et 3 effets aléatoires étant identiques, aucune corrélation intra-établissement n'a été
mise en évidence. Nous avons donc retenu le modele de régression linéaire simple

(Annexe n°9, tableau n°6).

Les ballons, représentant la classe de référence pour la variable POINT, sont
les points de préiévements les plus fréquemment contamings par les légionelles,
suivis des robinets, seul point de prélévement significativement associé a la présence

de légionelles (p = 0,008).

L’estimation du coefficient de la variable pH (1,089) indique que le logio
moyen de la concentration en légionelles augmente significativement (p = 0,026}
avec le pH aprés ajustement sur le point de prélévement et la temperature et sachant

que la concentration en légionelles est détectable.

L’estimation du coefficient de la variable Température TP1 (-0,949) indique
que le logyy moyen de la concentration en légionelles diminue significativement (p =
0,012) lorsque la temperature est supérieure ou égale a 50°C aprés ajustement sur le
point de prélévement et la dureté et sachant que la concentration en légionelles est

détectable.

3. DISCUSSION

Les facteurs connus influengant la contamination des réseaux d’eau par les
iégionelles sont donc nombreux : la température (30, 45), la présence d’amibes (14,

40, 41), les dépdts organiques et minéraux (43) et le biofilm (17, 18, 48). Ainsi, dans
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la continuité de ces études, nous nous SOMMES intéressés a des associations possibles
entre Ja prolifération des Jégionelles dans l'eau chaude sanitaire et les caractéristiques

physico-chimiques et parasitologique de l'eau dans les établissements de santg,

Dans un premier temps, nous avons pu montrer une association significative
entre la concentration en 1égionelles détectable et la dureté (p = 0,031) et la présence
d’amibes (p<10“4).

Secondairement, nous avons pu montrer une association significative entre la
prolifération des légionelles et le pH (p = 0,026), la température (p = 0,012) et le
prélévement d'un robinet (p = 0,008).

Comme plusieurs auteurs (18, 20, 30, 45, 48, 53, 77), nous avons pu confirmer
une association significative entre la concentration en légionelles détectable et les
amibes et entre la prolifération des légionelles et la température,

De plus, cetie étude nous a permis de démontrer 1’association entre les
concentrations en Iégionelles détectables et la dureté ainsi que Passociation entre la
prolifération des légionelles, le pH et le point de prélévement ce qui, a notre

connaissance, n’avait pas encore été démontré (48).

Alors que notre étude a 6té réalisée dans des régions ot I’eau fournie par les
réseaux de distribution semble étre exempte d’amibes au point d’émergence, nous
avons mis en évidence une forte présence d’amibes dans les différents établissements
ce qui est en faveur d’une contamination tout au long du réseau non hermetique aux

polluants de I’environnement.

Les ballons de stockage de 1’eau apparaissent comme les points du réseau les
plus & risque dans la contamination par les légionelles. Lorsque la température
maintenue dans ces ballons est insuffisamment élevée, les conditions nécessaires a la
prolifération des légionelles sont remplies & savoir la stagnation de ’eau chaude et le
dépét important du biofilm. Le risque de prolifération des légionelles, méme s’il est
plus faible, est associé significativement aux robinets (p = 0,008). Une définition plus
fine des points de prélevements (leur fréquence d’utilisation et le type de robinetterie

par exemple) aurait pu apporter des informations complémentaires vis-a-vis de la
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multiplication in situ des 1égionelles mais ces criteres n'ont pas été évalués pour
chaque point.

D’autre part, les tours aéro-réfrigérantes connues pour &tre un facteur de
développement des légionelles apparaissent dans ’étude comme moins souvent
colonisées : depuis la publication de la circulaire du 23 avril 1999 et de l'arrété
préfectoral de la ville de Paris du 27 avril 1999 (74), des efforts sur l'entretien de ces

tours semblent faits et les résultats tendent & s'améliorer.

Le faible effectif dans certains établissements a entrainé une perte de puissance
importante dans I’analyse de nos résultats et nous a contraints & regrouper des classes
de certaines variables explicatives entrainant une perte d’information. La littérature
nous aurait plutdt incités a considérer la température en trois classes (< 20°C de 20
3 50°C et >= 50°C) mais compte tenu du faible nombre d’échantillons ayant une
température inférieure & 20°C, nous avons regroupé les deux premieres classes. Nous
n'avons donc pas pu montrer que pour des températures inférieures a 20°C, les

concentrations en légionelles augmentent mais de facon moins importante qu'entre
20 et 50°C.

Le seuil de détection des légionelles de 50 UFC/L est une limite analytique
incontournable qu’il nous a fallu prendre en compte en sachant qu’un prélévement
dont Ia concentration est inférieure a 50 UFC/L n’est pas forcément exempt de
légionelles. Les concentrations inférieures & ce seuil n’ont donc pas pu étre prises en

compte dans I’analyse linéaire.

Au niveau du prélévement, il nous a été impossible de prélever réellement les
points périphériques (douches et robinets) au premier jet matinal puisqu’au moment

du prélévement, les points avaient été utilisés quelques heures avant.

Enfin, il aurait été interessant pour ’analyse d’avoir une définition plus

approfondie des réseaux de distribution d’eau des différents établissements (age,
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taille, composition des matériaux). Grice A des modéles a effet aléatoire, nous avons
pu tout de méme prendre en compte cette corrélation intra-établissement supposée et
elle est apparue significative Jorsque la concentration en iégionelles était analysée
globalement en détectable/non détectable. Mais lorsque 'on a voulu affiner 1’analyse
en étudiant les variations de concentration au-dela du seuil, I’effet "établissement” ne
jouait plus. Nous avons constaté que les petits établissements avec un réseau de
distribution homogéne et peu étendu avaient une présence de légionelles moindre et
donc une qualité de I’eau plutdt bien maitrisée. Pour les grands établissernents, le
réseau de taille importante est hétérogene quant 3 la nature des matériaux, au niveau
d'entartrage,  la présence de biofilm, au traitement de l'eau et & I'ancienneté des
réseaux ce qui rend difficile la maitrise de la qualité de ’eau chaude sanitaire du
point de production a tous les points d’usage. Les concentrations en légionelles

varient alors d’un point & l’autre et I"effet "établissement” n’intervient plus.
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LA MAITRISE DU RISQUE
"LEGIONELLES" DANS LES

ETABLISSEMENTS DE SANTE
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Depuis la premiere description des légionelles en 1977 par Mac Dade (2) et
devant le nombre croissant de cas de légionelloses déclarés ces vingt derniéres
années, de nombreuses €tudes ont &té réalisées concernant les légionelles et plus
particuliérement les facteurs favorisants leur présence au sein de réseaux de
distribution d’eau afin d’orienter les mesures 4 prendre pour diminuer le risque de

iégionellose.

