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Introduction

Les légionelles sont des bactéries a Gram négatif appartenant au genre Legionella. Elles sont
a ’origine de deux types de pathologies regroupées sous le nom de légionellose (Jarraud et al.,
2000) : la maladie du légionnaire, pneumopathie sévére, et la fievre de Pontiac, syndrome pseudo-
grippal encore mal connu. Elles présentent la particularité d’avoir un tropisme hydrique et d’étre
ainsi largement répandues dans la nature ; tant dans les réservoirs naturels (eaux douces, rivieres,
boues, ...) qu’artificiels (réseaux de distribution d’eau chaude, systémes de climatisation, tours
aéroréfrigérantes, eaux thermales, ...) (Fliermans et al., 1981 ; Stout et al., 1985 ; Greub et Raoult,
2004). Des investigations dans ce domaine ont permis de déterminer les conditions favorisant la
présence de Legionella dans ces réservoirs : les températures variant entre 20 et 45°C (Habicht et
Muller, 1988 ; Wadowsky et al., 1985 ; Fliermans et al., 1981), certaines caractéristiques physico-
chimiques (Borrella et al., 2005) et la stagnation de 1’eau (Ciesielski et al., 1984).

La transmission de la bactérie semble se produire exclusivement par le biais de I’inhalation
d’aérosols contaminés (Fields et al., 2002) qui peuvent étre produits par bon nombre d’installations
issues de I’urbanisation et des progres techniques apparus ces derni¢res années (tours
aéroréfrigérantes, pommeaux de douche, climatiseurs...). De ce fait, dans un souci de prévention,
les autorités sanitaires ont établi des valeurs seuils de Legionella dans 1’eau ainsi qu’un référentiel
indiquant les facteurs de risque a la prolifération bactérienne (DGS, 2002). Cela s’ajoute a un
ensemble de dispositions prises par les pouvoirs publics francais depuis 1997 pour renforcer le
systtme de surveillance de Legionella, responsable encore trop souvent aujourd’hui de
légionelloses potenticllement mortelles. En effet, malgré I’inscription de cette pathologie aux
registres des maladies a déclaration obligatoire depuis 1987, le nombre de Iégionelloses en France
jusqu’en 1997 était tres largement sous-estime.

Ainsi, ce travail a consist¢é a établir une synthése de 1’ensemble des données
épidemiologiques frangaises recueillies de 1987 a 2008 afin d’en observer les évolutions et
éventuellement d’apporter des éléments tentant de les expliquer. Nous nous sommes attachés a
décrire 1’évolution du nombre de cas déclarés en France mais également des caractéristiques de
chacun des cas declarés (age, sexe, 1étalité) ainsi que celles de ’infection (souches impliquées,

expositions a risque).
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1. Caracteristiques générales de la bactérie

8éme

Cest en juillet 1976, a l'occasion du 5
« I'American Legion » a I'hotel Bellevue-Stratford (Philadelphie, USA)

congrés de

(Figure 1), que 182 des 4400 participants furent atteints d'une
pneumopathie aigué fébrile ; pour 29 d'entre eux, la pathologie s'avéra
fatale (Fraser et al., 1977). Une longue enquéte épidémiologique

permit d'identifier la bactérie responsable et ce n'est qu'en janvier 1977

que la bactérie fut isolée par Mac Dade et Shepard (MacDade et al.,

1977). Compte tenu des circonstances, la maladie causée par ce Figure 1 : Hotel
. . i ] . ) . Bellevue-Stratford
microorganisme fut appelée la « maladie du légionnaire » et la bactérie (Philadelphie, USA)

Legionella pneumophila (L. pneumophila).

A Torigine, les premiéres souches de Legionella furent en fait isolées chez le cobaye en
1943 par Tatlock qui avait alors utilisé des procédés destinés a I’isolement de Rickettsia (Tatlock,
1944) ; ces isolats n’ont été caractérisés comme étant des légionelles que rétrospectivement. En
effet, ces bactéries n’ont fait I’objet d’aucune étude approfondie jusqu’en 1976 (MacDade et al.,
1977).

1.1. Classification

Le genre Legionella fut établi en 1979 et appartient a la famille des Legionellaceae. Si par le
passé certains auteurs ont suggéré de séparer cette famille en trois genres (Legionella, Fluoribacter
et Tatlockia) (Garrity et al., 1980 ; Fox et Brown, 1993), certaines études ont confirmé, a l'aide de
I'analyse de I'ARN 16S, qu'elle n'en contient qu'un, le genre Legionella (Fry et al., 1991 ; Benson et
Fields, 1998).

A I'neure actuelle, on compte 52 especes comprenant 70 sérogroupes (sg) distincts (Koide et
al., 2008 ; Fields et al., 2002) (Tableau 1). Parmi elles, une vingtaine ont été identifiées comme
pathogénes de I’homme (maladie du légionnaire et/ou fievre de Pontiac) ; les autres n'ont été isolées
qu'a partir de prélevements environnementaux (Fields et al., 2002). Les trois especes principales

sont les suivantes :

- L. pneumophila : c'est la bactérie la plus importante en pathologie humaine. On connait a
I'heure actuelle 15 sérogroupes pour cette bactérie. Elle est I’agent responsable d’environ 90% des

cas de maladie du légionnaire diagnostiqués en France. Le sérogroupe 1 est le plus fréquent (70 a
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90% des cas) puis le sérogroupe 6 (les autres especes sont généralement isolées chez les personnes

immunodéprimées) (Jarraud et al., 2000).

- L. jordanis et L. bozemani sont a I’origine de moins de 10% et 3% des cas respectivement.

Pour chacune des espéces répertoriées, un ou plusieurs serogroupes ont été identifiés
(Tableau 1).

Tableau 1 : Espéces et sérogroupes du genre Legionella.
(Fields et al., 2002)

Espéce Nombre de $C= Nombre de S5Gz associés 4 une
pathologie

1. L prewmaphila 15 13
2. L bozemanit 2 2
3. L dumgfifi 1 1
4. L micdadei 1 1
5. L longbeachas 2 2
6. L jordaniz 1
7. L wadswortiir 1
8. L hackelioe 2 2
9 L feeleir 2 2
10. L maceachernii 1
11. L birminghameensiz 1
12. L cincimmatiensis 1
13, L pormanii 1 1
14. L sainthelgnsi 2 2
15. L fucsonemsis 1 1
16. L anisa

17. L lansimgensiz 1

18. L erythra 2 1"
19, L parisensis 1 1
0. L oabrdgenziz 1
21. L spritensiz 1 o
2. L jamestowniansis 1 o
23, L sanficricis 1 o
4. L cherri 1 o
23, L siwiperwairi 1 o
26. L rubrilucens 1 o
27, L israelensiz 1 o
28. L gquinfivanii 2 o
29, L brunensis 1 o
0. L mormvica 1 o
31, L gratiana 1 o
32, L adelaidensiz 1 o
33, L fairfieldensis 1 o
34, L shakespearci 1 o
35. L walmersii 1 o
36. L pemomospecies 1 o
37. L gquateirensis 1 o
38, L worsleiensis 1 o
39, L geestiana 1 o
40. L naigrum 1 o
41. L londomiensis 1 o

2. L taurinensis 1 o

3. L jica 1 0
44, L drozanski 1 o

3. L rowbothamii 1 o
46. L fallond 1 o
47. L gresilensis 1 o
48, L beliardensiz 1 o

* Espaces présentees dans "ordre chronologique de lenr date d'isolement on d'ideatificadon ; * L. enrhra SG 2 a
ate isolé chaz 'homme ; © especes isolees uniguement de 1" environnement.



De plus, il existe des bactéries nommées Legionella-like amoebal pathogens (LLAP)
caractérisees par (i) leur incapacité a cultiver sur des milieux de culture spécifiques des légionelles.
et (i) leur capacité a infecter et a se multiplier intra cellulairement au sein des amibes par des
mécanismes similaires a ceux impliqués dans I’infection de macrophages humains (Rowbotham,
1983 ; Rowbotham, 1980 ; Chandler et al., 1977).

L’étude du degré de similarité entre ’ARN 16S des LLAP et des especes du genre
Legionella montre que les LLAP forment un cluster cohérent avec les autres membres de la famille
des Legionellaceae (Adeleke et al., 1996) (Figure 2). Il en existe 12 especes qui sont regroupées en
5 especes de Legionella (Adeleke et al., 1996 ; Adeleke et al., 2001 ; Birtles et al., 1996 ; La Scola
et al., 2004) (Figure 2) :

- LLAP-2, LLAP-3, L. rowbothamii (LLAP-6), L. lytica (de type LLAP-7 ou LLAP-9),
- L. drozanskii (LLAP-1),

- LLAP-8,

- L. fallonii (LLAP-10),

- LLAP-4, LLAP-11 et L. drancourtii (LLAP-12).
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LLAP-4
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Figure 2 : Résultats de I’analyse phylogénétique basée sur la comparaison des séquences d’ARN
16S de chaque espece de Legionella et des LLAP.
(Adeleke et al., 1996)

1.2.  Morphologie

Legionella spp. est un bacille a Gram négatif, aérobie, non sporulé, non acido-résistant et
non capsulé. Sa taille varie entre 0,3 a 0,9 um de large et 2 a 20 um (ou plus) de long (Winn, 1988).
Ces variations de taille sont en partie dues, pour les légionelles comme pour la plupart des bacteries,
a la modification des conditions environnementales (Morita et al., 1997). De plus, chez les
Iégionelles, la taille de la bactérie est significativement réduite, avec des longueurs de moins 1um,

apres leur passage intra-amibien (Byrne et Swanson, 1998) (8§ 1.4.2.3).



A l'exception de trois especes (L. oakridgensis, L. nautarum et L. londiniensis), les
Iégionelles sont mobiles gréace a la présence d'un flagelle en position polaire (Heuner et al., 1995).
Cependant, la encore, la flagellation des légionelles est variable : la présence ou non du flagelle
dépendrait de la température du milieu puisqu’il est absent au-dela de 37°C (Ott et al., 1991). De
plus, le flagelle est absent lorsque la bactérie se trouve a l’intérieur des macrophages ou
protozoaires (Rodgers et al., 1980 ; Byrne et Swanson, 1998). Ce flagelle peut atteindre 8 um de
long et 14 a 25 um de diamétre (Winn, 1988 ; Rodgers, 1980) et est attaché a
la paroi cellulaire par un corps basal formant un crochet comme c'est le cas
pour les autres bactéries a Gram négatif. La microscopie électronique a
également permis de déceler la présence de pili répartis a la surface de la
bactérie (Rodgers et al., 1980). Un pili nommé pili de type IV serait a

I’origine du déplacement des légionelles grace a une extension de ce pili

Figure 3 : Zone de
mobilité par
’avancée de la bactérie par « twitching » (Figure 3) (Coil et Anné, 2009). « twitching »
observee chez L.
Stewart et ses collégues (2009) observent une autre forme de déplacement par  pneumophila aprés
96 h de culture a
« glissement » qui ne serait dd ni aux pili ni aux flagelles mais a la présence  37°C sur gélose

: . \ g . BYE-a.
d’un systéme de secrétion appelé systeme de sécretion de type 11 en presence (coil et Anng, 2009)

suivie d’un attachement au support et enfin d’une rétractation, permettant ainsi

d’un surfactant de composition inconnue.

1.3. Caractéristiques biochimiques et enzymatiques

Les Legionella sont toutes uréase-négatives et non fermentatives. Elles sont toutes catalase-
positives a I'exception de L. worsleiensis et la plupart des especes produisent une [-lactamase.
L'oxydase est le plus souvent négative sauf pour L. anisa. De plus, certaines especes, dont L.
pneumophila, se distinguent par leur capacité a hydrolyser I'hippurate ; ce test peut donc étre utilisé
comme critére présomptif pour distinguer quelques espéces de Legionella des autres.

La paroi des Legionella présente quelques spécificités au niveau de sa composition en acides
gras, du peptidoglycane et des ubiquinones (coenzyme Q, enzymes spécifiques de l'activité
respiratoire). Ces bactéries synthétisent plus d'acides gras ramifiés que d'acides gras non ramifiés.
Elles présentent de 40 a 90 % d'acides gras insaturés dans la paroi (Lambert et Moss, 1989 ; Marmet
et al., 1988), ce qui est assez inhabituel pour une bactérie a Gram négatif. De plus, Legionella se
caractérise par la présence des acides gras ramifiés i-14:0, 12-méthyl tétradécanoique (a-15:0), 14-
métyl pentadécanoique (i-16:0), hexadécanoique (i-16:1), et métyl hexadécanoique (a-17:0). Cela

peut s’avérer étre une méthode rapide et précise pour identifier Legionella dans un prélevement



suspect (Lambert et Moss, 1989). L'absence ou la présence en trés faible quantité (< 0,5 % a 5 %
selon les espéces de Legionella) d'hydroxyacides est également remarquable (Lambert et Moss,
1989 ; Finnerty et al., 1979).

Son peptidoglycane est majoritairement constitué d'acide muramique, de glucosamine,
d'acide glutamique, d'alanine et d'acide meso-diaminopimélique. Il serait doué d'une plus grande
résistance physique du fait de la liaison de 80 & 90 % des résidus de I'acide diaminopimélique
(Amano et Williams, 1983).

Enfin, Legionella possede des ubiquinones particuliéres puisqu'elles sont composées de
longues chaines latérales de 10 a 14 unités (habituellement constituées de 7 a 10 unités) en mélange
complexe (Lambert et Moss, 1989 ; Marmet et al., 1988). Elles ont un réle majeur dans le transport
des électrons et la phosphorylation oxydative. De plus, couplée a la caractérisation des acides gras,
I’étude des ubiquinones permet d’identifier la plupart des Iégionelles (Lambert et Moss, 1989).

Enfin, les données relatives au génome de Legionella concernent avant tout L. pneumophila
(la plus étudiée car la plus souvent en cause en pathologie humaine). Ces dernieres années, le
génome de quatre souches de L. pneumophila a été séquencé : L. pneumophila souches Paris et
Lens (Cazalet et al., 2004), L. pneumophila souche Philadelphia (Chien et al., 2004) et L.
pneumophila souche Corby (Steinert et al., 2007). Les quatre souches ont un unique chromosome
circulaire et les souches Paris et Lens possedent en plus un plasmide. Le génome de L. pneumophila
est d’une taille trés importante par rapport a d’autres pathogénes intracellulaires tels que Rickettsia,
Bartonella ou Chlamydia sp. (Lens et Philadelphia : 3,3 Mb et Paris et Corby : 3,5 Mb) (Fuxelius et
al., 2007 ; Saenz et al., 2007 ; Thomson et al., 2008). Cela résulte du grand nombre de genes
présents chez Legionella et reflete probablement les capacités de cette bactérie a s’adapter aux
conditions environnementales et aux hotes qu’elle infecte (Gomez-Valero et al., 2009).

Les quatre souches de L. pneumophila présentent une haute similarité dans leur composition
en base G-C (GC %) : 38 % des régions codantes. De plus, hormis I’inversion d’un ensemble de
génes chez L. pneumophila souche Lens par rapport aux trois autres souches, 1’ordre des génes est
hautement conservé parmi ces quatre genomes (Gomez-Valero et al., 2009).

Enfin, il a également été relevé une quantité importante de protéines trés similaires a celles
des eucaryotes. Cette caractéristique est probablement due a la co-évolution de cette bactérie avec

les protozoaires qu’elle infecte (Albert-Weissenberg et al., 2007).

1.4,  Caractéristiques culturales

Au regard des conditions nécessaires a la culture de la bactérie en laboratoire, nous
comprenons mieux les raisons de son identification tardive en 1977. En effet, Legionella est
8



incapable de se développer sur des milieux de culture bactériologiques classiques mais a au
contraire besoin de conditions de culture trés particulieres.