Divers liens entre la présence de légionelles dans l'eau et la qualité physico-
chimique et microbiologique de I'eau ont été démontrés.

L’association entre la présence de légionelles et la température de I’eau entre
30 et 45°C a été démontrée et confirmée de nombreuses fois (6, 37, 44, 45, 48). En
1985, Groothuis montre qu'au-dela de 60°C, les légionelles sont totalement
éradiquées.

La relation entre les amibes libres et les légionelies a été prouvee par de
nombreuses études. Depuis la premiére épidémie en 1976 (1), les tours aéro-
réfrigérantes, souvent incriminées comme source de Legionella pneumophila, étaient
aussi connues comme sources d’amibes libres. Dés 1980, Rowbotham étudie alors la
relation entre amibes libres et 1égionelles et observe 1a survie de certaines espéces de
légionelles a lintérieur des protozoaires. En 1982, Tyndall, en co-cultivant
Legionella pneumophila et des amibes libres, montre 1’existence d’une symbiose
réelle enire ces micro-organismes. Depuis, Rowbotham, Tyndall, Nahapetian,
Breiman et bien d’autres (14, 15, 37, 41, 46, 50, 51, 77, 78, 79) ont confirme et
studié cette symbiose o les amibes libres et d’autres protozoaires peuvent étre des
vecteurs et des réservoirs de légionelles. Ces parasites, en hébergeant les légionelles,
leur permettent de survivre a I’abri de conditions défavorables, Par le biais de notre
étude, nous avons pu confirmer ce résultat puisque le risque d’avoir une
concentration en légionelles supérieure ou égale a 50 UFC/L apparait
significativement plus éleve en présence d’amibes (p<1 0.

Nous avons pu aussi montrer que la dureté semblait avoir une influence sur la
présence de Iégionelles puisque le risque d’avoir une concentration en légionelles
supérieure ou égale a 50 UFC/L apparait significativement plus élevé lorsque la

dureté augmente d’une unité (p = 0,031). Une augmentation de 10°F justifiée par
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1’adoucissement ou non du réseau ou d’une partie du réseau augmente nettement le
risque d’avoir des légionelles au-dela du seuil de détection.

D'autre part, certains de ces facteurs favorisant la présence ou la prolifération
des 1égionelles sont intimement liés. Par exemple, le chauffage d'une eau dure en
précipitant les catbonates de calcium et de magnésium présents dans I'eau favorise le

dépdt de tartre & l'intérieur des canalisations et facilite ainsi la formation d'un biofilm.

La maitrise du risque de légionelles dans I'eau passe donc par la maitrise de la

qualité de l'eau distribuée et donc par la maitrise des réseaux de distribution.

Les établissements de sante sont des sites trés particuliers ou le risque de
jégionelles est plus difficile 4 maitriser : leur dimension et les malades qu’ils
hébergent font de leurs réseaux un lieu ou le risque d’acquisition d’une 1égionellose
est important.

L’hopital est un gros consommateur d’eau ce qui augmente le risque de mettre
en contact un patient avec une eau contaminée. La taille de ces batiments et de leurs
réseaux rend difficile la maitrise de la qualité de l'ean.

En effet, la température de I'eau chaude peut varier de fagon importante d’un
point & Iautre du réseau et, en un point, d’une période a 1’autre. Il est donc difficile
d’assurer une température constante du point de production a tous les points d’usage
et ceci d’autant plus que le réseau est complexe, notamment lorsqu'il comprend des
bras morts difficiles & atteindre par les différents traitements de I’eau.

Ces bras morts, plus fréquents dans les réseaux complexes des établissements
de santé comparés aux hotels ou aux immeubles de plus petite taille, sont le siege
d'une circulation difficile voire d’une stagnation de ’eau formant des niches
propices & la multiplication des micro-organismes comme les légionelles. Des
variations brutales de pression, Pérosion ou Varrachage du biofilm contribuent
également a la contamination de I’eau distribuée (16).

I'hétérogénéité de 'ancienneté, de la composition des matériaux et de 'état de
ces réseaux rend plus difficile la mise en ceuvre des traitements préventifs ou
correctifs nécessaires au maintien de la qualité de l'eau et non sans risque vis-a-vis du

réseau qu'ils peuvent corroder davantage s'ils ne sont pas appropries.
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Par ailleurs, la présence trés fréquente d’amibes, la température insuffisante
dans les ballons de stockage et surtout aux points d’usage, la dureté de I’eau tres
glevée dans certaines régions, la résistance de certains micro-organismes aux agents
désinfectants de ’eau, 'existence d'un biofilm et la présence non négligeable de bras
morts dans les réseaux de grande taille font de ces réscaux un écosystéme particulier

et trés favorable au développement et a la prolifération des légionelles.

Enfin, une autre particularité des établissements de santé¢ les distinguant des
autres installations exposant un public tout-venant a un risque collectif est la
population humaine fragile qu’ils hébergent puisque ces sujets, dont les défenses sont

parfois gravement compromises, présentent des facteurs de risque individuels.

Dans une démarche de qualité de soins, nous devons maitriser au mieux le
risque infectieux hydrique par le maintien de la qualité de I’eau, enjeu permanent
pour les établissements de santé. Pour nous aider dans cette démarche, nous avons a
notre disposition un cadre réglementaire complet que ce soit & propos de la qualité de
I’eau elle-méme (19) ou des risques qu’elle peut véhiculer (38, 70, 73), accompagné
d’un ensemble de recommandations qui nous aident & mettre en place des mesures de
prévention et d’action (26, 29, 71, 80, 81). L’évolution du dispositif législatif tend
actuellement vers une sécurité toujours accrue pour I'utilisateur et le domaine de
1’eau est au cceur de cette préoccupation de sécurité sanitaire (26). Mais leur mise en
application reste difficile lorsque nous devons prendre en compte a la fois la qualité
de I’eau, la qualité des installations existantes, les particularités des Services

hébergeant les malades et aussi le colit important de toutes ces mesures.