Dans les conditions de laboratoire, Legionella est une bactérie dont la croissance est
optimale pour un pH proche de la neutralité : pH=6,9 (Weaver et Feeley, 1979 ; Burges, 1995) et,
pour la majorité des especes, pour une température de 36°C +/- 1°C. Ces bactéries sont chimio-
organotrophes, c'est-a-dire que leur énergie provient de l'oxydation de molécules organiques
(Benson et Fields, 1998). Ainsi, elles utilisent des acides aminés (arginine, acide L-glutamique)
comme source d'énergie et de carbone et leur croissance est favorisée en atmosphére enrichie en
CO; (2,5 %). De plus, leur développement sur milieux de culture nécessite qu'ils soient enrichis en
fer et L-cystéine car elles sont déficientes en cet acide aminé (Fields et al.,
2002 ; Bornstein et Fleurette, 1992).

En laboratoire, la culture est classiquement réalisée sur gélose
BCYE-a (Buffered Charcoal Yeast Extract a-cétoglutarate) contenant du

charbon (détoxifiant, absorbant les acides gras inhibiteurs), un tampon

ACES (tampon acide), de la L-cystéine et du fer (sous forme de phosphate
ferrique) (Feeley et al., 1979). Apres 3 a 7 jours de culture sur milieu Figure 4 : Culture de L.

s . . . . pneumophila sur gélose
gélosé apparaissent des colonies grisatres, de consistance mugqueuse BCYE-a.

(Figure 4). Enfin, Legionella se caractérise par son polymorphisme et son  (WWw.rapidmicrobiology.com)

aspect dit « en verre-brisé » a la loupe binoculaire.

1.5. L’état viable non cultivable (VBNC)

Les bactéries VBNC sont incapables de cultiver sur des milieux de culture conventionnels
dans un temps donné, mais gardent néanmoins une activité métabolique (YYamamoto, 2000). Par
définition, ces bactéries doivent étre capables de recouvrer leur aptitude a cultiver si des conditions
favorables (de température, nutriments, ...) sont réunies. Cette phase de « ressuscitation »
(MacDougald et al., 1998) peut constituer une démonstration de 1’existence du caractére VBNC
chez D’espéce bactérienne considérée. Colwell (2000) a ainsi émis I’hypothése que cet état
correspondait a une stratégie de survie vis-a-vis des conditions défavorables de 1I’environnement.

Ce mécanisme s’accompagnerait de transformations cellulaires comme la réduction de la
taille des cellules, la diminution de la quantité d’ARN, la condensation du cytoplasme, 1’incapacité
a se multiplier voire une réduction de I’activit¢é métabolique (Byrd, 2000 ; MacDougald et al.,
1998 ; Tangwatcharin et al., 2006).

Plusieurs études (Tableau 2) ont pu montrer que L. pneumophila était capable d’entrer en



¢tat VBNC et d’étre revivifiée (c’est-a-dire retrouver son caractére cultivable) par différents
procédés dont la coculture avec des protozoaires (Tetrahymena pyriformis GL, A. castellanii, A.
polyphaga) (Yamamoto et al., 1996 ; Hussong et al., 1987 ; Steinert et al., 1997 ; Ohno et al.,
2003 ; Alleron et al., 2008 ; Garcia et al ; 2007). Les facteurs répertories comme induisant la
formation de VBNC chez Legionella sont nombreux : les températures élevées, les pH extrémes
(Ohno et al., 2003), la faible quantité de nutriments (Paszko-Kolva et al., 1992 ; Yamamoto et al.,
1996) ou encore les traitements oxydants (Bej et al., 1991 ; Garcia et al., 2007 ; Huq et al., 2003)
(Tableau 2). Cependant, toute la difficulté est de démontrer de maniére concluante que les cellules
cultivables apres ressuscitation sont le résultat d'un veritable recouvrement de cellules VBNC, par
opposition & la re-croissance de quelques cellules cultivables qui n’auraient pas totalement été

détectées dans la population VBNC.

Tableau 2 : Exemples de conditions induisant I’état VBNC chez Legionella.

Fact_eurslde Définition de I’état I\/!ethqde de Méthode de -
stress induisant VBNC détection de recouvrement Références
I’état VBNC viabilité
- Jaune d’ceuf
embryonné de poule
Eau du robinet, - Tetrahymena Hussong et
4°Cet 37°C pyriformis GL al., 1987
- Acanthaloeba
castellanii
Eau ultra pure Activité estérasique Tetrahymena Yamamoto
(37°C, 35j) g pyriformis GL et al., 1996
Eau du robinet Abse;n_ce de crossance AODC (Acridin .
e N bactérienne apreés filtration . Acanthaloeba Steinert et
stérilisée (20°C, . . Orange Direct .
. (0,2 wm) de I’échantillon et castellanii al., 1997
125j) A . . Counts)
dépot du filtre sur gélose.
Eau chaude riche | Perte compléte de
en minéraux (pH | cultivabilité confirmée par | Intégrité
5,15]) la formation d’aucune membranaire Acanthaloeba Ohno et al.,
. colonie lors d’un dépot de | (Marquage castellanii 2003
Eau du robinet 1 ml d’échantill 10 BacLiah
(42°C, 65 j) ml d’échantillon sur acLight)
’ boites de gelose BCYE.
Traitement au Activité respiratoire Bej etal.,
chlore P 1991
Intégrité
. . Absence de colonie aprés | membranaire
Traitement a la : . . .. Alleron et
. traitement a la (Marquage Baclight) | A. castellanii
monochloramine . Y al., 2008
monochloramine (1 mg/L) | et activité
estérasique
Etude préliminaire
montrant une absence
Traitement au totale de cultivabilité de A polvphada Garcia et
NaOCl Legionella aprés un - Polyphag al., 2007
traitement au chlore de 256
ppm.
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1.6. Facteurs de virulence

Du fait de la tres grande prévalence de L. pneumophila (en particulier du sérogroupe 1) chez
les patients atteints de maladie du légionnaire, I'étude des facteurs de virulence des légionelles
concerne surtout cette espéce. La virulence des légionelles s'exprime au travers de plusieurs

mécanismes régulés géenétiquement et détaillés dans les paragraphes suivants.

1.6.1. Le systéme dot/icm

Les légionelles ont la particularité d'étre des parasites intracellulaires de cellules eucaryotes
pourtant éloignées d’un point de vue de I’évolution (les macrophages chez 1’homme et les
protozoaires dans I’environnement) selon un mécanisme tres similaire. Elles sont en effet capables
d'entrer dans la cellule héte sans étre détruites afin de s'y multiplier. Ceci est rendu possible par
I'existence de génes dot (defective organelle trafficking) et/ou icm (intracellular multiplication). Ces
groupes de genes, situés sur deux régions distinctes du chromosome bactérien, ont été identifiés
indépendamment par deux équipes (Mara et al., 1992 ; Berger et al., 1993). lls codent pour un
appareil de sécrétion de type IV qui constitue, d’aprés Lammertyn et Anné (2004), le systéme de
sécrétion le plus important parmi ceux impliqués dans la virulence chez L. pneumophila. Il permet
en effet la synthése et la translocation de molécules effectrices dans le cytoplasme de la cellule hote,
modulant ainsi les propriétés du phagosome (Segal et al., 1999b ; Christie et al., 2000 ; Christie,
2001). Le but est de permettre la formation d’une niche réplicative qui rend possible la
multiplication des légionelles dans les macrophages et les protozoaires (Sadosky et al., 1993 ; Segal
etal., 1999a ; Segal et al., 2002).

Enfin, des auteurs ont montré que le locus dot/icm pouvait étre transféré horizontalement
d’une souche virulente de L. pneumophila vers une souche avirulente via un transfert conjugatif
d’ADN chromosomique (Miyamoto et al., 2003). Ce mécanisme permet 1’acquisition du caractere
virulent chez une souche qui ne le posséde pas sachant que cette conjugaison peut avoir lieu entre

deux souches de sérogroupes différents.

1.6.2. Les protéines MOMP

Comme de nombreux agents pathogénes, les légionelles présentent a leur surface des
appendices (protéines, pili, lipopolysaccharides, ...) qui participent ou sont supposé participer a la
virulence de la bactérie (Jarraud et Freney, 2006).

Les protéines MOMP (Hindahl et Iglewski, 1984) sont des protéines majeures de la
11



membrane externe (Engleberg et al., 1986 ; Gabay et Horwitz, 1985). Il y en a actuellement trois
décrites dans la littérature : la protéine ompsS, hautement conservée parmi les sérogroupes de
Legionella pneumophila, est codée par le géne ompS et présente un poids moléculaire de 28 kDa
(Hoffman et al., 1992) ; la protéine ompM de 25 kDa est codée par le gene ompM (High et al.,
1993) et une lipoprotéine de 19 kDa n’a pas de fonction connue (Cianciotto, 2001). Les protéines
MOMP sont des porines et seraient nécessaires pour infecter I’hote (Gabay et al., 1985 ; Cianciotto
et al., 1989): en se liant aux récepteurs du complément CR1 et CR3 situés a la surface des
monocytes humains, elles favoriseraient 1’attachement de la bactérie a la cellule hote (Steinert et al.,
2002).

1.6.3. La protéine Mip

La protéine Mip (macrophage infectivity potentiator) codée par le géne mip est une protéine
de 24 kDa exprimée a la surface des L. pneumophila. L’étude d’un mutant dépourvu de géne mip
fonctionnel a montré son importance dans l'invasion des macrophages et protozoaires par L.
pneumophila puisque celle-ci s’est avérée moins efficace que chez la souche bactérienne sauvage.
Cependant, la multiplication intracellulaire ne semblait pas affectée (Wieland et al., 2002). A ce
jour, les mécanismes qui lI'impliquent dans la virulence sont encore méconnus. Cependant, il a été
démontré que la partie N-terminale, la dimérisation de la protéine Mip et son activité peptidylpropyl
cis/trans isomérase sont nécessaires a l'infection des cellules pulmonaires du cobaye. A l'inverse,
son activité enzymatique «peptidylpropyl cis/trans isomérase » n'est pas indispensable a l'invasion
de I’amibe Acanthamoeba castellanii alors que la partie N-terminale et la dimérisation le sont
(Kholer et al., 2003).

1.6.4. La protéine chaperonne Hsp60

Les bactéries produisent des protéines chaperonnes dont la fonction est d'assister d'autres
protéines dans leur maturation, en leur assurant un repliement tridimensionnel adéquat. Parmi les
protéines chaperonnes on trouve les protéines dites de stress Hsp60 (heat shock protein). Lema et
Brown (1995) ont mis en évidence chez Legionella pneumophila souche Philadelphia, une protéine
de 60 kDa nommee Hsp60 et codée par le gene htpB. La revue de Jarraud et Freney (2006) précise
que cette protéine est localisée en surface ou dans le périplasme et non pas uniquement dans le
cytoplasme comme chez E. coli (Garduno et al., 1998). Cette protéine semble favoriser lI'adhésion

aux cellules hotes, protozoaires ou humaines, et I'invasion des cellules HeLa (Garduno et al., 1998),
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mais ses récepteurs cellulaires ne sont pas encore identifies.

1.6.5. Les pili

La présence de pili a la surface des légionelles a été mise en évidence par microscopie
électronique (Rodgers et al., 1980). Deux types de pili sont présents : ceux de petite taille (0,1 4 0,6
pum) et ceux de taille plus importante (0,8 a 1,5 um) qui ne semblent pas étre présents en méme
temps sur une méme bactérie, mais elle peut exprimer a des instants différents I'un ou l'autre type de
pili (Stone et Abu Kwaik, 1998). L’expression de ces organelles de surface est régulée par divers
génes codant pour les protéines de ces pili tels que pilB, pilC, pilD ou pilE (Jarraud et Freney,
2006). Les pili longs ont été rapprochés des pili de type IV, désignés pili CAP (competence and
adherence associated pili) car intervenant dans l'adhésion des légionelles aux cellules hotes
(Swanson et Hammer, 2000). L'étude d'un mutant dont I'expression du pili de type 1V était diminuée
a montré une adhérence aux cellules HeLa, aux macrophages (U937) et aux amibes Acanthamoeba
polyphaga diminuée de 50 %. Les pili n'interviendraient pas dans les mécanismes de multiplication

intracellulaire des légionelles.

1.6.6. Les flagelles

Les légionelles sont motiles par la présence d’un ou plusieurs flagelles pouvant atteindre 8
um de long et d’environ 14 a 25 nm de diameétre (Rodgers et al., 1980 ; Chandler et al., 1980). Le
flagelle est composé d’une protéine majeure, FlaA, régulée par le géne flaA (Dietrich et al., 2001).
La flagellation des 1égionelles est dépendante des conditions de croissance (température milieu,...)
(Bosshardt et al., 1997) et des phases du cycle de multiplication intracellulaire, puisqu’elle
s’exprime au cours de la phase dite infectieuse (transmissive) lors de son relargage dans
I’environnement. Les travaux de Dietrich et al. (2001) montrent que I’infection de cellules hotes
(Cellules HL-60 et amibe A. castellanii) par un mutant flaA de Legionella pneumophila souche
Corby est réduite, démontrant ainsi 1I’importance du flagelle durant les premicres étapes de

I’infection et de la liaison avec les cellules hotes.

1.6.7. Les lipopolysaccharides (LPS)

Classiquement, chez les bactéries a gram négatif, les LPS sont composés de 3 parties, de
I’intérieur vers I’extérieur de la cellule : le lipide A ancré dans la membrane externe, le core et la
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chaine O spécifique. Dans le cas des légionelles, le LPS constitue des antigenes spécifiques des
différents sérogroupes utilisés pour la classification des souches de légionelles (Joly et al., 1986). Il
présente des spécificités au niveau du lipide A et de la chaine O. Selon Z&hringer et al. (1995), le
lipide A du LPS se distingue de celui des autres bactéries a gram négatif par la présence de grandes
quantités d’acides gras ramifiés (40 a 90%). La chaine O spécifique est un homopolymere d’un
dérivé 5-N-acétimidoylé et 7-N-acétylé de 1’acide légionaminique (acide 5,7-diamino-3,5,7,9-
tétradésoxy-D-glycéro-D-galacto-non-2-ulosonique). Les N-méthylations et le degré de O-
acétylation de cette chaine définissent les sérogroupes et influencent I’hydrophobicité. Ceci laisse a
penser que ses interfaces hydrophobes (Knirel et al., 1994) jouent, ou sont suspecté jouer un réle
fondamental dans 1’adhésion - agrégation des légionelles a des surfaces, des biofilms ou des cellules
hotes (Luneberg et al., 1998).

1.6.8. Systemes de sécrétion

Les Legionella sont dotées d'un systeme de sécrétion de type Il permettant le transport de
phosphatases, d'une RNAse, d'une zinc metalloprotéase, de mono- et tri-acylglycerol lipases, de la
phospholipase A, de la lypophospholipase A et de la p-nitrophenyl phosphorylcholine hydrolase. Ce
systeme dépend de I’expression d’un ensemble de genes inclus dans les loci pilBCD et IspFGHIJK
(Rossier et al., 2001). La mutation de pilD empéche la légionelle d'infecter les cellules hotes quelles
qu'elles soient tandis que la mutation de IspGH n'empéche que sa multiplication dans les amibes
(Hales et al., 1999 ; Aragon et al., 2000). Les facteurs sécrétés comprennent aussi la l1égiolysine qui
a pour role I'némolyse, la pigmentation marron et la résistance accrue a la lumiére chez L.

pneumophila mais sans intervenir dans la croissance intracellulaire (Steinert et al., 2001).

1.6.9. Autres facteurs de virulence

De nombreux autres facteurs sont connus pour intervenir dans la virulence chez Legionella
sans qu’on en connaisse Véritablement le role. On peut citer les genes pmi (protozoa and
macrophage infectivity), mil (macrophage infectivity loci), eml (early stage macrophage-induced
locus) et enh (enhanced entry) qui participent a 1’entrée de la bactérie dans la cellule et a la
modification de la voie endosomale (Abu Kwaik et al., 1996 ; Gao et al., 1997 ; Harb et al., 2000).
Seul le gene rtxa est caractérisé comme étant impliqué dans plusieurs mecanismes bactériens
associés a la virulence a savoir : l'adhérence, la cytotoxicité, la formation de pores et I'entrée de L.

pneumophila dans la cellule héte (Cirillo et al., 2001).
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Pour finir, le gene ptsP serait lui impliqué plus en amont puisqu’il interviendrait dans la
transduction du signal pour I’expression de facteurs de virulence. Sa mutation entraine une baisse
de la multiplication des légionelles dans les macrophages et une absence compléte de réplication

dans les cellules épithéliales (Higa et al., 2001).

2. Ecologie des légionelles

Legionella est une bactérie dont le réservoir naturel est majoritairement constitué de

I'environnement hydrique. Aucun cas d'homme ou d'animal porteur sain n'a jamais éte recensé.

2.1. Les réservoirs de Legionella

Legionella étant un agent d’origine hydro-tellurique, elle est capable de coloniser des
biotopes aquatiques, tant naturels qu’artificiels, du fait de la présence de facteurs favorables a son
développement.

2.1.1. Réservoirs naturels

2.1.1.1. Les milieux hydriques

Legionella est ubiquitaire dans les environnements aquatiques, ceux-ci constituant son
principal réservoir (Fliermans et al., 1981 ; Ciesielski et al., 1984 ; Winn, 1988 ; Steinert et al.,
2002 ; Fields et al., 2002). Ortiz et Hazen (1987) ont étudié la présence de Legionella sur différents
sites de Porto Rico (16 sites marins, 8 d'eau douce et 2 échantillons provenant d'un estuaire). Sur
I'ensemble des sites, I'espéce pneumophila était la plus abondante. Cependant, d'autres especes
étaient largement répandues sur tous les sites : L. bozemanii , L. dumoffii, L. gormanii, L.
longbeachae et L. micdadei. De méme, Palmer et al. (1993) ont retrouveé des legionelles dans I'eau
de mer ; néanmoins, Legionella y est moins résistante que dans I'eau douce du fait de l'action
délétere de la salinité et des rayonnements solaires sur sa survie (Dutka et al., 1984). La bactérie est
ainsi retrouvée dans les lacs (Fliermans et al., 1981 ; Tison et al., 1983), au niveau de riviéres et de
leurs rives (Fliermans et al., 1981), dans des eaux de pluie (Albrechtsen, 2002) ou encore dans des
nappes phreatiques (Lieberman et al., 1994 ; Bhopal, 1995 ; Riffard et al., 2001 ; Brooks et al.,
2004 ; Costa et al., 2005).
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2.1.1.2. Lessols et composts

Trés peu de travaux font état de 1’isolement de Legionella dans des sols (Morris et al.,
1979). Elle a cependant été isolée de sable ou encore d'un sol humide bordant un ruisseau (USEPA,
1985). Steele et ses collaborateurs (1990) ont montré la multiplication de L. longbeachae dans un
sol. En étudiant une épidémie de maladie du légionnaire survenue dans le sud de I'Australie entre
1988 et 1989, ces mémes auteurs ont découvert la présence de la bactérie dans du compost, la
bactérie étant capable d'y survivre pendant 7 mois a température ambiante. D'autres auteurs ont
également constaté I'existence de Legionella dans ce type de milieu (Koide et al., 2001 ; CDC, 2000
; Koide et al., 1999 ; Hughes et Stelle, 1994 ; Stelle et al., 1990a et b). Ainsi, la présence et la survie
prolongée de Legionella dans les composts suggérent que ce sol, probablement du fait de la
présence d’eau, pourrait étre un habitat naturel de la bactérie et constituer une source d'exposition
pour I'nomme. L. longbeachae a d'ailleurs été associée a plusieurs cas d'infection lors de I'utilisation
de ce compost (CDC, 2000 ; Koide et al., 1999 ; Steele et al., 1990a).

2.1.2. Réservoirs artificiels : les systemes hydriques

Legionella, du fait de son ubiquité dans les milieux hydriques naturels, peut coloniser des
environnements hydriques artificiels lorsque les conditions sont favorables : des températures d'eau
comprises entre 35°C et 45°C, une éventuelle stagnation de I'eau, la présence de certains minéraux
(fer, silicone), les dép6ts de tartre, la présence d'autres micro-organismes... (Kramer et Ford, 1994 ;
Lin et al., 1998 ; Steinert et al., 2002). Ainsi, de nombreux réservoirs artificiels aquatiques
pourraient permettre I'amplification et la dissémination de Legionella présentes dans I'eau potable
(USEPA, 1985). Parmi ceux-ci, on retrouve les réseaux de distribution d'eau, les tours
aeroréfrigérantes, les équipements de thérapie respiratoire, les systemes de climatisation, bains a

remous...

2.1.2.1. Les systemes de distribution d'eau potable

Legionella est présente au niveau de points d'usage tels que des robinets, pommes de douche
mais aussi dans des ballons d'eau chaude... Beaucoup d'études ont ainsi révélé la présence de la
bactérie dans les systéemes de distribution d'eau potable aussi bien dans des hopitaux, des
établissements communautaires (hoétel, immeuble), que dans des réseaux municipaux. Nous en

avons répertoriées quelques unes pour exemple (Tableau 3).
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Tableau 3 : Présence de Legionella dans les réservoirs et systemes de distribution d'eau

potable.
Cadre Concentrations retrouvées Références
~2,5.10° UFC/mL Leoni et al., 2005
Perola et al., 2005
Hopital Alary et Joly, 1992

Goetz et al., 1998
Pan et al., 1996

Concentration moyenne de 1, 9.10°
UFC/L et 19, 4 % des échantillons Borella et al., 2005
sont > 10* UFC/ml

Qualitatif : présence de colonies ou
pas (7 echantillons positifs sur 20)

Hotel
Alexiou et al., 1989

Hossain et Hoque, 1994
Stout et al., 1992
Leeetal., 1988
Witherell et al.,1988

~ 10° UFC/mL States et al., 1987
Benson et al., 1996
Broadhead et al., 1988

Réseaux municipaux

La colonisation des réseaux d'eau semble en partie déterminée par la température. Des
études réalisées en milieu hospitalier ont montré que la présence des bactéries était plus fréquente
lorsque la température de I'eau circulant dans les tuyaux était inférieure & 50°C ou 60°C (Plouffe et
al., 1983 ; Vickers et al., 1987). De méme, une étude réalisée sur 55 résidences aux Etats-Unis a
montré que les réseaux d'eau contaminés par Legionella présentaient en moyenne une température
de 40,5°C (Lee et al., 1988). S'ajoutent a cela le mauvais entretien et I'ancienneté des ballons de
stockage d'eau chaude des installations (Alary et Joly, 1992 ; Vickers et al., 1987).

Enfin, les matériaux utilisés dans les réseaux de distribution jouent egalement un role. Le
cuivre semble limiter plus ou moins durablement la colonisation a lI'inverse des matériaux plastiques
(PVC, PE, PEX) qui semblent la favoriser (Van des Kooij et al., 2005 ; Rogers et al., 1994 ;
Bezanson et al., 1992).
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2.1.2.2. Tours aéroreéfrigérantes

Les tours aéroréfrigérantes (TAR) sont des systemes de refroidissement d'eau. Il en existe
deux types : par voie humide et par voie séche. Ces derniéres ne présentent aucun risque de
dissemination de Legionella puisqu'elles ne permettent pas de pulvérisation d'eau dans l'air. Au
contraire, les TAR par voie humide présentent un réel risque de dissemination du fait de leur mode
de fonctionnement. Elles constituent des échangeurs de chaleur « air/eau » dans lesquels I'eau a
refroidir est en contact direct avec l'air ambiant. A l'intérieur d'une TAR, l'eau a refroidir est
pulvérisée en fines gouttelettes en partie haute de la tour. Elle s'écoule ensuite sur une surface
d'échange thermique qui, de par sa structure, augmente les surfaces de contact entre I'air et I'eau et
donc I'échange thermique. L'eau refroidie est collectée dans un bassin de rétention en bas de la tour
avant de retourner vers I'échangeur ou le procédé a refroidir. Dans ce systeme, l'air est mis en
mouvement par un ventilateur (tirage forcé) ou par un courant d'air (tirage naturel). Ce flux d‘air se
charge en humidité et entraine les gouttelettes d'eau. Pour limiter le plus possible ce phénomeéne, un

séparateur de gouttelettes est placé en haut de la tour (Figure 5).
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Figure 5 : Schéma d'une TAR par voie humide.
(d'apres http://installationsclassees.ecologie.gouv.fr)
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De trés nombreuses épidémies a Legionella ont été associées a des TAR (Nhu Nguyen et al.,
2006 ; Brown et al., 1999 ; Addiss et al., 1989 ; Friedman et al., 1987 ; Cordes et Fraser, 1980 ;
Ishimatsu et al., 2001) (Tableau 4).

Tableau 4 : Concentrations en Legionella retrouvées dans les TAR lors d’épidémies.

Références Concentration en légionelles dans les TAR
Brown et al., 1999 Entre 0,1.10° et 9,2.10° UFC/mL
Friedman et al., 1987 ~ 3.10° bactéries/mL
Ishimatsu et al., 2001 ~1,2.10° UFC/mL

2.1.2.3. Autres installations

Les piscines (récréatives ou thermales) et spas constituent un trés bon habitat pour
Legionella car ils sont maintenus a des températures favorisant leur croissance (Hedges et Roser,
1991). Ces installations peuvent produire des gouttelettes d'eau de taille respirable (inférieure a 5
um) pouvant potentiellement transmettre Legionella a I'homme (Jernigan et al., 1996 ; Benin et al.,
2002).

La bactérie est également retrouvée dans d'autres installations comme les fontaines
décoratives (Correia et al., 2001 ; Heng et al., 1997 ; Hlady et al., 1993), les machines a glace
(Bangsborg et al., 1995 ; Graman et al., 1997), les nébulisateurs (Blatt et al., 1993 ; Mahoney et al.,
1992 ; Woo et al., 1986), des equipements de thérapie respiratoire et dentaire (Yu, 1993 ; Atlas et
al., 1995 ; Zanetti et al., 2000) ou encore les humidificateurs (Zuravleff et al., 1983 ; Mahoney et
al., 1992).

Pour finir, Legionella a été retrouvée dans des stations de traitement d'eaux usées. Palmer et
ses collegues (1993) ont mis en évidence la présence de la bactérie au niveau de toutes les phases du
processus de traitement de I'eau sans noter de diminution significative de la population bactérienne
tout au long de ce processus. Peu de temps aprés, Palmer et al. (1995) ont detecté par PCR et
immunofluorescence directe, la présence de Legionella méme aprés I'étape de chloration.
Cependant, les bactéries n'étant plus cultivables, ils émettent I'nypothese que ce traitement conduit
Legionella a I'état de bactérie viable non cultivable. Ceci a en effet été démontré lorsque la bactérie

est soumise a un traitement oxydant (Bej et al., 1991 ; Alleron et al., 2008 ; Garcia et al., 2007).
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Pour finir, il est également important de souligner le paradoxe qui existe entre les
nombreuses exigences de Legionella pour croitre en laboratoire (L-cystéine, fer, pH, ...) (§ 1.4.)
alors qu’elle montre des capacités extraordinaires a vivre dans des milieux oligotrophes (pauvres en
éléments nutritifs) tels que 1’eau potable ou encore dans des sols de différentes natures. Comme
nous le verrons dans le paragraphe suivant (8 1.2.2), Legionella est retrouvée dans des
environnements dont les conditions de température, pH, oxygeéne dissous... sont tres différentes des
conditions de laboratoire et ne permettraient pas a priori sa croissance. Le premier a avoir mis en
évidence ce paradoxe est Rowbotham (1980). Il a en effet noté la tres large présence de légionelles
dans des milieux hydriques dans lesquels les nutriments requis pour la croissance de Legionella en
laboratoire sont rarement présents (en particulier la L-cystéine). C’est ainsi qu’il a émis 1’hypothése
d’une interaction entre légionelles et amibes ; ces derniéres constituant une niche écologique
permettant aux légionelles de s’adapter aux conditions défavorables de I’environnement
(Rowbotham, 1980). Cette hypothése a été validée a plusieurs reprises par de nombreux auteurs
(Abu Kwaik et al., 1997 ; Barker et al., 1992 ; Barker et al., 1995 ; Kilvington et al., 1990) (8§ 2.4).
De méme, I’existence de bactéries favorisant la croissance de Legionella dans le biofilm a

également été décrite (Wadowsky et al., 1983 ; Stout et al., 1985) (§ 2.2.3.).

2.2.  Survie de Legionella dans I'environnement

La détection de Legionella se fait classiquement par culture. Cependant, 1’absence de
croissance sur milieux de culture classiques n’est pas le signe d’une absence totale de bactéries dans
I’échantillon. En effet, au sein d’une population bactérienne, il est concevable que la physiologie
des cellules présente une hétérogénéité et se traduise par une gamme d’états allant des bactéries
mortes a celles qui sont cultivables en passant par une fraction métaboliquement active mais ayant
perdu temporairement leur capacité a cultiver ; elles se trouvent dans une phase de « survie » en
attendant des conditions favorables a leur croissance. La compréhension des parametres influengant
leur survie peut s’avérer tres utile dans le cadre d’une démarche de prévention vis-a-vis du risque lié

aux légionelles ou de désinfection d’installations contaminées.

2.2.1. Facteurs influencant la survie de Legionella dans I'eau

Les populations bactériennes vivant dans les environnements aquatiques sont fréquemment

exposées a de forts stress dus a des variations de température, teneur en oxygene, pH, salinité (Ohno

20



et al., 2003) voire de rayonnements solaires et ultraviolets (Dutka, 1984). Les paragraphes qui

suivent décrivent la survie de Legionella selon les variations de ces paramétres.

2.2.1.1. Température

La température est probablement 1’un des facteurs les plus importants gouvernant la survie
et/ou la multiplication de Legionella. Méme s’il est communément admis que Legionella se
multiplie dans les milieux hydriques a des températures comprises entre 20°C et 45°C et qu’elle est
capable d’y survivre entre 6°C et 66°C (Habicht et Muller, 1988 ; Wadowsky et al., 1985 ;
Fliermans et al., 1981 ; Tison et al., 1980) (Figure 6), elle serait capable, au regard de certaines
études, de survivre dans une gamme de températures plus large encore. Pour preuve, elle a été
détectée par immunofluorescence directe dans des eaux douces naturelles dont la température était
comprise entre 0°C (riviére gelée) et 63°C (Bornstein et Fleurette, 1992 ; Fliermans et al., 1981) et
dans des eaux potables de 3-4°C a la sortie de station de potabilisation (Wullings et Van der Kooij,
2006).

Ohno et ses collaborateurs (2003) ont étudié la survie de L. pneumophila sgl (souche
Suzuky) dans des microcosmes d’eau de source chaude a différentes températures : 25°C, 42°C,
45°C et 50°C. Ils observent une décroissance rapide de la cultivabilité (environ 10 jours) au-dela de
45°C. Cependant, I’intégrité membranaire (évaluée au moyen du marquage BacLight), qui témoigne
de la survie, est conservée durant les 61 jours d’expérimentation jusqu’a 45°C. A 50°C, cette
intégrité membranaire n’est plus retrouvée apres seulement 8 jours d’observation. D’autres auteurs
travaillant sur la cultivabilité de L. pneumophila dans 1’eau potable ont observé une perte de
cultivabilité dés 25 jours d’incubation a 42°C (Wadowsky et al., 1985), ce qui ne correspond pas
aux résultats de Ohno et al. (2003). Ces divergences entre les études peuvent s’expliquer par des
variations de conditions expérimentales, des souches de légionelles avec des états physiologiques

différents, ...
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Figure 6 : Représentation schématique du comportement de Legionella en fonction de la

température.