Avant tout, la qualité des matériaux constituant un systéme de distribution
d’eau est primordiale puisqu'elle est totalement liée a la qualité de 1’eau véhiculée
« Une installation de distribution d’eau froide, de production et de distribution d'eau
chaude sanitaire, doit étre réalisée en prenant un certain nombre de précautions
sans lesquelles Deau véhiculée risque de se voir altérée» (81). Pour cela, les

matériaux utilisés doivent répondre & une conformité sanitaire selon article 7 du
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décret 89-3 et la circulaire du 27 avril 2000 (82) et définie dans Iarrété du 29 mai
1997 modifié (83). Nous avons & notre disposition :

e la fonte ancienne (réseau ancien)

o la fonte ductile (réseau récent)

o I’acier galvanisé (acier recouvert d'une couche de zinc)

e lecuivre

e l’acier inoxydable

e les matiéres plastiques telles que le polyéthyléne, le polychlorure de

vinyle et le polypropyléne.

L'acier galvanisé, par son faible cofit, est largement répandu dans les
canalisations de nos établissements de santé. Malheureusement, son domaine
d'utilisation est lié & la composition de l'eau et a ses caractéristiques physico-
chimiques (81). L'acier galvanisé n'est plus protégé de la corrosion dés que la
température de I'eau est supérieure 3 60°C car & cette température les produits de
corrosion du zinc qui ont réagi avec l'eau &t ses constituants sont solubles et ne
procurent pas la protection constatée lorsque la température est inférieure & 50°C.
Pour éviter cet effet de "sable" dans les canalisations (10, 11), un filmogene doit étre
ajouté dans le réseau d'eau chaude sanitaire.

Au contraire, le cuivre, dont le colit est nettement plus éleve, a un excellent
comportement vis-a-vis de la qualité de 1'eau et de ses traitements physiques et
chimiques . Certains auteurs montrent d’ailleurs que la présence de cuivre dans un
réseau d’eau limite la formation d’un biofiim.

[es matériaux doivent donc étre choisis en fonction des caractéristiques de
’eau disponible: par exemple, en présence d'une eau dure susceptible d’étre
adoucie, un réseau de distribution d'eau sera plus facile & gérer s'il est composé de
cuivre, d'acier inoxydable ou de polyméres par rapport 4 I’acier galvanisé qui
demande une maitrise parfaite des traitements anticorrosion (81).

Enfin, nous devons tenir compte de fa compatibilité des différents matériaux
entre eux : "La juxtaposition de matériaux de nature différente ne doit en aucun cas
modifier les qualités de ['eau, ni entrainer notamment 'apparition de phénoménes

de corrosion” (81). La mise en présence de cuivre en amont d’acier galvanis¢ est
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interdit, tout comme la présence de cuivre dans la boucle de circuits collectifs d’eau

chaude sanitaire.

La conception architecturale adéquate du réseau est, elle aussi, indispensable
au maintien de la qualité de ’eau.

[e réseau ne doit pas comporter de bras morts qui favorisent la prolifération de
micro-organismes par stagnation de I’eau et qui empéchent les traitements chimiques
ou thermiques d’atteindre ces points contaminés., Lorsqu'ils existent, ils constituent
alors un véritable réservoir de micro-organismes relarguant réguliérement
suffisamment de germes ou de parasites pour permettre une contamination
permanente et non controlable du réseau de distribution d’eau. La circulaire du 31
décembre 1998 (73) recommande d'ailleurs d'établir les plans des réseaux afin de
rechercher puis d’éliminer tous les bras morts existants.

La présence de clapets anti-retour sur le réseau est impérative pour éviter une
pollution de P'eau en cas de dépression sur le réseau public et pour séparer l'eau
traitée de l'eau non traitée sur le réseau intérieur. Enfin, les installations de
production et de distribution d'eau chaude sanitaire collectives sont en général

bouclées assurant une circulation continue de I'eau.

La conception des équipements est, elle aussi, importante. Le dimensionnement
correct d'un ballon de production d'eau chaude sanitaire doit permetire un débit
suffisant de l'eau dans les réseaux. Il semblerait d’ailleurs qu'une production
instantanée d'eau chaude sanitaire par échangeur & plaques est & privilégier lorsque le
choix est possible car il évite la stagnation d'eau & une termperature élevée comme

c'est le cas dans ces ballons (81).

Aprés avoir pris en compte ces éléments de conception des réseaux, le choix
des traitements curatifs et préventifs dont on connait V'efficacité peut &étre fait.
Le détartrage et la désinfection de certaines parties du réseau, réalisés pour éliminer
Jes biofilms, sont & Iorigine de mangeuvres souvent difficiles. Dans ce cas, la qualité
dépend des choix initiaux, de la qualité des matériaux mais aussi d’un équilibre

acido-basique et minéral de I’eau pour éviter que celle-ci n’agresse ou n’entartre trop
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rapidement les canalisations. Pour e réseau, la qualité procéde avant tout de choix et

de mesures techniques adaptés (26):

3 L'adoucissement est un systéme de lutte antitartre qui s'effectue par résine
échangeuse de cations tout en tenant compte de la dureté et de la concentration
en sodium inférieure 4 150 mg/L (81). Comme nous I’avons montré dans notre
étude, il semble qu’il y ait un lien entre la présence de légionelles dans un
réseau et la dureté de l’eau. Adnsi, un tel ftraitement pourrait €tre
particuli¢rement intéressant lorsqu’il s’agit d’un réseau de distribution d'eau
chaude sanitaire nouvellement congu. Le tartre n’étant pas -encore déposé,
1’ adoucissement permettrait de limiter dés le départ sa formation sous I’effet du
chauffage de I’eau en réduisant la quantité d'ions calcium et magnésium dans
'eau. Par ailleurs, les eaux dures sont connues pour limiter l'activité de certains
produits détergents et/ou désinfectants et il est alors nécessaire d’adapter les
dosages et les temps de contact des produits en fonction de ce parametre. En

adoucissant I’eau, on améliorerait 1’action de ces produits.