(d’aprés Pecharman, 2002)

2.2.1.2. Teneur en oxygene dissous

Legionella étant une bactérie aérobie, dans une eau potable, sa multiplication est impossible

si la teneur en oxygene dissous est inférieure a 2,2 mg/L (Wadowsky et al., 1985). En effet, en

condition anaérobie, la population bactérienne est diminuée d’1,7 log en 28 jours contre une

augmentation d’1,6 log de Legionella en condition aérobie & 35°C (Figure 7).
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Figure 7 : Effet des conditions aérobie et anaérobie sur la croissance de Legionella
pneumophila dans une eau a 35°C.

(Wadowsky et al., 1985)
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A Tinverse, une teneur trop importante en oxygene dissous dans I’eau aurait un effet
inhibiteur sur la cultivabilité des Iégionelles (Borella et al., 2005 ; Fliermans et al., 1981). En effet
Fliermans et ses collegues (1981) montrent une diminution de celle-ci lorsque les teneurs en
oxygene excedent 5 mg/L d’oxygeéne dissous. Ceci a été confirmé plus récemment par Borella et ses
collaborateurs (2005) : une teneur en oxygéne dissous supérieure & 3 mg/L est protectrice face a la
présence de Legionella cultivables dans les réseaux d’eau.

Cependant, ces résultats sont a nuancer puisque Fliermans et al. (1981) ont isolé des L.
pneumophila cultivables d’échantillons d’eau provenant de lacs, puits et riviéres dont les niveaux
d’oxygéne dissous variaient de 0,3 a 9,2 mg/L. Cela montre une fois de plus I’incroyable capacité

d’adaptation dont peut faire preuve cette bactérie.

2.2.1.3. pH

Le pH constitue également un facteur important dans la survie des légionelles dans 1’eau.
Wadowsky et al. (1985) ont étudié son influence sur des échantillons d’eau potable prélevés dans
des réservoirs d’eau chaude infectée par Legionella. Ils ont ajusté le pH de 1’eau par ajout d’acide
(HCI) ou de base (NaOH) et ont observé que la croissance de Legionella dans 1’eau potable est
possible pour des pH variant de 5,5 a 9,2 avec un optimal a 6,9 (Wadowsky et al., 1985). Plusieurs
é¢tudes mettent en évidence, par le biais de I’analyse d’échantillons d’eau potable issus
d’installations naturellement contaminées, la large gamme de pH dans laquelle peut survivre
Legionella : de 6,4 a 8,5 (Leoni et al., 2005 ; States et al., 1987). Ohno et ses collaborateurs (2003)
ont étudié la cultivabilité et la survie cellulaire (mesurée par 1’intégrité membranaire) de Legionella
pneumophila sg 1 introduites expérimentalement dans des échantillons d’eau de sources chaudes
(42°C). lls ont établi que L. pneumophila sg 1 n’¢était rapidement plus cultivable a pH 2 (environ 15
jours) ; la cultivabilité disparait aprés 20 jours aux pH 5 et 10 malgré le maintien de la survie
cellulaire sur toute la période de 1I’étude (61 jours). A pH 6 et 8, la cultivabilité de la bacterie
inoculée dans I’eau de source chaude décline progressivement (Figure 8). Ainsi, leur étude montre
une meilleure survie a pH 8, contrairement a Wadowsky et al. (1985) et Katz et Hammel (1987) qui
situaient le pH optimal aux alentours de 7. Cette variabilité des données s’explique a nouveau

probablement par des conditions opératoires différentes, ce qui rend la synthése délicate.
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Figure 8 : Effet du pH sur la survie de Legionella en microcosme constitué d’eau de source
chaude (42°C) : pH 2 (a), pH 5 (b), pH 6 (c), pH 8 (d), pH 10 (e).
(e, nombre total de cellules bactériennes ; o, nombre de cellules viables (apprécié par I’évaluation
de I’intégrité membranaire a I’aide du marquage BacLight) ; x, nombre de cellules cultivables)
(Ohno et al., 2003)

2.2.1.4. Salinité

La présence de Legionella dans les eaux salées a été peu étudiée et les quelques travaux
recensés ne distinguent pas les bactéries métaboliqguement actives ou non (Palmer et al., 1993 ;
Ortiz-Roque et Hazen, 1987). D’autres travaux ont porté sur 1’effet conjugué de la salinité et de la
température sur la croissance de L. pneumophila. Ils ont montré que pour des températures
comprises entre 4°C et 20°C, les variations de concentration des sels ont peu d’influence sur la
culture de Legionella (Heller et al., 1998). Dans cette gamme de tempeératures, Legionella est
cultivable dans des solutions allant jusqu’a 3 % de salinité. Par contre, pour des températures plus

élevées, entre 30°C et 37°C, les fortes concentrations en sels (supérieures a 1,5 %) provoquent une
forte diminution du nombre de bactéries cultivables.

2.2.1.5. Rayonnement solaire

Les légionelles présentes en eau peu profonde verraient leur croissance affectée par le

rayonnement solaire. On observe en effet un abattement de 5 log de Legionella cultivables apres 6
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heures d’exposition solaire naturelle (Dutka, 1984). Cette méme étude a mis en évidence le fait que
Legionella soit plus résistante dans 1’eau que d’autres bactéries telles que Pseudomonas aeruginosa
ou E. coli pour lesquelles la perte de cultivabilité est totale aprés respectivement 4 et 3 heures
d’exposition solaire naturelle (Dutka, 1984). Cela s’est confirmé avec 1’étude de Oguma et al.
(2004). On y retrouve une moindre sensibilité des légionelles aux rayonnements U.V. par rapport a
E. coli. Deux hypothéses sont avancées pour expliquer cela. D’une part, Legionella posséde une
activité photolyase plus importante que E. coli et a la capacité de réparer son contenu pyrimidique
plus rapidement (Oguma et al., 2004). D’autre part, Tully (1991) a mis en évidence un plasmide
conjugatif de 69 kb conférant aux souches de L. pneumophila une sensibilité moindre vis-a-vis des

rayonnements U.V. par le biais de mécanismes encore inconnus.

2.2.1.6. Présence de minéraux

Il est en effet reconnu que les minéraux jouent un réle important dans le métabolisme
bactérien (Dawes, 1985). Néanmoins, concernant Legionella, aucune relation n’a été trouvée entre
la présence de certains sels minéraux tels que CI, NO*, NO*, PO,*, SO, et la présence de
Legionella dans 1’eau (Devos et al., 2005). Une premiére approche, initiée par States et ses
collégues (1985), a cependant montré qu’un niveau faible de certains minéraux tels que le fer, le
zinc et le potassium était un facteur important dans la survie et la multiplication de L. pneumophila
dans I’eau du robinet. A I’inverse, des niveaux trop élevés (10 & 100 mg/L) de ces minéraux sont

toxiques.

2.2.2. Survie dans l'air

Legionella est transmise a I’homme par le biais d’aérosols (ensemble de particules, solides
ou liquides ou les deux, en suspension dans un milieu gazeux et présentant une vitesse de chute
négligeable (par convention < 25 cm/s). Il n’en demeure pas moins que I’air constitue un
environnement extréme pour la plupart des bactéries, entrainant une létalité importante de ces
micro-organismes. Les quelques études menees dans le but de collecter et denombrer les Iégionelles

dans les aérosols sont répertoriées ci-dessous (Tableau 5).
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Tableau 5 : Concentrations en légionelles dans I’air par différentes techniques d’analyses.

o Concentration dans ’air
_ Principe de o
Site Volume d’air Legionella References
collecte
échantillonné (L) UFC/m®
Impaction liquide 240 2,3.10°
Tour Breiman et al., 1990b
Impaction solide 810 !
Impaction solide 849 0
Tour Ishimatsu et al., 2001
Impaction liquide 600 90
Tour Impaction liquide 40 000 0
Tour Impaction liquide 40 000 0
Tour Impaction liquide 40 000 0
_ Mathieu et al., 2006
Tour Impaction liquide 40 000 0
Bassin Impaction liquide 40 000 5,4.10°
Bassin Impaction liquide 40 000 3,3.10°
Douche Impaction solide ND 190 )
Breiman et al., 1990a
Douche Impaction solide ND 60
Douche Impaction liquide 7 500 0,27 )
_ Dennis et al., 1984
Douche Impaction liquide 7 500 0,4
Douche Impaction solide 850 6
i i Bollin et al., 1985
Douche Impaction solide 850 3,5
Bassin Impaction liquide Entre 19 500 de 1,7 23 300 Blatny et al., 2008
et 39 000

Tres peu de travaux, et pour la plupart assez anciens, font état des dommages et/ou de
I’action au niveau cellulaire subis par les Legionella aérosolisées face aux conditions
environnementales. D’autre part, ces essais sont réalisés sur des souches pures et dans des
conditions de laboratoire que I’on sait trés éloignées des conditions environnementales. On peut
noter entre autres la présence dans 1’environnement de matieéres organiques ou inorganiques qui
pourraient jouer un rble important dans la survie des légionelles aérosolisées. Enfin, chez
Legionella, il semblerait que les effets dus a des stress environnementaux soient variables en
fonction des espéces et sérogroupes (Dennis et al., 1988). La survie dans un aérosol genére,
mesurée par I’intégrité membranaire des 1égionelles, est accrue pour la souche épidémique Lens (L.
pneumophila sgl) par rapport a I’espéce L. pneumophila sg 6 (souche environnementale) : aprés 70
heures d’études de survie, 80 % de 1’aérosol de la souche Lens a une intégrité membranaire intacte
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contre seulement 10 % pour L. pneumophila sg 6. (Ha, 2005). Cependant, il n’a été décelé aucune
différence quant a leur capacité a cultiver suite a 1’aérosolisation. De plus, une étude a montre des
survies dans 1’air trés différentes entre L. pneumophila sg 1, L. micdadei et L. bozemanii (Figure 9),
les deux dernieres ayant une meilleure survie que L. pneumophila dans les conditions

expérimentales utilisees.
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Figure 9 : Comparaison de la survie dans I’air de L. pneumophila sg 1 (A), L. micdadeii
(m) et L. bozemanii (o) a 60 % d’humidité relative et 20°C.
(Dennis et Lee, 1988)

Les stress de I’environnement auxquels sont soumis les bioaérosols ont été décrits par
Hambleton et al. (1983) et Cox (1989) : 1’état physiologique de la bactérie, ’humidité relative de

I’air, la température, 1’oxygene, 1’ozone, les rayonnements U.V., rayons 7y et rayons X.

2.2.2.1. Phase de croissance de la bactérie

L’influence de I’état physiologique des bactéries aérosolisées sur leur survie dans le milieu
aerien a été etudiée par Hambleton et ses collegues (1983). Ils ont étudié ’effet de 1’activité
métabolique des bactéries aéroportées sur leur survie en termes de cultivabilité. Ainsi, les travaux
ont porté sur des bactéries en phase stationnaire de croissance et d’autres en phase exponentielle de
croissance. Il s’est avéré que des suspensions aqueuses de souche pure de L. pneumophila sont plus

stables dans les aérosols lorsque la bactérie est en phase stationnaire de croissance.
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2.2.2.2. Humidité

Au travers de quelques études sur des souches pures en laboratoire, il s’est avéré que la
survie des légionelles dans un aérosol était trés influencée par le taux d’humidité environnant la
bactérie. Les études de survie de la bactérie dans les aérosols ont montré une persistance accrue de
Legionella lorsque I’humidité relative (H.R.) de I’air était de 60 %, allant, selon les auteurs, de 1 &
30 minutes (Dennis et Lee, 1988 ; Hambleton et al., 1983 ; Berendt, 1980). Hambleton et al. (1983)
observent qu’un tiers de la population bactérienne reste cultivable a 20°C et 65 % d’H.R. pendant
30 minutes aprés aérosolisation et que dans ces conditions, elles peuvent survivre au moins 2

heures.

2.2.2.3. Oxydants de ’air

La plupart des bactéries aérosolisées sont sensibles aux effets de I’oxygeéne de ’air (Israeli et
al., 1994). Aucune étude n’ayant traité ces effets sur Legionella, nous exposerons quelques unes des
données concernant d’autres micro-organismes.

La toxicité¢ de 1’O, augmente avec le temps d’exposition, le degré d’humidité relative et la
concentration en oxygene (Israeli et al., 1994). L’effet 1étal de 1’0, qui est maximum a une
concentration de 30 % a été observé pour un taux d’H.R. inférieur a 70 % (Hess, 1965 ; Cox, 1989).

De plus, 1’ozone présente un caractére létal pour les micro-organismes aérosolisés en
fonction du taux d’oléfines (hydrocarbure insaturé comprenant au moins une double liaison
carbone-carbone) dans 1’atmosphere. L’O.A.F. ou « Open Air Factor » désigne I’ensemble des
produits de réactions toxiques de 1’ozone-oléfines. L’O.A.F. réagit avec les acides gras pour former
des substances toxiques comme les hydroperoxydes; sa toxicité pour une bactérie est donc
directement liée a la proportion de lipides contenus dans sa paroi. Or, du fait de la riche composition

en lipides de leur paroi, les bactéries a Gram négatif seraient plus sensibles aux O.A.F. (Cox, 1989).

2.2.2.4. Rayonnements solaires

Qu’il s’agisse de rayonnements X, y ou U.V., tous ont un effet délétere sur les cellules
bactériennes en provoquant des réactions radicalaires altérant les acides nucléiques (Cox, 1989). A
plusieurs reprises il a été observé un meilleur taux de survie des bactéries aérosolisées en 1’absence
de rayonnement solaire : la cultivabilité variait d’un facteur 2,6 a 8,3 selon que 1’aérosol subissait
ou non ces rayonnements (Goff et al., 1973 ; Fedorak et Westlake, 1978). Dans le méme sens, Ha

(2005) a observé qu’une exposition a une dose d’U.V. —A d’environ 30 W/m?2 (exposition solaire
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d’une journée hivernale) engendre une perte de cultivabilité de 83 % de 1’aérosol de Legionella

comparé a un aérosol soumis a 1’obscurité.

2.2.3. Survie dans les biofilms

Un biofilm se definit comme un ensemble de micro-organismes associés a une matrice de
polyméres extracellulaires (E.P.S.), adhérant a une surface (Donlan, 2001 ; Costerton et al., 1995).
En effet, les micro-organismes ont une tendance naturelle a se développer préférentiellement sur
une surface plutét qu’en suspension. Un biofilm est une structure organisée qui présente cependant
des hétérogénéités spatiales et physiologiques. La formation d’un biofilm est un processus
dynamique qui se déroule en plusieurs étapes : le transfert et le dépdt de bactéries sur un support via
des mécanismes physico-chimiques, puis les phénoménes biologiques prennent le pas et une
croissance de cellules adhérées se produit ; enfin, des phénomenes de détachement se produisent
notamment a la faveur de conditions hydrodynamiques (cisaillement). La production des polymeres
extracellulaires intervient des les premiers moments du dép6t sur la surface et est régulée
génétiquement (Lejeune, 2003). Le biofilm est exclusivement lié a un processus bactérien, mais
d’autres micro-organismes y adherent : virus, algues, protozoaires, champignons. Au final, la
multiplication cellulaire et les différenciations phénotypiques aboutissent a 1’élaboration d’un
biofilm mature, et structuré (Stoodley et al., 2002) (Figure 10). Il est alors composé de
microcolonies confluentes séparées par des canaux permettant la diffusion et I’apport de nutriments
et d’oxygeéne (Costerton et al., 1995). L’organisation, la forme, la densité de ces assemblages
structurés mais hétérogenes sont modulées par les variations des conditions environnementales.

La présence de Legionella dans un biofilm favorise sa survie (Temmerman et al., 2006 ;
Murga et al., 2001 ; Rogers et al., 1994) . Quelques études ont tenté d’expliquer ce phénomeéne.
D’une part, il est probable que 1’existence de protozoaires dans ces biofilms, du fait des capacités de
multiplication intracellulaire de Legionella, est un élément en faveur de la présence de cette
bactérie. Dans ce sens, Murga et al. (2001) ont étudié 1I’'importance de Hartmanella vermiformis sur
la survie et la croissance de Legionella en biofilm dans une eau potable stagnante. Aprés des essais
sur 15 jours d’incubation, ils en concluent que cette amibe n’est pas indispensable a la présence de
L. pneumophila dans le biofilm mais qu’elle 1’est a sa multiplication.