$ Les traitements de lutte contre la corrosion pour les circuits d'eau chaude se
font par des procédés d'addition de produits filmogénes & base de
polyphosphates et de silicates liquides ou par la mise en place d'anodes
solubles en aluminium ou en magnésium (81). En protégeant ainsi les
canalisations, la qualité du réseau est préservee malgré l'agressivité des
traitements de désinfection et de 'ean adoucie. Pour une bonne efficacité, la
mise en ceuvre de ces traitements nécessite une maitrise parfaite de ces

techniques.

 Les traitements chimiques de désinfection du réseau sont les seuls traitements
permettant de diminuer la présence de micro-organismes lorsque, du fait des
matériaux constituant le réseau, il n'est pas possible d'elever la température au-
dela de 60°C (cas de I’acier galvanis€). Parmi les désinfectants des réseaux en
service, validés par le Centre Scientifique et Technique du Bétiment (CSTB) et

autorisés par la Direction Générale de la Santé (84, 85), figurent:
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o le chlore sous forme liquide (eau de J avel NaClO), solide (hypochlorite
de calcium Ca(ClO),) ou gazeux (dichlore Cl). Utilisé a des concentrations
trop élevées (1 a 2 mg/L), il devient corrosif pour les canalisations. L'efficacité
décroissante quand le pH augmente et la formation de trihalométhanes et de
COMpOSEs organochlorés avec les matiéres organiques, composés toxiques,
limitent 1a chloration par les hypochlorites. Néanmoins, son emploi facile, son
faible colit, son efficacité et son effet rémanent font des hypochlorites le

traitement le plus utilisé.

o le dioxyde de chlore (ClOy). Par son action nettement moins corrosive et
son effet davantage rémanent, i1 est a I'heure actuelle un traitement intéressant
puisque de nouveaux procédes d'obtention par électrolyse, moins dangereux
que le mélange acide chlorhydrique/nitrate de sodjium, sont Proposes.
Néanmoins, son cofit important, la maitrise difficile de la technique et la

formation de chlorite, sous-produit hématotoxique, limitent son utilisation.

e l'ozone. Oxydant trés puissant, i1 a une action désinfectante intéressante
mais ses propriétés tres corrosives et sa toxicité imposent un suivi rigoureux de
la concentration en 0Zone dissous. Enfin, l'absence d'effet rémanent, sa

production complexe et son cofit Jimitent aujourdhui son utilisation.

¢ le rayonnement ultra-violet a une efficacité réduite au courant d'eau qui
passe sous les rayons ot il n'affecte pas le reste du circuit. Son action est donc
extrémement limitée et inadaptée pour des séseaux de grande taille d'eau

chaude sanitaire.

Les autres traitements tels que le peroxyde d'hydrogéne sont autorisés
uniquement sur des réseaux hors service et n'ont donc pas d'utilisation possible
dans le réseau d'un établissement de santé de grande taille pour lequel un arrét

de fonctionnement semble impossible.

Le traitement chimique en continu permettrait ainsi de limiter la mise en eUVIC

dun traitement par choc chimique qui impose un rincage abondant des
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canalisations afin de conserver des concentrations résiduclies de désinfectants

acceptables vis & vis des matériaux et de la qualité de I'eau chaude sanitaire.

Puisque les traitements préventifs ou curatifs dans les grands réseaux, reposant
sur la désinfection chimique, ont des limites maintenant bien connues, le
maintien & 60°C de Peau est un moyen efficace pour limiter la présence de
légionelies dans l'eau s’il est couplé a la conception d’un réseau adapté

(réseaux bouclés).

o la désinfection thermique en continu consiste & maintenir une température
suffisante pour réduire la présence de légionelles dans l'eau. En tenant compte
de la capacité des installations a assurer une production de chaleur suffisante et
de 1a composition du circuit (matériaux, organes hydrauliques, joints) qui devra
supporter ce traitement, il est souhaitable au vue des données de la littérature
(44, 45, 46, 48, 57, 86) de maintenir une température de 60°C dans les ballons
de production et une tempeérature de 50°C 4 tous les points d'usage. Pour éviter
tout risque de brillures, des mitigeurs devront étre installés le plus prés possible

de Putilisateur pour pouvoir assurer une temperature inférieure a4 50°C (86).

e le traitement par choc thermique (70°C pendant 30 minutes) est
dangereux pour le personnel et les patients et difficile 4 mettre en ceuvre
lorsque les installations ne sont pas suffisamment puissantes pour un
&tablissement de taille importante. Ce traitement est peu coliteux et tres
efficace s'il est bien réalisé. Le probléme majeur se situe au niveau de I'état des
réseaux de nos établissements de sante pas toujours congus pour supporter de

telles températures.

s La pasteurisation, technique récente, assure le maintien de l'eau chaude
sapitaire 4 70°C dans les équipements et a 50°C dans tout le réseau par
bouclage complet de celui-ci. Elle semble donner d'excellents résultats mais le

cofit trés élevé en limite la mise en place.
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Malgré toutes ces mesures, lorsque des concentrations en légionelles trop
importantes sont mesurées au niveau d'un réseau, des investigations
complémentaires doivent étre menées de facon & identifier la raison de cet échec
(persistance de bras morts, température de l'eau insuffisamment élevée) afin d'y
remédier. Puisque la concentration en légionelles dans l'eau depend de nombreux
paramétres difficiles & maitriset, des mesures doivent étre prises notamment aux
niveaux de services dits a haut risque ol les patients sont particuliérement fragilises
afin d’améliorer la qualité des soins. On pourra alors installer sur les douches de ces

unités des microfiltres terminaux dont le cofit est élevé mais l'efficacité absolue.