De plus, le biofilm assure un réle de niche protectrice vis-a-vis des désinfectants (Hall-
Stoodley et Stoodley, 2005; Lejeune, 2003 ; Cargill et al., 1992). En effet, I’activité des
désinfectants comme le chlore est moins efficace contre les bactéries du biofilm que les bactéries en
suspension du fait de leur accessibilité moindre dans le biofilm (Green et Pirrie, 1993 ; Green,

1993). De plus, Williams et Braun-Howland (2003) ont mis en évidence la persistance de 1’activité
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physiologique de Legionella au niveau d’un biofilm par hybridation in situ, aussi bien avant

qu’apres un traitement a la monochloramine (4 mg/L pendant 155 minutes).

Figure 10 : Cycle de vie du biofilm.
(Stoodley et al., 2002)

(1) : Colonisation individuelle des cellules sur la surface. (2) : Production d’E.P.S. et attachement
irreversible. (3) et (4) : Développement et maturation de la structure du biofilm. (5) : Relargage de
cellules isolées a partir du biofilm.

2.3. Interactions avec d'autres espéces bactériennes

Les interactions de Legionella avec d’autres espéces bactériennes ont été décrites a plusieurs
reprises. Elles peuvent potentialiser ou a I’inverse inhiber la croissance des légionelles (par des

relations de type amensalisme, compétition ou de type parasitisme).

2.3.1. Inhibition

Certaines espéces bactériennes présentes dans l'environnement sont défavorables a la
croissance de Legionella. Certaines d'entre elles peuvent inhiber sa multiplication par la synthese de
métabolites bactéricides et/ou bactériostatiques (amensalisme, cf glossaire) ou encore au moyen

d'une activité prédatrice vis-a-vis des Iégionelles (parasitisme).
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2.3.1.1. Inhibition par bactéricidie

Plusieurs travaux ont montré 1’existence d’especes bactériennes capables d’inhiber la
croissance de Legionella (Tableau 6) tant dans les biofilms (Guerrieri et al., 2008) que sur des
milieux de culture classiquement utilisés dans la culture des légionelles (Toze et al., 1990 ; Héchard
et al., 2005). Les différentes études évoquées par la suite émettent 1’hypothése ou confirment que

cette inhibition serait due a I’existence de peptides inhibiteurs, sécrétés par un grand nombre de

bactéries.
Tableau 6 : Bactéries capables d’inhiber la croissance de Legionella.
R&férences Bactéries inhibqnt la croissance | Agents responsables
de Legionella de Pinhibition
Aeromonas
Toze et al., 1990 Pseudomonas vesicularis
Vibrio fluvialis
Peptides
Héchard et al., 2005 Staphyloccocus warneri inhibiteurs « Anti-
Legionella »
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Pseudomonas acidovorans
Pseudomonas spp.
Stenotrophomonas maltophilia
Guerrieri et al.. 2008 Aeromonas.hydrophila BLSS (Bacteriocin-
Burkholderia cepacia like substances)

Alacaligenes faecalis odorans
Acinetobacter spp.
Flavobacterium spp.
Pseudomonas fluorescens
Stenotrophomonas maltophilia
Aeromonas hydrophila
Staphylococcus aureus
Klebsiella pneumoniae
Carrington, 1979 Streptococcus pneumoniae
Bacillus spp.

streptocoques du groupe viridans

Toze et ses collaborateurs (1990) ont étudié I’inhibition que pouvait exercer une centaine
d’especes bactériennes présentes naturellement dans un réseau de distribution d’eau sur la
croissance de Legionella en milieu gelosé (BCYE). lls ont observé que 15 a 30 % d’entre elles
inhibaient la croissance d’au moins une des huit espéces de Legionella testées (L. pneumophila

(Philadelphia 1), L. bozemanii, L. dumoffii, L. gormanii, L. longbeachae, L. micdadei,
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L.oakridgensis et L. wadsworthii). Les dix especes appartenant au genre Aeromonas et un
Brevundimonas vesicularis étaient inhibiteurs de la cultivabilité de toutes les espéces de Iégionelles,
probablement par le biais de substances inhibitrices qui n’ont pas été identifiées.

Une étude de Héchard et ses collaborateurs (2005) a confirmé I'nypothese de sécrétion de
substances bactéricides en prouvant que Staphylococcus warneri sécrétait un peptide inhibiteur de
différentes souches de Legionella (Legionella bozemanii, Legionella dumofii, Legionella
longbeachae, Legionella micdadei, Legionella pneumophila Corby, Legionella pneumophila Lens
et Legionella pneumophila Paris).

Ce phénomeéne d’inhibition souléve un probléme quant a la détection de Legionella dans les
échantillons d’eau environnementaux. En effet, la présence d’espéces bactériennes capables
d’inhiber la croissance de Legionella sur gélose peut aboutir a des résultats faussement négatifs
(Makin, 1986).

2.3.1.2. Parasitisme

A ce jour, le seul parasite identifié des légionelles est I'espece Bdellovibrio bacteriovorus
(Tomov et al., 1982 ; Richardson, 1990). C’est une bactérie présente dans les sols et les eaux
contaminées. Elle posséde la particularité de se multiplier lentement entre la paroi et la membrane
cytoplasmique (bdellokyste) de la bactérie cible avant d’étre libérée dans l'environnement par
éclatement de la cellule parasitée. Une étude menée par Richardson (1990) a prouvé que des
Bdellovibrio étaient présents dans les réseaux d'eau et qu’ils étaient en mesure de parasiter les

Iégionelles qui s’y trouvaient.

2.3.2. Potentialisation

La découverte de I'effet de potentialisation de certaines especes sur Legionella s'est faite
grace a des essais de co-culture sur gelose BCYE sans L-cystéine. En effet, des colonies de
Iégionelles apparaissaient autour des colonies de I'espéce potentialisatrice. De nombreux auteurs ont
travaillé a identifier ces espéces. On compte parmi elles Flavobacterium breve (Wadowsky et al.,
1983), Flavobacterium, Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter (Stout et al., 1985)...

De plus, des cyanobactéries appartenant aux genres Fisherella spp., Oscillatoria spp. et
Phormidium spp. sont capables de fournir les nutriments nécessaires a la croissance extracellulaire
des Iégionelles dans I'environnement ; le CO, produit par Legionella serait utilisé par ces micro-

organismes photosynthétiques (Tison et al., 1980 ; Bohach et Synder, 1983). Par ailleurs, il a
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également été démontré que L. pneumophila adhére de maniere non spécifique a Fisherella spp., ce
qui lui permettrait de rester a proximité de cette source de nutriments (Bohach et al., 1983). Cette
association avec les cyanobactéries pourrait jouer un réle important dans la trés large répartition de
Legionella dans les environnements naturels. En effet, elles sont capables de proliférer en grandes
quantités dans les bassins d'eau stagnante (barrages, étangs, riviéres...) libérant ainsi de grandes

quantités de métabolites potentiellement utilisables par les Iégionelles.

2.4. Interactions avec des espéces eucaryotes

De nombreuses espéces de protozoaires pouvant servir d'hote aux légionelles ont été
répertoriées, que ce soient des amibes ou autres protozoaires ciliés. Cela pourrait expliquer que cette
espéce soit largement répandue dans I’environnement. L'adaptation vis-a-vis des eucaryotes, quant a
elle, pourrait expliquer le fait que L. pneumophila soit I'espece la plus fréqguemment impliquée dans
les infections de légionelles chez I'homme.

De nombreux auteurs suggerent que les légionelles ne peuvent se répliquer dans les réseaux
qu'a l'intérieur des protozoaires et avancent que méme si les nutriments indispensables a leur
croissance peuvent étre réunis dans une méme niche écologique, il est probable que celle-ci soit
colonisée par des bactéries a croissance rapide qui ne permettront pas le développement des
Iégionelles (Fields et al., 2002). Plusieurs faits viennent supporter I'hypothése d'une croissance
intracellulaire obligatoire (Abu Kwaik et al., 1998) :

— beaucoup de protozoaires permettent la réplication bactérienne intracellulaire (Harb et al.,

2000 ; Fields et al., 1996 ; Abu Kwaik et al., 1998),

— dans des cas d'épidémies, Legionella pneumophila et amibes ont été isolées d'une méme
source et supportent la croissance de celle-ci (Barbaree et al., 1986 ; Nahapetian et al.,

1991),

— les amibes augmentent la résistance bactérienne dans les conditions difficiles (température,

acidité, haute osmolarité) (Abu Kwaik et al., 1997),

— les amibes augmentent la résistance des Iégionelles aux biocides et aux antibiotiques (Barker

etal., 1992 ; Barker et al., 1995 ; Kilvington et al., 1990),

— les protozoaires libérent des vésicules contenant des bactéries (vésicules de taille respirable

et trés résistantes) (Berk et al., 1998),

— les protozoaires pourraient jouer un réle de cofacteurs dans la pathogénése de l'infection
pulmonaire induite par les légionelles, conduisant a I'aggravation de I'infection (Brieland et
al., 1997a),
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— le nombre de légionelles isolées a partir de la source d'infection étant généralement faible, il
serait compensé par une infectiosité beaucoup plus élevée des bactéries (O'Brien et al.,
1993),

— les légionelles a I'état viable non cultivable peuvent étre ressuscitées par co-culture avec les

protozoaires (Steinert et al., 1997).

2.4.1. Amibes

Dans I'environnement, les amibes constituent une véritable niche écologique permettant aux
legionelles de s'adapter aux conditions défavorables auxquelles elles sont confrontées. C'est
Rowbotham qui, le premier, a supposé cette interaction suite a I'observation de légionelles détectées
dans les milieux hydriques tandis que la combinaison de nutriments requise pour les faire croitre en
laboratoire (besoin en L-cystéine) est rarement présente dans l'eau
(Rowbotham, 1980). On distingue au moins 13 especes d'amibes dans
lesquelles peuvent se multiplier les légionelles : Acanthamoeba sp.,
Didasculus sp., Echinamoeba sp., Hartmanella sp., Mayorella sp.,

Naegleria sp., Schizopyrenus sp., Vahlampfia sp... Toutes ont été

isolées de systemes contaminés par Legionella (Abu Kwaik et al.,

1998; Bozue & Johnson, 1996; Steinert et al., 2002). Parmi ces ,:ig-ure 11 : Dernier stade de

la multiplication de
Legionella pneumophila dans

soupgonnées d'étre plus souvent associées a des cas de maladie du Pamibe A. polyphaga.
(Molmeret et al., 2004)

especes, Hartmannella et Acanthamoeba ont été les plus étudiées car

Iégionnaire.

La multiplication dans ces amibes est tres efficace puisqu'une seule amibe infectée peut
libérer plusieurs centaines de Iégionelles (Figure 11). Les légionelles sont capables de survivre dans
les kystes d'Acanthamoeba, a l'intérieur desquels elles sont protégées vis-a-vis de conditions
environnementales défavorables (Kilvington et al. 1990). Elles sont plus rarement retrouvées dans
les kystes d'Hartmannella, dans lesquels elles sont localisées au niveau de la paroi (Greub et al.
2003). Une étude réalisée sur les espéces L. gormanii, L. micdadei, L. steigerwaltii, L. longbeachae,
et L. dumoffii montre que leur réplication dans les cellules Mono Mac 6 (cellules macrophagiques
humaines) était améliorée en présence d'A. castellanii (Neumeister et al., 2000). Cette amélioration
n'est pas observée si les légionelles proviennent directement d’amibes infectées. Les auteurs
suggerent que des molécules sécrétées par les amibes seraient impliquées dans ce phénomene. Une
autre amibe du genre Naegleria, elle aussi trés répandue dans les eaux de surface, comprend

plusieurs especes pouvant supporter la multiplication des légionelles. Molmeret et al. (2001) ont
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montré que l'une de ces especes, Willaertia, présente la capacité de phagocyter des amibes

appartenant au genre Hartmannella, et que si celles-ci sont infectées par des légionelles, I'infection

sera transmise a Willaertia spp. : les Iégionelles survivent donc aux deux phagocytoses successives.
Enfin, une espéce particuliere d’amibe peut également, sous

certaines conditions, servir d’hote a L. pneumophila. 1l s’agit de b

I’espece Dictyostelium discoideum (Figure 12). La capacité de L. \L J

pneumophila a se développer dans ce protozoaire est fonction de son - ll\ .f ;

mode de croissance : la multiplication des légionelles sera possible si [

Dictyostelium discoideum croit en monocouche adhérée a un support Figure 12 : Image en
microscopie électronique de
Dictyostelium Discoideum.

2000). Si les nutriments viennent & manquer, ces amibes présentent ~ (Grimson et Blanton. Biological
Sciences Electron Microscopy

la particularité de pouvoir s'agréger et se différencier en éléments Laboratory, Texas Tech University)

mais pas si sa croissance se fait en suspension (Solomon et al.,

pluricellulaires (“fruiting bodies") portant des spores matures.

L’infection des amibes par Legionella se produit en trois phases (Figure 14):

- l’adhésion et I’entrée de la bactérie dans I’amibe :

Les mécanismes d’interaction entre les bactéries et la cellule hote sont mal connus. L’interaction
serait issue de la fixation de ligands bactériens, tels que les pili, a des récepteurs de surface de la
cellule hote (Abu Kwaik et al., 1998). Il a également été décrit I'implication d’une lectine
spécifique (galactose/n-acétylgalactosamine) dans ’attachement de Legionella pneumophila aux
amibes H. vermiformis (Venkataraman et al., 1997) et Naegleria lovaniensis (Declerck et al., 2007).
Chez Acanthamoeba castellanii, c’est la lectine MBP (mannose . . ::-,;‘5;‘9

binding lectin) qui serait impliquée (Declerck et al., 2007). Une fois le #

premier contact amibe-légionelle amorcé, I’entrée de la bactérie dans

’ : 4. i ¥ A h',
I’amibe se fait : N

- par phagocytose conventionnelle (décrit pour H. vermiformis  Figure 13 : Phagocytose par

. . ) . , enroulement de Legionella
(Abu Kwaik, 1996)) faisant intervenir les récepteurs et facteurs du  pneumophila par A. castellanii.

.. B t Joh , 1996
complément (Bozue et Johnson, 1996 ; Cirillo et al., 1999), (Bozuie et Johnson )

- ou par phagocytose par enroulement (ou coiling phagocytosis) qui fait intervenir un
pseudopode s’enroulant autour de la bactérie (décrit pour A. castellanii, (Bozue et Johnson, 1996))

(Figure 13). Les mécanismes sont encore méconnus (Horwitz, 1984).
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- la multiplication intracellulaire :

Aprés son entrée dans I’amibe, la bactérie se trouve a I’intérieur d’un phagosome associé a des
organelles de la cellule héte telles que des mitochondries, vésicules et membrane issue du réticulum
endoplasmique (Abu Kwaik, 1996 ; Swanson et Isberg, 1993 ; Horwitz, 1984). Seulement 4 heures
apres I’internalisation de la bactérie et la formation de la vacuole de phagocytose, la multiplication
de la bactérie débute. En paralléle les légionelles échappent a la fusion phagosome-lysosme
(systemes de destruction habituellement mis en place par ces hotes pour digérer les bactéries). Ceci
est rendu possible par I’existence chez les légionelles de génes dot (defective in organelle
trafficking) et/ou icm (intracellular multiplication) codant pour un systeme de sécrétion de type IV.
Ce systeme permet la synthése et la translocation de molécules effectrices (RalF, LidA, DotA...)
dans le cytoplasme de la cellule héte (Bruggemann et al., 2006), modulant ainsi les propriétés du
phagosome et inhibant la fusion phagosome-lysosome (Cianciotto, 2001). De ce fait, Legionella est
protégée et peut se développer, d’abord dans le phagosome puis dans le cytoplasme aux dépens de

la cellule hote.