Concernant les tours aéro-réfrigérantes, installations présentes aussi dans les
établissements de santé, elles constituent un milieu particuliérement favorable a la
présence des légionelles dans T'eau en circulation et a fortiori dans le panache qui
s'en échappe. L'éradication des légionelles est trés difficile voire impossible mais, en
revanche, il est indispensable de limiter leur prolifération et d'éviter leur
dissémination dans l'environnement par les aérosols. Ce risque peut donc étre réduit
en maitrisant la prolifération de bactéries dans l'eau des tours et en limitant l'émission
de gouttelettes d'eau dans V'environnement par des mesures préventives et curatives
(76): "il est souhaitable d'obtenir des températures d'eau chaude supérieure a 45°C
& lintérieur de la tour & partir desquelles Legionella ne prolifére plus mais survit.
Certaines installations peuvent étre dimensionnées pour des températures d'eau
chaude dépassant 60°C, température a partir de laquelle Legionella est détruite en
quelques minutes".

Le traitement sera ici aussi adapté 2 la qualité du site et 2 1a qualité de l'eau afin
de lutter efficacement contre l'entartrage, la corrosion et la prolifération bactérienne.
Il sera constitué entre autres d'inhibiteurs d'entartrage et de corrosion, de biocides en
traitement de choc ou continu et de procédés physiques tels que les ultra-violets et la
filtration dérivée. Un élément important a prendre en compte dans le traitement de
leau de tours aéro-réfrigérantes est le phénomeéne de concentration. Puisque
l'évaporation de l'eau entraine la concentration en sels minéraux dans l'eau de
recirculation, des purges de déconcentration et un apport d'eau d'appoint dans le

réseau permettent d'éviter la tendance a la corrosion et la formation de dépdt de
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précipitation et de favoriser une meilleure efficacité des réactifs chimiques injectés

(76).

Enfin, la maitrise de la qualité de I'eau et du risque "égionelles" passe par une
bonne gestion de toutes ces installations. Ainsi, les opérations de maintenance
doivent permettre de surveiller la qualité de I'eau distribuée dans I'établissement et de
pérenniser les installations de production et de distribution en bon état de
fonctionnement.

La température est un indicateur indirect de la présence ou de l'absence de
légionelles. C'est pourquoi la zone de température de 20 a 50°C doit étre réduite au
maximum sur les réseaux collectifs d'eau chaude sanitaire pour en limiter la
présence. Pour s'en assurer, une tracabilité par enregistrement régulier de la
température en certains points du réseau serait souhaitable: dans le ballon, & la sortie
des ballons, au niveau du retour de boucle, au niveau des points d'usage. La
surveillance de la température en tout point du réseau permettrait de mettre en
évidence les dysfonctionnements des installations (débit des pompes de recirculation,
équilibrage des boucles de distribution...) éventuellement liés 4 des défauts
d'entretien. 11 faudra d'ailleurs veiller & ce que les canalisations d'eau chaude sanitaire
soient correctement calorifugées, indépendamment des canalisations d'eau froide,
pour éviter que ces derniéres ne soient réchauffées & leur contact (température
supérieur 4 25°C) ce qui favoriserait Ja prolifération des 1égionelles dans le circuit
d'eau froide.

D'autre part, afin d'assurer une tragabilité de toutes les opérations d'entretien et
de maintenance du réseau d'eau chaude sanitaire, un carnet sanitaire doit étre mis en
place. La périodicité, la localisation et les objectifs & atteindre pour chaque
intervention y seront enregistrés. Les protocoles de maintenance devront par ailleurs
étre rédigés et validés. Les résultats obtenus (par exemple les mesures de température
et de concentration en légionelles) devront étre archivés. Ce carnet sanitaire

constituera ainsi le référentiel de sécurité sanitaire.

Enfin, des mesures de prévention du risque doivent €tre prises par le personnel

chargé des opérations de maintenance puisque la présence & proximité des tours,
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notamment lorsqu'elles sont en fonctionnement, nécessite le port d'un masque adapté

de type P3 (76).

Au-dela du probléme des établissements de santé, la légionellose est un
probléme plus général de santé publique. La déclaration obligatoire n'étant pas
exhaustive, le nombre de cas de légionelles est slirement plus important.

Le degré de risque sanitaire li¢ a une contamination de l'eau dépend de la
combinaison de plusieurs facteurs: le niveau de la contamination de l'eau,
I'exposition 4 cette contamination et la vulnérabilité des sujets exposés. Certes les
patients hébergés dans les établissements de santé sont plus fragiles et donc plus a
risque de se contaminer mais de nombreux patients a risque sont présents en vilie
(sujets  Agés,  diabétiques, alcoolo-tabagiques,  sujets  sous  traitement
immunosuppresseur, ...). En ce sens, les mesures imposées actuellement surtout aux
établissements de santé ne doivent-elles pas étre généralisces plus largement aux
établissements de collectivité, publics ou privés?

Cependant, cette maladie grave chez les sujets fragilisés ne représente pourtant
quune faible part des infections nosocomiales alors que les mesures financieres et
humaines engagées pour limiter le risque de légionellose sont de plus en plus
importantes. Doit-on cibler davantage ces mesures sur les lieux et les personnes a

risque ou chercher 4 atteindre le risque infectieux nul?
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CONCLUSION
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La qualité de l'eau tient donc & 1a qualité du réseau dont le maintien ne peut étre
assuré que si une maintenance préventive et curative est parfaitement réalisée. Ainsi,
ce probléme complexe n’est maitrisé que si tous les "acteurs de I’eau”, services
techniques, services utilisateurs, laboratoire de microbiologie et d’hygiéne, service
d'hygiéne hospitaliere sont impliqués dans la gestion et I’assurance qualité de ces
eaux (85). Ce cadre réglementaire lourd et exigeant, malgré les difficultés
d’application, constitue une opportunit¢ & saisir pour engager une démarche
&’amélioration de la qualité en mati¢re de gestion des risques liés a I’eau du réseau
qui s’integre dans une démarche générale d’amélioration de la qualité et de la
sécurité des soins dispensés aux patients. Cette logique est inscrite dans les
fondements et les principes de 1’ordonnance n°96-346 du 24 avril 1996 portant sur
1"accréditation (29).

Méme si les légionelles sont partout présentes dans 1’eau et qu’il ne peut étre
question d’envisager leur éradication totale ni, par conséquent, d’espérer garantir la
disparition de tout risque de légionellose en toute circonstance, s’occuper des
légionelles revient plus largement a s’occuper de la qualité du réseau d’eau (26) et

fait partie des missions des Comites de Lutte contre les Infections Nosocomiales.
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RESEAU DE SURVEILLANCE DE LA LEGIONELLOSE EN FRANCE

Médecins

Déclaration Obligatoire

<+

classique
DDASS
A
v
InVS
Cas étrangers ou
frangais liés au voyage
EWGLI

Laboratoire
CLIN
souches
Cas nosocomiaux confirmation
de diagnostic
Cas confirmés
CNR

103



ANNEXE 2

104



2

“stionnaire a retourner & la DDASS de LEGIONELLOSE
- Maladie & déctaration obligatoire (décret du 10 juin 1986, modifié en 1987)
_ Droit d'aceés et de rectification pat Vintermédiaire du médecin déclarant (fol du 6 janvier 1978)
_ Centralisation des informations & I'nstitut de Veille Sanitaire

jteres de déclaration : Pneumopathie associée a au moins un des résultats suivants :
Cas confirmé ;1. isolement de Legionella spp. dans un prélévement chinique
2. augmentation du titre d'anticorps (x4) avec un 2™ titre minimum de 128
3 immunofluorescence directe positive
4. présence d'antigene soluble urinaire
Cas possible : 5. titre d'anticorps élevé (> 2506)

aractéristiques du malade :

Ipitiale donom © Prénom .
Sexe: OIM 0OF Date de naissance 1 /____/ / / ou  Age:
Codc postal du domicile : Profession ;
ignes cliniques :
Date des premiers signes :/ / ! /  Pneumopathic confirmée radiologiquement : 3 Oui 1 Non
Evolution : [ Guérison [ Encore malade 1 Décts Si OUL date du décés : / / / /
“onfirmation du diagnostic :
Pos  Neg Non effectué Sérologie
Culture 0 B O 1 prélévement 25 prélévement
Date / / f / Date/ / / /
Immunofluorescence directe & [ (W
Titre 1 : Titre 2
Antigéne soluble urinaire g O a 1 En cours O En cours
[ Non effectué 1 Non effectué
ispece/sérogroupe O L. pneumophila sérogroupe 1 O Autre espece (préciser)
[0 L. pneumophila autre sérogroupe (préciser) : ] En cours!
Facteurs favorisants
O Hémopathie ou cancer O Corticothérapie 1 Autres immunoSuppresseurs
[ Tabagisme 1 Diabéte [ Autres, préciser :

Exposition a risque (dans les 10 jours précédant les premiers signes de légioneliose)
Qui  Non ﬁ)ériode & Hopt

Hapital (i 0 odu/ /4 dauwt 41 Service :
Station thermale 0O O du/l_ [/ Jaw/ () 1 lLieum:
Indiquer précisément les jieux (ville, pays) et types d'hébergements (adresse)
(si besoin, détails sur une feuille jointe)
du/ / ! foan / / / /

Vaoyage, hotel, o o0
Camping,... o O au/ /4 Jai_ 1 1

du/ ! / {an / / / /

Piscine, 0 00 preciser .
jacuzzi... O [0 préciser:

Autre exposition

Notion de cas groupés (cas liés aux mémes licux d'exposition dans les 6 derniers 110is)
01 Oui [ Non, si oui, preciser

Médecin déclarant Date de déclaration : / / / /
Nom
Adresse : Signature et tampon
Téléphone :

Semaine de déclaration sur Minitel | | |

(partie & remplir pat la DDASS) SS AA

N.B. Si un enquéte environnementale a eu lieu, merci de joindre une copie du rapport & cette fiche de déclaration
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SENSIBILITE ET SPECIFICITE DES METHODES DIAGNOSTIQUES

DE LA LEGIONELLOSE (d'aprés Edelstein, 1993)

Meéthodes

Sensibilité (%) Spécificité (%)

Culture (sur milieu BCYE0)

Sécrétions bronchiques ou lavage broncho-alvéolaire
Biopsie pulmonaire

Sang

Détection d'antigéne de Lpl* dans les urines
Immunofluorescence directe (L.p1¥*)

Biopsie pulmonaire

Sécrétions bronchiques ou lavage broncho-alvéolaire
Sérologie

Augmentation du titre

Titre unique clevé

80-90

90-99

10-30

80-99

80-90

25-75

75

inconnue

100

100

100

99

99

95-99

95-99

50-70

* Lpl: Legionella pneumophila 1
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MORPHOLOGIE DE NAEGLERIA FOWLERI ET ACANTHAMOEBA SP.
(d'aprés Bard et Siclet) (42)

Naegleria
fowleri

Acanthamoeba

Forme végétative
(trophozoite)

absente

Forme flageliée

Forme kystique
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Exigences de la qualité physico-chimique de I'eaun chaude sanitaire traitée (58)

. Expression Niveau maximal . .
. - N

Indicateur du résultat admissible iveau guide

Temperature °C 60

Pas de limite inférieure pour les eaux

Dureté totale  adoucies ayant subi un traitement thermique
pour la production d'eau chaude

Sodium mg/l 150
Aluminium mg/1 0,5
Zinc mg/l 5
Phosphore mg/} (P20s) 5

Magnésium mg/l 50

Si traitement par des
Silice mg/1 (Si0;) - silicates, augmentation en
Si0;<10 mg/l
Chlore résiduel mg/l 0,1
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LISTE DES MALADIES A DECLARATION OBLIGATOIRE

Art.D.11-1. - La liste des maladies mentionnées a l'article L11 devant faire 'objet d'une

transmission obligatoire de données individuelles & l'autorité sanitaire est la suivante:

Maladies infectieuses:

botulisme;

brucellose;

choléra,

diphtérie,

fievres hémorragiques africaines;

fievre jaune;

figvre typhoide et fievres paratyphoides;

infection aigué symptomatique par le virus de I'hépatite B;
infection par le virus de 'immunodéficience humaine, quel que soit e stade;
légionellose;

listériose;

méningite cérébrospinale 4 méningocoque et méningococcémies;
paludisme autochtone;

paludisme d'importation dans les départements d'outre-mer;
peste;

poliomyélite antérieure aigug,

rage;

suspicion de maladie de Creutzfeldt-Jacob et dautres encéphalopathies subaigués

spongiformes transmissibles humaines;

tétanos,
toxi-infections alimentaires collectives;
tuberculose;

typhus exanthématique.