- lalyse de la cellule hote et le relargage des bactéries :

Aprés 36 a 48 heures d’infection, la vacuole de phagocytose emplit la quasi-totalité de la cellule
hote et contient un nombre important de bactéries. La lyse de la vésicule de phagocytose est la
résultante d’un ensemble de facteurs liés & un phénomeéne d’apoptose’, de nécrose? (par le biais du
systeme de sécrétion de type 1V) et a une pression mécanique (Kirby et al., 1998). Molmeret et al.
(2004) ont montré que les bactéries étaient alors dispersees, parmi les mitochondries et vésicules,
dans le cytoplasme de la cellule. Cela ne semble d’ailleurs pas perturber la réplication de Légionella
dans la cellule héte. Les légionelles seront ensuite libérées dans I’environnement et pourront donc
de nouveau coloniser des biofilms, infecter d’autres amibes ou contaminer I’Homme. Le

parasitisme des protozoaires par les légionelles permet une pollution importante du milieu extérieur.

! L’apoptose se définit comme un programme de mort par « suicide » d’une cellule hote (macrophage, cellule

alvéolaire, monocyte).

2 La nécrose induit la mort de la cellule par la formation de pores.
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Figure 14 : Schéma d’infection d’une amibe par Legionella.
(http://www.mgc.ac.cn)

2.4.2. Protozoaires ciliés

D’autres protozoaires que les amibes sont susceptibles d’étre infectés par Legionella. Il
s’agit de trois espéces de ciliés : Cyclidium sp., Tetrahymena pyriformis et Tetrahymena vorax
(Barbaree et al., 1986 ; Smith- Somerville et al., 1991; Steele et al., 1996 ). Selon les especes, on
les retrouvera plutét dans des eaux froides (20°C) (genre Tetrahymena) ou chaudes (30°C) (T.
pyriformis) (Smith- Somerville et al., 1991 ; Nahapetian et al., 1991). Smith-Somerville (1991) a
observé une croissance a 30°C de L. longbeachae, de L. bozemanii, et de plusieurs souches de L.
anisa dans les protozoaires du genre Tetrahymena. Par contre, la multiplication de certaines souches
de Legionella était beaucoup moins efficace (L. pneumophila sérogroupe 1) voire impossible (L.
micdadei et la souche L. anisa ATCC 35292) (Steele et al., 1996). Néanmoins, la croissance de L.
pneumophila dans ce protozoaire peut étre ameliorée par des températures plus élevées : a 35°C la
population de légionelles augmente de 2 a 3 logarithmes en 7 jours (Fields et al., 1984). T. vorax
permet la survie de L. pneumophila a 20°C dans des vacuoles de phagocytose (Smith-Somerville et
al., 1991). Enfin, MacNealy et al. (2002) mettent en évidence la capacité de Tetrahymena spp. a
concentrer et relarguer les légionelles issues d'une multiplication intra-amibienne dans des

vésicules.
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3. La voie de transmission

3.1. Mode de transmission

Etant donné la large prévalence de Legionella dans I’environnement, il est primordial de
comprendre les circonstances de la présence de cette bactérie dans les voies respiratoires d’un
individu, potentiellement a 1’origine d’une pneumopathie grave. De plus, les connaissances
concernant les principaux réservoirs de Legionella et les voies de transmission a I’homme seront
utiles a la mise en place de mesures préventives plus adaptées.

Legionella est transmise directement de 1’environnement a I’homme. Aucune contamination
inter-humaine n’a jamais ¢été décrite et aucun réservoir animal n’est actuellement répertorié
(Benhamou et al., 2005). L’inhalation d’aérosols infectieux issus de réservoirs hydriques contenant
la bactérie constitue 1’unique voie de contamination aujourd’hui décrite (Fields et al., 2002). Selon
Green et Lane (1957), la notion d’ « aérosol » est apparue a la fin de la premiere guerre mondiale et
a été considérée comme 1’équivalent d’une suspension liquide colloidale. La taille des particules
biologiques influence leur propension a pénétrer dans 1’arbre bronchique : plus les particules sont
petites, plus la pénétration dans les poumons est profonde ; les particules excédant 5 um de
diamétre sont retenues a ’entrée de 1’appareil respiratoire (Druett et al., 1953 ; Harper et Morton,
1953). Par ailleurs, ces particules doivent posséder un diamétre supérieur a 2 pm afin de pouvoir
contenir une ou plusieurs particules bactériennes (Baron et Willeke, 1986). Aussi, concernant les
risques de maladie du légionnaire, la taille des aérosols est aussi importante que la concentration en
légionelles dans 1’air ambiant.

Quelques contaminations par « fausse route alimentaire » (aspiration lors d’ingestion d’eau)
ont été décrites chez des patients aprés chirurgie oncologique réalisée au niveau de la téte et du cou.
Il pourrait se former un aérosol lors de ces « micro-aspirations » (Graman et al., 1997). Comme
nous 1’avons vu précédemment (§ 1.2.1.1.), la manipulation de terreau aurait ét¢ a 1’origine de cas
de maladie du légionnaire en Australie et aux Etats-Unis (Montanaro-Punzengruber et al., 1999 ;
CDC, 2000).

Tout au long du schéma de transmission de Legionella de I’environnement a ’homme, une

multitude de facteurs conditionnant la réussite de celle-ci interviennent. Ils peuvent étre liés tant a

I’environnement qu’a I’individu lui-méme (Figure 15).
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Figure 15 : Schéma des voies de transmission de I’environnement a I’homme de
Legionella.
(d’aprés Burges, 1995)

3.2. Les relations dose-effet et dose-réponse

3.2.1. Définition

L'établissement d'une relation dose-réponse ou dose-effet a pour but de quantifier la
possibilité d'effet d'un individu en fonction de la dose de micro-organismes a laquelle il a été
exposé. Cela passe par I'établissement d'une relation reliant les niveaux de pathogénes consommeés,
inhalés ou ayant été en contact avec l'individu (= dose) et la probabilite de développement
d'infection, sa séveérité ou d'autres effets sanitaires (= réponse ou effet). Tout l'intérét du modele est
de pouvoir prédire les effets pour de faibles doses, données souvent tres parcellaires voire absentes
car techniquement impossibles a mesurer.

Selon l'interprétation traditionnelle des informations sur la relation dose-réponse, il existerait
un seuil en pathogenes qu'il faudrait ingérer pour que le micro-organisme provogue une infection ou

une maladie. On dit qu'il existe un seuil si aucun effet ne se produit en de¢a d'un certain niveau
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d'exposition, mais si au-dessus de ce niveau, il est certain que I'effet se produit. Cependant a I'heure
actuelle, on privilégie davantage une autre hypothese avancgant que, étant donné la capacité de
micro-organismes a se multiplier & l'intérieur de I'n6te, une infection peut résulter de la survie d'un
seul organisme pathogene infectieux. Cela signifie que, méme si la dose est faible, il y a toujours,
au moins au sens mathématique, une probabilité d'infection et/ou de maladie. Bien entendu, cette
probabilité augmente avec la dose. Ainsi, la probabilité d'infection d'un héte qui ingere exactement

n pathogénes est exprimée par I'équation suivante :

Pint (N 5 Pm) = 1- (1- pm)"

avec pn, - probabilité que ce pathogéne survive a toutes les barriéres et colonise I'n6te

et n : nombre de pathogénes

A partir de cette fonction de base, plusieurs modeles dose-réponse en dérivent dont les plus

fréquents sont :

- le modele exponentiel : on considére qu'un seul micro-organisme peut initier une infection,
méme si cette probabilité est faible. En découle alors une relation entre la probabilité
d'infection Pjy; d'un individu en fonction de la dose N de germes a laquelle il a été expose
(Armstrong, 2004) :

Pins = 1-67™

avec r : constante réprésentant la probabilité qu'une Legionella infecte un hote donné

- le modéle Béta-poisson : la capacité d'infection de I’hote par le pathogene est représentée
par une distribution de probabilités pour tenir compte du caractére variable de ce parametre.
La formulation mathématique de cette probabilité Pinf, suivant une loi Béta de paramétres a
et B s'écrit (Armstrong, 2004) :

ou encore : Pinf =1— 1+i 2¢ 1

50
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Ces types de modeles se caractérisent par une extrapolation de type linéaire aux faibles doses, en
échelle log.

La modélisation des relations dose-effet doit cependant étre considérée comme une

description simplifiée d’interactions complexes entre des doses et des effets sanitaires.

Ces modeles présentent néanmoins des limites. En effet, ils sont basés sur des données
expérimentales ou épidémiologiques mais les relations dose-réponse dépendent a la fois de I'agent
pathogene, de I'hdte et des conditions d'exposition. L'effet dépendra alors du sérogroupe et de la
souche de l'agent pathogene sans compter que la virulence des souches de laboratoire est
généralement différente de celle de I'environnement (Bonnard, 2001).

De plus, les populations d'étude sur lesquelles sont basées les relations dose-réponse ne
correspondent pas forcément a la population la plus sensible. Les études expérimentales sont
généralement faites sur des individus sains (Philip et al., 2006) ou sur des animaux (Berendt et al.,
1980) alors que le statut immunitaire et I'dage conditionnent la réponse. Il n'est donc théoriquement
pas possible d'appliquer les résultats de I'étude expérimentale a la veéritable population de malades
(Bonnard, 2001).

Enfin, il n'est pas pris en compte que certains individus puissent développer une immunité
totale ou partielle a la maladie par le biais, par exemple, de la prise d'antibiotiques (Coleman et
Marks, 1999).

3.2.2. Données disponibles pour Legionella

3.2.2.1. Etudes sur I’animal

A I’heure actuelle, aucune relation dose-effet chez 1’lhomme n’a pu étre établie. Malgré cela,
bon nombre d’études faisant suite a des épidémies permettent de conjecturer 1’existence d’une
relation entre la dose d’exposition et le risque d’infection d’un individu (Brown et al., 1999 ;
Breimer et al., 1990 ; Addiss et al., 1989 ; Fraser et al., 1977). Ainsi, bien que les animaux ne soient
pas naturellement infectés par Legionella, leur utilisation comme mode¢le d’étude de la maladie du
Iégionnaire chez I’homme s’est révélée trés utile pour comprendre cette pathologie. Ils ont été
utilisés pour isoler la bactérie, comme modele dans 1’étude des étapes de 1’infection, pour comparer

la virulence des différentes espéces de Legionella, ainsi que pour tester les techniques de diagnostic
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et les approches thérapeutiques. Le cochon d’inde est I’espéce la plus utilisée du fait des similarités
observées avec les manifestations de la maladie du légionnaire chez I’homme : fiévre pendant
plusieurs jours, bactériémie, pneumonie (Baskerville et al., 1984 ; Davis et al., 1983) ; les signes les
plus prononcés étant la fievre et une perte de poids (Twist-Meijssen et al., 1987). Cependant,
d’autres études ont concerné des rats, gerbilles, souris, hamsters, lapins, primates et des ceufs de
poule embryonneés (Winn et al., 1982 ; Fitzgeorge et al. 1983; Patton et al., 1979).

Les voies expérimentales d’exposition employées sont multiples : inhalation (Berendt et al.,
1980), instillation nasale (Fitzgeorge et al., 1983 ; Katz et al., 1982), injection intra-trachéale (Winn
et al., 1882), ingestion (eau de boisson ou intubation gastrique) et injection intra-péritonéale
(Fitzgeorge et al., 1983 ; Hambleton et al., 1982).

Il existe des variations de susceptibilité a 1’infection des légionelles selon les espéces
animales. Comparés au cochon d’inde, les rats, singes et souris se montrent plus résistants a
I’infection de Legionella (Winn et al., 1982 ; Davis et al., 1983). Des études realisées sur les
cochons d’inde ont permis de déterminer des doses infectieuses suite a I’exposition des animaux a

des aérosols par le biais de chambres d’aérosolisation (Tableau 7).

Tableau 7 : Doses infectieuses répertoriées chez le cochon d’inde a travers plusieurs études.

Dose infectieuse retenue Svmotomes Reéférences
(UFC) ymp
200 Breimer et Horwitz, 1987
4-12 100 % d’épisodes fébriles Twisk-Meijssen et al., 1987
8,0.10° Jepras et al., 1985
12,0.10° 100 % de fiévre et perte de poids Davis et al., 1983
200 Fitzgeorge et al., 1983
2,6.10° Meenhorst et al., 1983
123?103 100 % d’¢épisodes fébriles '\[’)'Z\'/'fsreit;' 1158823
2,4.10° Baskerville et al., 1981
129 Berendt et al., 1980

Comme nous pouvons le remarquer dans le tableau 7, les doses infectieuses sont tres
variables d’une étude a Pautre : de 4 UFC & 12,0.10° UFC. Ceci peut étre en partie expliqué par
I’hétérogénéité de la notion d’ « infection » pour tous ces auteurs. Celle-ci se caractérise toujours
par une perte de poids et un etat fébrile mais qui correspond, selon les études, a une augmentation
d’1°C (Meenhorst et al., 1983), une température > 40°C (Fitzgeorge et al., 1983) ou encore a deux
jours a une température > 40°C (Davis et al., 1982). De plus, ces études n’ont été réalisées que sur

Legionella pneumophila sérogroupe 1, ne permettant pas de confirmer ou infirmer les tendances
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épidemiologiques montrant L. pneumophila plus virulente que les autres especes de Legionella.

De plus, les études sur les cochons d’inde nous informent sur la dose létale 50 ou DLsy qui
correspond a la dose de Iégionelles entrainant le déces de 50 % des animaux. Les DLsy présentent la
encore de grandes disparités entre les études : entre 3,0.10° UFC et 6,3.10° UFC (Tableau 8). Ces
différences sont probablement attribuables a des facteurs non répertoriés par les auteurs et qui
influencent pourtant la létalité : le temps d’exposition a Legionella, les antécédents et 1’age de

I’animal ainsi que le délai d’attente jusqu’au déces.

Tableau 8 : DL50 observées chez des cochons d’inde suite a une exposition a Legionella.

\oie d’administration DLso (UFC) Références

Intra-péritonéale 3,00.10°
1.40.10° Berendt et al., 1980
1,00.10° Fitzgeorge et al., 1983
5,00.10% Dennis et Lee, 1988
3,00.10° Nowicki et al., 1988

Inhalation 1,00.10*

2,00.10% Mauchline et al., 1994
6,31.10"
6,17.10°
6.31.10° James et al., 1995

En utilisant deux voies d’administration de 1’agent pathogene, Berendt et ses collaborateurs
(1980) ont montré que cela influencait la dose 1étale chez le cochon d’inde. En effet, il existe plus
d’un log de différence entre 1’injection intra-péritonéale et ’inhalation, cette derniére étant plus

létale.

3.2.2.2. Extrapolation des données 2 ’homme

Les doses infectantes (DI) étant inconnues chez 1’homme, le seul moyen d’appréhender son
risque de contracter une maladie du légionnaire est d’utiliser les données animales et de les
extrapoler. Ces doses infectantes correspondent a la biomasse bactérienne nécessaire pour induire
une infection in situ au contact de I’interface épithéliale alvéolaire de 1’animal exposé. La
concentration bactérienne est obtenue par culture a partir des poumons animaux post mortem. Dans

leur étude, Kliment (1973) et Palm et al. (1956) estiment que le taux de rétention pulmonaire des
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particules inhalées < 5 um est de 50 %. Cela signifie que la dose d’exposition environnementale a
Legionella dans les aérosols respirables est environ estimée au double des doses reportées dans la
littérature méme si cette estimation ne prend pas en compte les pertes de viabilité des bactéries lors
de I’aérosolisation (Dennis et al., 1988). On ne recense qu’une étude (Muller et al., 1983) ayant
proposé une relation dose-effet a partir de plusieurs concentrations d’exposition a Legionella. Ainsi,
seule cette étude pourra étre retenue pour extrapoler les données de dose infectante et de létalité de
I’animal a ’homme.