Autres maladies:

saturnisme chez les enfants mineurs.
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S ST A TG R A H S T,
||

Nombre de cas certams ou probables | !ml____! SN

.Secteur(s) d’activité(s) concemé(s)6 :

(OUn secteur, lequel:.......cocoiiiiiiiiinnn, et OO

OPlusieurs secteurs,  lesquels :..... ettt e bt reaentraaraeaenn

Olnconnu
.Procédure(s) de soin(s) concernée(s) : JConnue(s) laquelle: .............. e Inconnu
Dispositif médical concerné : (IConnu, lequel : ......... e e OInconnu
-Possibilité d’exposition d’autres patients au méme risque :
Cloui....... si oui combien’ |_| | | | ... Si oui, dépistage nécessaire 7
I non Olnconnu
.Si plusieurs établissements sont concernés, lesquels: :........ R et e e eera e reaans e et e ettt iea e
-Microorganisme(s) en cause : JConnu(s) le(s)quel(s):.........covn...n.. s (Jnconnu
Profil de résistance (si applicable) I e v rrrenaen et et rarraraiae eeeaeriaeratensenreiriaans

3 non J en cours

Mesurescorrectives prises 818 (ate:aisig

1 oui {1 non

it Ly

Mesiires correctivesa fongte

ity

1 oui O non 03 ne sait pas
Evolutivité de I’épisode ;: Omaitrisé Cévolutif O inconnu

expertise.extérieure : 7 oui O non
O Sioui : D urgent GHE D e

.pour quel motif (investigation, recommandations) :
. type d’expertise pour ’investigation :
3 A définir (Fépidémiologique Omicrobiologique (Jaudit des pratiques Tlautres :

-----------------------

. expertise pour |’élaboration de recommandations : ( out 0 non
sioud, précisez i...ovvveiiiiiiiiiinn e e b

@ppréciation diypraticienepAYEicne;

Commentaires fvvevevivrrieanees C e e r et i neaaea et ittt ree e ae e C e bttt e e e e
Faita ..o v Date: ......... et Signature:...........cooevinnnnn,

A retourner sans délai a la DDASS et au C.CLIN (Adresses, Tél, Fax) :

¢ Un secteur peut étre une unité d’hospitalisation ou de consultation, un bloc opératoire, un service logistique
7 donner une estimation

17



Fiche 2001 de signalement des Infections Nosocomiales
a transmettre sans délai a la DDASS et au CCLIN

Rappel : Selon le décret n® 2001-671 du 26 juillet 2001, certains cas d'infections nosocomiales doivent étre signalés
conjointement & la DDASS et au C.CLIN de votre inter-région (article R. 711-1-14). L'épisode qui doit étre signalé peut étre
constitué de plusieurs cas d'infections nosocomiales, notamment lorsque les caractéristiques ou modalités de survenue du ou
des premiers cas ne permettent pas d'embiée de répondre aux critéres énoncés ci-dessous.

o Etablissement i .vverrenrrenrmiiiiiiiniiiiiiirasien ¢ Personne contact (praticien de’ I'Equipe
Code FINESS de Pétablissement &............coeoveeiiniinnn, Opérationnelie d’Hygi¢ne)
AIESSE. . .o, NOM i v e e e e e
....................................................................... Fometion ..vvvieiiiieiiiie e
....................................................................... Tél E_E__!__,.i___[__..l___i.._l.__;__l_l
Code postal 1_”!_,“'....,_1__‘__[ ................................... Fax [__...t_...._i ' O I

E-mail oo e

* Responsable du signalement (si différent du

praticien en hygiéne)
Evénement n° ...,
NOHL i e
Fonction Nombre de cas : .......
Tl o, Datededébutdul1®cas | | | | | | 1 | |

3 1. infection nosocomiale ayant un caractére rare ou particulier, par rapport aux données épidémiologiques locales, régionales et
nationales, du fait :
0 1.a. de 'agent pathogéne en cause (sa nature, ses caractéristiques, son profil de résistance aux anti-infectieux)
Ol Agent pathogéne envoyé au CNR : Ooui Datel I | 1 I | 1 1 |
O non
O 1.b. de la localisation de l'infection chez ia ou les personnes atteintes
3 1.c. de I'utilisation d’un dispositif médical
O Signalement de matériovigilance faitpourcecas :Toui Datel | L L | | ] |
J non
(3 1.d. de procédures ou pratiques pouvant exposer ou avoir exposé d’autres personnes au méme risque infectieux, lors d'un
acte invasif
(3 2. déces lié A une infection nosocomiale
[ 3. infection nosocomiale suspecte d’étre causée par un germe présent dans Peau ou dans 'air environnant
O 4. maladie devant faire l'objet d'une transmission obligatoire de données individuelles & I'autorité sanitaire (en application de
"article R. 11-2 ) et dont l'origine nosocomiale peut étre suspectée

OID.O. faite pour cette maladie : COoui DatedelaDOI_I + 1 1 | | | |
O non
) aucun des critéres précedents I est TRIMIPIL 1. ..ttt it ir it ir it e a et sttt be e eaeas
Justfication..; des:..crl (éléments de gravité, potentiel épidémique, caractére

exceptionnel}:

5 plusieurs cases peuvent étre cochées
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Tableau n°1: Répartition des types de point de prélévement selon la concentration
en légionelles détectable ou non dans les établissements de santé de la région Sud-Ouest,

du 1% février au 31 mai 2001

Concentration en légionelles

Type de point détectable non détectable Total

de prélévement n (%) (%) (%)
Ballon 20 (18,9} 13 (12,3) 33(31,2)
Tour aéro-refrigérante 5(4,7) 5(4,7) 10 (9.4)
Douche 25(23,6) 12 (11,3) 37 (34,9)
Robinet 17 (16,0) 9(8,5) 26 (24,5)
Total 67 (63,2) 39 (36,8) 106 (100)
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Tableau n°2: Répartition des caractéristiques physico-chimiques et
parasitologiques des prélévements selon Ia concentration en légionelles détectable ou non

dans les établissements de santé de la région Sud-Ouest, du 1°" février au 31 mai 2001