Concernant la dose létale, Armstrong (2004) considere que parmi les études disponibles
(Fitzgeorge et al., 1983 ; Baskerville et al., 1981 ; Berendt et al., 1980), seules les données de
Baskerville et al. (1981) sont applicables en modéles mathématiques « Exponentiel » et « Béta-
Poisson ». De ce fait, Armstrong a extrapolé ces données du cochon d’inde a I’homme en utilisant le
modele Béta-Poisson, caractéristique des extrapolations aux faibles doses. Il a ainsi estimé, de
manicre théorique, que les doses inhalées retenues a risque chez ’homme sont de : Dlsp = 11,5 UFC
et DLsy = 6,3.10° UFC. En considérant que seuls 50 % des aérosols sont retenus au niveau
pulmonaire, il est nécessaire de doubler les niveaux d’exposition réellement a risque présentés ci-
dessus soit une Dlsg = 23 UFC pour I’homme.

Ces estimations sont tout de méme a considérer avec beaucoup de précautions. Ce ne sont en
effet que les premieres approches de I’extrapolation d’une relation dose-effet chez I’homme et elles
ne sont que purement théoriques. Elles nécessitent bien stir d’étre confirmées puisque la DIsp a 23
UFC pour I’homme est inférieure a certaines Dlsp observées pour les cochons d’inde placés dans
des conditions extrémes d’expérimentation (Tableau 7). De plus, plusieurs paramétres importants ne
sont pas pris en compte ici : caractéristiques anatomiques de 1’individu, facteurs de risque, survie de
I’aérosol avant inhalation, volume réellement inhalé... Enfin, une étude (Mathieu et al., 2006) a
pour la premiere fois mesuré des doses de Legionella aéroportées en contexte épidémique : de
3,3.10° & 5,4.10° UFC.m™ air ; ces concentrations sont bien supérieures aux Dlsq proposées par
Armstrong (2004).

Tout ceci met en évidence le manque de données chiffrées relatives aux doses d’exposition a
Legionella présentant un risque pour I’homme. Des études plus poussées méritent d’étre entreprises

dans ce sens.
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4. Pathogeénicite

4.1. Les cellules hotes

Les particules infectieuses de taille inférieure ou égale a 5 pum parviennent jusqu'aux
alvéoles pulmonaires. Il peut s'agir de légionelles libres, de vésicules amibiennes remplies de
legionelles (Berk et al., 1998) ou encore d'amibes infectées (Brieland et al., 1997a ; Brieland et al.,
1997b). L'épithélium tapissant l'intérieur des alveoles pulmonaires est constitué pour 90 % de sa
surface de cellules de type 1 qui interviennent dans les échanges gazeux. De plus, elles forment une
barriere de protection pour les capillaires sanguins (Figure 16). On note également la présence de
macrophages alvéolaires. Ce sont ces deux types de cellules avec lesquelles la bactérie interagit ;
elles constituent en quelque sorte la « porte d'entrée » de l'infection et de la dissémination de la
maladie chez I'nomme. Ces cellules sont une niche de multiplication pour la bactérie (Mody et al.,
1993). Brieland et ses collaborateurs (1997a) ont montré que le macrophage alvéolaire permettait
une augmentation de I'inoculum bactérien dans le cul-de-sac alvéolaire jusque la 48°™ — 72°™ heure
apres I’infection. Lorsque la démultiplication de I’inoculum est effective, L. pneumophila entraine
la lyse cellulaire causant d’importantes lésions a la barriére alvéolo-capillaire source de
dissémination bactérienne. Ces données expliquent que 1’on retrouve L. pneumophila dans d’autres
territoires pulmonaires ainsi que la décompartimentalisation extrapulmonaire par voie hématogéne
(Brieland et al., 1994).

L’Alvéole

Extérieur du

Cellule non ciliée
Cellule ciliée —

Epithélium de type |

Figure 16 : Schéma simplifie de I'appareil pulmonaire et des bronchioles.
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4.2. Lecycle de réplication intracellulaire

Les légionelles présentent la particularit¢ d’infecter, par des mécanismes similaires, des
cellules humaines mais également certains protozoaires de 1’environnement (Gao et al., 1997).
Cependant, dans ce paragraphe, nous ne traiterons que de I’infection de cellules humaines. Le
mécanisme de pathogénicité fait intervenir les mémes étapes que lors de [Dinfection
d’amibes (Figure 14) :

— D’adhésion des légionelles aux cellules hotes et leur pénétration

— la multiplication intracellulaire

— lalyse de la cellule hote et le relargage des bactéries.

4.2.1. L'adhésion des légionelles aux cellules hotes et leur pénétration

L’adhésion d’une bactérie intracellulaire facultative telle que Legionella a la cellule hote est
une ¢étape indispensable conditionnant 1’infection. Nous disposons actuellement d’assez peu de
données concernant 1’adhésion des légionelles aux cellules hotes humaines. 1l a été montré que
I’interaction entre la bactérie et le macrophage serait, au moins en partie, dépendante du
complément, faisant intervenir les récepteurs des composants C1 et C3 du complément (Payne et
Horwitz, 1987). Ces récepteurs reconnaissent respectivement les fragments C3b et C3bi entrainant
ainsi la phagocytose de Legionella pneumophila (Krinos et al., 1999). Bellinger-Kawahara et
Horwitz (1990) ont montré que la protéine majeure de la membrane externe de L. pneumophila, la
porine MOMP (major outer membrane protein) conduirait a la phagocytose en se liant
sélectivement au complément C3, les récepteurs eucaryotes étant encore inconnus a ce jour. Par
ailleurs, 1’adhésion aux macrophages peut étre initiée au moyen d’anticorps spécifiques et du
récepteur Fc (reconnaissant le fragment Fc des immunoglobulines) du complément (Husmann et
Johnson, 1992).

Les interactions ne dépendant pas du compléement feraient appel aux éléments de surface de
la bactérie tels que les flagelles, pili (Stone et Abu Kwaik, 1998), lipopolysaccharides (Zahringer et
al., 1995), protéines...

Les bactéries pénétrent alors dans la cellule par phagocytose selon deux modes : la

phagocytose par enroulement (coiling phagocytosis) et la phagocytose conventionnelle (§ 1.2.4.1.).
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4.2.2. La multiplication intracellulaire

A l'inverse du phénoméne d’adhésion, la multiplication intracellulaire des légionelles est
tres bien documentée (Abu Kwaik et al., 1998 ; Molmeret et al., 2005). Approximativement 4 a 6
heures aprés 1’entrée dans la cellule hote (macrophage), la vésicule de phagocytose contenant les
bactéries est associée a la membrane du réticulum endoplasmique (Swanson et Isberg, 1993).
Geénéralement, la destruction des bactéries par les macrophages fait intervenir un mécanisme de
fusion du phagosome et du lysosome. Comme chez 1’amibe, cette étape est modifiée, permettant

ainsi la multiplication de Legionella dans la cellule (§ 1.2.4.1.).

4.2.3. Lalyse de la cellule héte et le relargage des bactéries

La derniére étape du cycle d’infection de Legionella consiste en la lyse de la cellule héte et
le relargage des bactéries. La mort cellulaire est engendrée par apoptose et/ou par un phénomene de
nécrose. Dans les macrophages et cellules épithéliales humaines, Legionella induit d’abord une
apoptose par I’intermédiaire de 1’activation d’une caspase dans les premiers stades d’infection (Gao
et Abu Kwaik, 1999) puis suit le phénoméne de nécrose causée par la cytotoxicité qu’acquiert la

bactérie lorsqu’elle entre en phase post-exponentielle de croissance (Byrne et Swanson, 1998).
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Figure 17 : Cycle intra-cellulaire de Legionella dans le macrophage.
(Adapté de Cazalet et Buchrieser, 2005)
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Legionella se caractérise par une remarquable plasticité phénotypique ou 1’on distingue deux
états bactériens distincts au cours de son cycle de prolifération intracellulaire. La phase dite
réplicative s’effectue au sein du phagosome et permet a la bactérie d’échapper aux mécanismes
bactéricides de défense de 1’hote et d’utiliser le métabolisme cellulaire a son profit. La phase dite
invasive (ou infectieuse) correspond a un état stationnaire de croissance, hautement transmissif. Les
récents travaux in vitro ont permis de démontrer la réversibilit¢ d’un état a un autre, appelée
«variation de phase» (Molofsky et al., 2004, Cazalet et al., 2004). Ce dimorphisme est associé a une
différenciation fonctionnelle dont les principales caractéristiques sont résumées sur la figure 18.
Notamment, il a été observé un accroissement de la virulence de la bactérie en fin de cycle de
multiplication (Rowbotham, 1986). Byrne et Swanson (1998) ont suggéré que lorsque le niveau de
nutriments et les conditions dans la cellule héte sont favorables, Legionella pneumophila connait
une réplication maximum. A I’inverse, quand les acides aminés deviennent limitants, la bactérie
intracellulaire produit des facteurs afin de lyser la cellule héte, survivre au stress osmotique et se
disperser dans 1’environnement dans le but de trouver une nouvelle niche intracellulaire pour se

répliquer.
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Figure 18 : Transformation phénotypique observée lors de la multiplication intracellulaire de

Legionella pneumophila.
(Adaptée de Byrne et Swanson, 1998)
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4.3. Les différentes formes de legionellose
4.3.1. Maladie du légionnaire

4.3.1.1. Signes cliniques

La maladie du légionnaire est une infection pulmonaire aigué dont I'incubation dure de 2 a
10 jours. Elle débute ensuite par un état grippal avec fiévre, toux séche, céphalées, myalgies,
anorexie avant qu'apparaisse un tableau plus sévere associant une température élevée, des malaises
et douleurs abdominales parfois accompagnés de troubles neurologiques (délire, confusion). La
radiographie pulmonaire montre des infiltrats mal limités, hétérogénes, s'étendant progressivement
dans les deux champs pulmonaires. Les complications peuvent étre un choc, une CIVD
(Coagulation IntraVasculaire Disséminée), une insuffisance respiratoire et/ou rénale. Le taux de
mortalité est estimé a 15 % mais peut atteindre 80 % chez certains patients selon la séverité des
signes cliniques, le statut immunitaire du patient, la source de l'infection (communautaire ou
nosocomiale) et le choix du traitement antibiotique (Jarraud et Freney, 2006). En l'absence de
complications, I'évolution des patients atteints de maladie du Iégionnaire est généralement favorable
surtout lors d'une mise en place précoce de I'antibiothérapie ; la rémission apparait alors entre le
8™ et le 10°™ jour.

Dans de rares cas, on peut observer une légionellose extra-pulmonaire chez des patients
immunodéprimés (Muder et Yu, 2002). Cette forme clinique, rare mais trés grave, correspond a la
dissémination de Legionella a d'autres territoires (Sire et al., 1994) : atteintes cardiaques (Camara
Gonzales et al., 1993), digestives (Leluc et al., 2000), arthritiques (Bemer et al., 2002), rénales
(Allen et al., 1985), encéphaliques (Karim et al., 2002), ...

4.3.1.2. Facteurs de risque

Le risque de contracter la maladie du légionnaire pour une personne apres avoir été exposée
a de I'eau contaminée dépend de certains facteurs : les caractéristiques de I'exposition ainsi que I'état
de santé de la personne exposee. Le Conseil Supérieur d'Hygiéne Public de France a défini en 2005
deux catégories de populations a risque ((CSHPF), 2005) :

- Les «personnes a haut risque » : les immunodéprimés séveres ou non suite a une
transplantation ou greffe d'organe, ou suite a une corticothérapie prolongée (0,5 mg/kg de
prednisone pendant 30 jours ou plus, ou équivalent) ou récente et a haute dose (soit
supérieurs a 5 mg/kg de prednisone pendant plus de 5 jours).

- Les «personnes a risque » : les individus ayant un systeme immunitaire fortement diminué

du fait dune pathologie (hémopathie maligne, leucémie, cancers surtout
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bronchopulmonaires) ou d'un traitement immunosuppresseur.

D'autres facteurs associés a la maladie sont classiquement incriminés dans la survenue de

cette maladie (Marston et al., 1994) :

- L'age croissant (> 50 ans)

- Le sexe masculin

- Le tabagisme

- L'éthylisme

- L'immunodépression

- Lediabéte

- Une affection respiratoire ou cardiaque chronique

- L'insuffisance rénale

- Des antécédents d'intervention chirurgicale récente.

En complément de la susceptibilité des individus, il existe d'autres facteurs favorisant la
survenue d'une maladie du légionnaire comme la proximité des installations contaminées, la durée
d'exposition aux aérosols contaminés, la concentration bactérienne, I'aérosolisation des bactéries
sous forme de particules respirables de taille inférieure a 5 um et le pouvoir pathogéne de la souche
(CSHP, 2005).

4.3.2. Fievre de Pontiac

4.3.2.1. Signes cliniques

Découverte en 1968 lors d'une épidémie ayant eu lieu & Pontiac (Glick et al., 1978), elle n'a
pu étre reliée a son agent pathogene qu'en 1977. 1l s'agit d'une forme bénigne de Iégionellose qui est
analogue a un syndrome pseudo-grippal : fievre, frissons, céphalées, myalgies (Kaufmann et al.,
1981). D'autres symptomes ont également été recensés a travers différents épisodes de fiévre de
Pontiac tels que des douleurs abdominales, rougeurs oculaires avec photophobie (Castor et al.,
2005), gorge douloureuse, dyspnée (Fields et al., 2001), toux, nausées (Mangione et al, 1985)...
Aucune lésion n'est visible en radiographie. La guérison est habituellement spontanée en 2 a 5 jours
(Glick et al., 1978).
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4.3.2.2. Facteurs de risque

Les données de la littérature concernant les facteurs de risque de la fievre de Pontiac sont
beaucoup plus succinctes que pour la maladie du légionnaire parce que la surveillance de cette
pathologie est inexistante. Il semblerait cependant qu'ils soient différents pour ces deux pathologies.
En effet, ni I'age (Freidman et al., 1987 ; Mangione et al., 1985), ni le genre n'ont d'influence sur la
survenue de la fievre de Pontiac (G6tz et al., 2001 ; Fenstersheib et al., 1990 ; Friedman et al.,
1987).

4.4. Diagnostic de la maladie du légionnaire

4.4.1. Types de prélévements

Les prélevements effectués sur les patients en vue de réaliser un diagnostic de maladie du
Iégionnaire sont variés. Ils concernent principalement I’arbre respiratoire (crachats, aspirations
trachéales, bronchiques, lavages broncho-alvéolaires, exsudats pleuraux, biopsies pulmonaires)
mais ils peuvent également étre du serum ou les urines du patient. Ces prélevements sont recueillis
de maniere aseptique et leur envoi au laboratoire doit étre effectué dans les plus brefs délais. Si le
délai se situe autour de 30 minutes et plus, le prélevement peut étre conservé au réfrigérateur a +
4°C et si ce délai dépasse 24 a 48 h, il doit étre congelé a — 20°C au minimum. Enfin, la pratique
d’un diagnostic par immunofluorescence directe nécessite que [’échantillon soit formolé au

préalable.

4.4.2. Techniques utilisées

4.4.2.1. Recherche d'antigénes solubles urinaires (antigenurie)

La majorité des patients atteints de la maladie du légionnaire possede des antigénes solubles
de Legionella dans les urines des I'apparition des symptomes. Ces antigenes sont détectables par
méthode immunoenzymatique (ELISA) (Ruf et al., 1990) basée sur un anticorps polyclonal de lapin
anti-LPS, radio-immunologique (RIA) (Aguero-Rosenfeld et Eddelsein, 1988) ou par agglutination
au latex. Cette technique a transformé le diagnostic de la maladie du Iégionnaire du fait de son
accessibilité a tous et de sa rapidité : son résultat peut étre rendu en 15 minutes. Ce test est sensible
(80 % sur des urines concentrées) et tres spécifique (99 %). Il est positif des le début de la maladie
(2 a 3 jours apres I’apparition des signes cliniques), et le reste pendant I’évolution (variable selon

les patients : 2 mois en moyenne), méme apres institution d’un traitement antibiotique actif sur
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Legionella. Cependant il ne permet de diagnostiquer que Legionella pneumophila serogroupe 1 (la
plus souvent en cause), au risque de méconnaitre les cas de maladie du légionnaire provoques par

d’autres sérogroupes ou especes de 1égionelles.