Concentration en légionelles

Caractéristiques physico- Total
L ) . détectable non détectable
chimiques et parasitologiques
n (%) n (%) n (%)
Amibes absence 9(8.,5) 24 (22,6) 33031L1)
présence 58 (54.7) 15(14,2) 73 (68,9)
Conductivite <500 uS/cm* 39 (36,8) 31(29,2) 70 (66,0}
>= 500 pS/cm* 28 (26,4) 8 (7,6) 36 (34,0)
Température < 50°C** 54 (50,9} 21 (19,8) 75 (70,7)
> 5QOCH* 13 (12,3) 18 (17,0) 31(29,3)

*microSiemens par centimetre

**degré Celstus
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Tableau n°3: Répartition des caractéristiques physico-chimiques des prélevements

selon Ia concentration en légionelles détectable ou non dans les établissements de santé
de la région Sud-QOuest, du Ier février au 31 mai 2001

Concentration en légionelles

Caractéristiques Total
. détectable Non détectable
physico-chimigues
m* IC** m* [C** m* [C**
Température 39,0 36,3 41,8 444 390-497 41,0 384-437
Dureté 12,4 11,0-13,8 86 7.1-10,1 11,0 99-12,1
PH 7.7 7,679 7.8 7,7-8,0 7.8 77179
Conductivité 708 562 - 855 610 390 - 831 673 550 - 796
*moyenne

**]C: intervalle de confiance 4 95%
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Tableau n°5: Modéle de régression logistigue a effet aléatoire obtenu a la
fin de la procédure pas 3 pas descendante et incluant les variables dureté et

présence d'amibes

Modgéle final de régression logistique a effet aléatoire

LEGIO
Coefficient 3  OR* IC a95% de OR** p-value***
Dureté 0,149 1,16 1,01 —1,33 0,031
Présence d'amibes 2,791 16,29 3,81 — 69,74 <10
*QOdds Ratio
**Intervalle de confiance 4 95% de l'odds ratio
**++Test de Wald

Tableau n°6: Modéle de régression linéaire simple obtenu a la fin de la
procédure pas A pas descendante et incluant les variables point de préiévement,

pH et température

Modéle final de régression linéaire simple

LOGLEGIO
Coefficient p-value®
Tour aéro-réfrigérante -1,285 0,144
Douche -0,169 0,637
Robinet -(,952 0,008
PH 1,089 0,026
Température -0,949 0,012
*Test F partiel
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. RESUME

Les légionelles, bactéries présentes dans 'eau, transmises par des acrosols contaminés et incriminées
dans la Maladie des Légionnaires, ont été découvertes 4 la suite de 1'épidémie de Philadelphie en 1976
au cours d'un congrés de 1'American Legion. Depuis, de nombreuses études ont été menées afin de
mieux connaitre ce micro-organisme et de définir les conditions environnementales favorables a sa
présence et 4 sa multiplication. Malgré une meilleure connaissance des légionelles et un cadre
réglementaire complet vis 4 vis de 1'eau destinée a la consommation humaine, de la surveillance et de
la prévention de la légionellose, la contamination importante des réseaux de distribution d'eau rend
difficile la maitrise du risque "légionelles". Les établissements de santé sont principalement
incriminés dans ce probléme de santé publique du fait de la population fragilisée qu'ils accueillent et
de I'écosystéme particulier que constituent leurs vastes réseaux de distribution d'eau chaude sanitaire
et leurs tours aéroréfrigérantes. Au cours de notre étude réalisée dans différents ctablissements de
santé de la région Sud-Ouest en France, nous avons pu confirmer et démontrer les facteurs physico-
chimiques et microbiologiques favorisant la présence de Legionella tels que la température entre 20 et
50°C, la présence d'amibes libres, le pH, le type de points de prélévement et la dureté de l'eau. En
tenant compte des coniaissances acquises sur les légionelles, des caractéristiques particuliéres des
établissements de santé et de la réglementation frangaise en vigueur, nous avons discuté les conduites
A tenir pour gérer au mieux le risque "légionelles" dans ces établissements. Une réflexion sur la
conception des réseaux, le choix de matériaux adaptés et l'efficacité des traitements préventifs et
curatifs utilisés doivent nous aider 4 maitriser au mieux ce risque en maintenant une qualité de l'eau
nécessaire pour la démarche de qualité des soins dans laquelle nous nous sommes engages.

TITRE
Management of "Legionella" risk in health establishments

ABSTRACT

Legionella, bacteria present in water, transmitted by contaminated aerosols causes
Legionnaires'disease, was discovered following the epidemic of Philadelphia in 1976 during an
American Legion Convention. Since then, numerous studies have been carried out to find out more
and define environmental conditions conducive to its presence and its reproduction. Despite knowing
more about this bacteria and taking into account texts which stipulate certain rules and regulations
concerning water intended for the human consumption, the control and the prevention of the
legionellosis, the high level of contamination in the distribution network of water makes difficult the
control of the risk of Legionella. Health establishments are mainly incriminated in this public health
problem because of the weakened population whom they welcome, and of the particular ecosystem
which is constituted in their vast water-distribution network and their cooling towers. During a study
carried out on various health establishments in the southwest region of France, we confirmed and
demonstrated the physico-chemical and microbiologic factors such as the temperature between 20°C
and 50°C, the presence of free amoebas and the hardness of the water, which favour the presence of
Legionella. By taking into account knowledge acquired on Legionella, particular characteristics of the
health establishments and french rules and regulations, we discussed the procedures to be carried out
in order to control at best the risk of Legionella in these establishments. A reflection in the coneeption
of water-distribution network, the choice of adapted materials and the effectiveness of the preventive
and curative measures should help us to control this risk better by ensuring a certain level of water
quality, for the quality approach in the care in which we are committed to respect.
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