4.4.2.2. Culture

La culture reste la méthode de référence, permettant d’identifier exactement le type de
Legionella. Elle nécessite des milieux de culture appropriés et sa demande doit étre spécifiée au
laboratoire. Elle peut se faire a partir de tout préléevement respiratoire (le lavage broncho-alvéolaire,
les aspirations trachéales ou bronchiques et plus rarement les crachats) (Fields et al., 2002) le
meilleur étant le lavage broncho-alvéolaire (LBA). Elle peut étre négativée par la prise
d’antibiotique efficace sur Legionella. Elle a une spécificité de 100 % mais une mauvaise
sensibilité, de l'ordre de 60 %. Les résultats sont obtenus apres 3 a 10 jours. De ce fait, cette
méthode de diagnostic est de plus en plus délaissée en routine ; elle est utilisée aujourd'hui dans
moins de 20 % des cas. Cependant, il faut la demander chaque fois que possible, méme si
I’antigénurie est positive car elle seule permettra une identification précise de la souche (utile voire

indispensable en cas d’épidémie et pour identifier une source de contamination).

4.4.2.3. Immunofluorescence directe (IFD)

Cette technique permet une analyse directe a partir du prélévement clinique (expectorations,
aspirations trachéales, lavages bronchiques, biopsies pulmonaires ou liquide pleural). Cette
technique met en jeu des anticorps monoclonaux ou polyclonaux qui reconnaissent tous les
sérotypes connus de L. pneumophila pour la majorité des réactifs commercialisés. L'examen direct
au microscope a fluorescence des prélevements permet la détection rapide de Legionella, soit une
heure et demie apres l'arrivée du prélevement pulmonaire (USEPA, 2001). Le principal
inconvénient de cette technique est sa faible sensibilité (25 % a 70 %) avec un seuil de détection de
10* UFC/mL. La relativement faible spécificité de 65 % est liée & des réactions immunologiques
croisées avec certaines autres bactéries comme Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Stenotrophomonas maltophila, Bordetella pertusis, Bacteroides fragilis et Francisella
tularensis (Fields et al., 2002 ; Jarraud et al., 2000). Cette technique reste limitée quant au nombre
d'espéces testées et reste surtout focalisée sur la recherche de L. pneumophila ce qui peut expliquer

sa faible utilisation lors de la détermination du diagnostic de la maladie du légionnaire.
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4.4.2.4. Sérologie

L'immunofluorescence indirecte (IFI) est une des méthodes les plus employées (Fields et al.,
2002), elle est plus sensible que certains tests ELISA (Malan et al., 2003) mais moins spécifique
que la culture et l'antigénurie. La séroconversion est confirmée par la multiplication par 4 du taux
initial. Les seroconversions se feraient dans les deux premiéres semaines mais peuvent étre tardives
(Jusqu'a 2 mois). La sérologie ne permet qu'un diagnostic tardif voire rétrospectif et ne présente
donc qu'un intérét essentiellement épidémiologique. Cependant, dans certaines formes tres séveres,
des séroconversions trés précoces ont pu étre observées (Rivals, 1997). Enfin, de nombreuses
réactions croisées ont été décrites avec les mycobatéries, les leptospires, Chlamidia, Mycoplasma,
Citrobacter, Campylobacter et Coxiella brunetii (Bornstein et al., 1984). Des réactions croisées
sont également rencontrées entre les différents sérogroupes et entre les différentes especes de

Legionella (Freney et al., 2000).

4.4.2,5. Amplification génique

Pour détecter Legionella a l'aide de tests d'amplification génique sont utilisés des
prélevements urinaires, lavages broncho-alvéolaires, et sérums (Jarraud et al., 2000).
L'amplification est effectuée sur deux genes : le géne mip (permet de détecter 50 UFC dans les
lavages broncho-alvéolaires) (Jaulhac et al., 1992) et le géne rrf de petite taille correspondant a
I'ARN ribosomal 5S (MacDonell et Cowell, 1987). Les principaux avantages de cette technique
sont la rapidité de la détection des Legionella et la possibilité de détecter les especes de Legionella
autres que Legionella pneumophila. Cependant, ce test comporte des limites liees a la présence
d'inhibiteurs de la Tag polymérase dans les échantillons biologiques et aux techniques d'extraction
d'’ADN (Jarraud et al., 2000). Cette technique est encore tres peu utilisée en routine pour le
diagnostic de la maladie du légionnaire du fait du manque de standardisation dans sa réalisation
(Heuner et Swanson, 2008) et parce qu'elle n'est pas incluse dans la définition d'un cas de maladie
du légionnaire (BEH n° 30/31, 2008).

Aucune de ces techniques n’est « idéale » pour la réalisation du diagnostic de la maladie du
Iégionnaire, les avantages et inconvénients de chacune sont regroupés dans le Tableau 9. Seule une
association de celles-ci permet a la fois de réaliser un diagnostic clinique mais aussi de déterminer
I'espéce, le sérogroupe et la souche de la bactérie en vue de pouvoir relier le cas diagnostiqué a la
source d’origine de la contamination.
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Tableau 9 : Tests utilisés dans le diagnostic de la maladie du légionnaire et leurs

caractéristiques.

(http://cnr.univ-lyonl.fr/; Heuner et Swanson (eds), 2008)

Tests ?éeslﬁ;,fa(:s Echantillons Sensibilité Spécificité ~ Avantages Inconvénients
Rapide, précoce, Ne permet la
positif méme détection que de
sous traitement  Legionella

Antigénurie  <1h Urines  70-00% 99,0006 CIPle espece la pneumophila
plus impliquée  sérogroupe 1,
dans pathologie concentration des
urines avant analyse
est recommandée
Détection de Milieux de culture
toutes les speciaux,

Culture 3210] Respiratoires 60,00% 100,000 CoPeces et negativation rapide,
sérogroupes, peu sensible si
intérét en traitement
épidémiologie

IFD <4h Respiratoires  25,00% 65,00% Rapide Reéactions croisées
Intérét en Diagnostic tardif
épidémiologie  voire rétrospectif

Sérologie 5210 Sérum  80,00% = 97-99 % car développement
semaines de la réponse
immunitaire non
immédiat
Amplification Respiratoires 80-100%  >90%6 ACE AT R
A - 0, 0,
génique <4h Se_rum 30-50 % >90 % les critéres de
Urines 46-86 % >90 % e s
définition des cas

L'InVS recommande une conduite a tenir pour le diagnostic de la maladie du légionnaire qui

est illustrée par le schéma qui suit :
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Recherche des antigénes urinaires
N I
v v

positive

négative

l N

demande _ o
d'un prélevement pulmonaire si suspicion importante stop

! -

mise en culture systématique , _ demande _ sérologie
d’'un prélevement pulmonaire

N '

PCR
Positive Negative / Culture
v v
Typage Typage

de la souche par Nested SBT

Figure 19 : Schéma de la recommandation de ’InVS concernant la conduite a tenir pour le
diagnostic de la maladie du légionnaire.
(Etienne et Jarraud, 2008)

Lors d’une antigénurie positive, la mise en culture de la bactérie doit étre systématique. Si la
culture aboutit, cela permet le typage de la souche ; technique trés utile dans le cadre des enquétes
épidémiologiques pour comparer la souche du patient a celles isolées de 1’environnement (§ 11.6).
Le typage par Nested SBT (Sequence based typing) présente 1’avantage de permettre un typage

moléculaire malgré une culture négative et ce directement a partir de prélévements pulmonaires.

4.5. Traitement de la maladie du légionnaire

Devant toute pneumonie grave, le diagnostic différentiel avec les autres agents responsables
de pneumonie communautaire ou nosocomiale reste incertain et le choix d’une antibiothérapie
probabiliste efficace contre les légionelles est souvent nécessaire. L’érythromycine (antibiotique de
la famille des macrolides) constitue le traitement historique de référence depuis 1’épidémie de

Philadelphie au cours de laquelle la mortalité des patients traités par macrolides fut moindre par
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rapport a celle des patients traités par bétalactamines (Stout et al., 1997). Depuis, des données
provenant d’études in vitro, de I’expérimentation animale et certaines données cliniques (Blazquez
Garrido et al., 2005 ; Yu et al., 2004) tendraient a montrer une meilleure efficacité des quinolones et
en particulier de la lévofloxacine. Seule 1’azithromycine et la télithromycine auraient une efficacité
en clinique humaine égale aux quinolones (Carbon et al., 2006 ; Plouffe et al., 2003).

Le choix thérapeutique dépend de la sévérité de la maladie et du terrain. L’ Afssaps (Agence
francaise de securité sanitaire des produits de santé) recommande I’utilisation de macrolides ou de
fluoroquinolones pour une maladie du légionnaire de gravité légére a modérée. En cas de formes
séveres et/ou en présence d’une immunodépression, il est recommandé d’associer deux
antibiotiques parmi les trois types de molécules suivantes: macrolides, fluoroquinolones et
rifampicine.

Les posologies sont variables selon les molécules employées (Tableau 10). La durée du
traitement est de 14 a 21 jours chez les patients immunocompétents et peut étre allongée a 30 jours

chez les patients immunodéprimés ou dans les formes séveres (Dedicoat et al., 1999).

Tableau 10 : Posologies recommandées par I'Afssaps dans le traitement de la maladie du
légionnaire.
(http://www.afssaps.fr)

Principes actifs

Posologies quotidiennes

Erythromycine

Clarithromycine

IV (intraveineuse) : 1 g (3a4
fois)
PO (per 0s) : 1 g (3 fois)

PO : 500 mg (2 fois)

Dirithromycine

PO : 500 mg en une prise

Josamycine
Roxithromycine

PO : 1 g (2 fois)
PO : 150 mg (2 fois)

Spiramycine

IV :1,5M Ul (3 fois)
PO:6a9MUlen2ou 3 prises

Ciprofloxacine

IV : 400 mg en 2 a 3 fois
PO : 500 a 750 mg (2 fois)

Lévofloxacine

IV ou PO : 500 mg ou 1 g (1 fois)

Ofloxacine IVouPO:400a2800mgen2a3
prises

Rifampicine IV ou PO : 20 a 30 mg/kg en 2
prises
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Une antibioprophylaxie pour les personnes ayant été exposées a des aérosols contaminés ne
se justifie pas au vu des connaissances actuelles. Le CSHPF a rendu un avis le 18 mars 2005
concernant la prévention des maladies du légionnaire nosocomiales. La encore, l'antibioprophylaxie
n'est selon eux pas justifiée. Toutefois, en cas d'épidémie de maladie du légionnaire nosocomiale, en
plus des mesures de décontamination du réseau et de protection des patients contre I’exposition, une

antibioprophylaxie par un macrolide peut se concevoir chez les sujets a risque.

5. Surveillance des Iégionelloses et de Legionella en France

5.1. Surveillance épidémiologique

La surveillance de la maladie du Iégionnaire en France est basée depuis 2005 sur plusieurs
systemes complémentaires définis dans le guide d’investigation et d’aide a la gestion (CSHPF,
2005).

5.1.1. Notifications et signalements obligatoires de la maladie du
légionnaire

La maladie du légionnaire fait 1’objet, en France depuis 1987, d’une surveillance reposant
sur la déclaration obligatoire dans le but de suivre 1’évolution de I’incidence, de détecter les cas
groupés et d’orienter les mesures de prévention. C’est I’Institut de Veille Sanitaire (InVS) qui,
depuis 1996, coordonne et centralise ce réseau au niveau national. Depuis 2003, ce systeme de
déclaration obligatoire (DO) a été actualisé afin de le rendre plus opérationnel et de mieux protéger
I’anonymat des patients. Dés lors, la DO consiste en un signalement puis une notification :

- D’apres I’article R3113-4 du code de la santé publique, le signalement est effectué par les
médecins et les biologistes qui diagnostiquent un cas de maladie du Iégionnaire. Il doit étre
transmis sans délai au médecin inspecteur de santé publique de la Direction Départementale
des Affaires Sanitaires et Sociales (DDASS) (Figure 20).

- Le signalement est suivi d’une notification sur une fiche spécifique (précisant la date
d’hospitalisation et les expositions a risque) permettant a la DDASS de réaliser une enquéte
afin d’identifier les expositions a risque, de rechercher d’autres cas liés a ces expositions et
de prendre les mesures environnementales appropriées (article R3113-1 a 3 du code de la

santé publique).

5.1.2. Signalements obligatoires des infections nosocomiales

Depuis le 26 juillet 2001, un décret contraint les établissements de santé a signaler les cas
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d’infections nosocomiales « rares ou particulieres » a la fois au Comité de Lutte contre les

Infections Nosocomiales (CLIN) et a la DDASS (Figure 20). Il existe une fiche standardisée aidant

les médecins notamment lors d’infections suspectées étre causées par un germe présent dans 1’eau

ou dans I’environnement et a I’origine de maladie a déclaration obligatoire.

Ensuite, toutes ces informations permettent au Centre de Coordination de Lutte contre les

Infections Nosocomiales (CCLIN) d’aider les établissements de santé dans I’investigation des cas et

I’élaboration de recommandations, a la demande des établissements eux-mémes ou a celle de la
DDASS.

Enfin, la DDASS a en charge (CSHPF, 2005) :

de vérifier I’application des mesures de contrdle et coordonne les investigations menées ;

de vérifier que chaque signalement d’infection nosocomiale a donné lieu a I’envoi d’une
fiche de notification obligatoire par 1’établissement ;

de transmettre les fiches validées a I’InVS qui peut apporter un soutien a I’investigation.

5.1.3. Notifications du Centre National de Référence

Le Centre National de Référence des Legionella (CNRL) joue a plusieurs niveaux un réle

important dans la surveillance environnementale (Figure 20) :

I notifie a I’InVS chaque cas de maladie du légionnaire diagnostiqué au CNRL avant de
transmettre I’ensemble des informations recueillies a la DDASS.

Il a un role d’alerte en signalant aux autorités sanitaires les phénomeénes anormaux tels que
’apparition de cas groupés.

Il apporte ses compétences microbiologiques lors d’enquétes épidémiologiques
(épidémiques ou ponctuelles).

Il met en place une collection bactérienne et une sérothéque nationale dans le but d’identifier
I’extension de la transmission bactérienne et 1’origine des cas groupés grace au typage
moléculaire systématique de toutes les souches de Iégionelles.

Il collabore au réseau international de surveillance des legionelles liées aux voyages (groupe
EWGLI : European Working Group of Legionellosis Infection) par le biais d’échanges de

données concernant le typage moléculaire des souches de légionelles.

Outre son intérét dans la surveillance environnementale, le CNRL a une activité d’expertise

biologique permettant un renforcement du diagnostic des légionelles. Il analyse des sérums et autres

prélévements biologiques adressés par les laboratoires d’analyses médicales privés et publics pour

confirmation du diagnostic ou pour un diagnostic de premiére intention.
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5.1.4. Notifications du réseau européen

La France appartient au réseau européen EWGLI (European working group for legionella
infection), créé en 1987 et regroupant aujourd’hui 36 pays. Ce réseau a pour but de signaler aux
autorités sanitaires du pays concerné tout cas de maladie du légionnaire survenu chez une personne
ayant voyagé pendant la période d’incubation en précisant les dates et lieux de séjour afin
d’identifier les cas groupés. Lorsqu’il s’agit de cas isolés, EWGLI informe et conseille
I’établissement en cause. S’il s’agit de cas groupés, une enquéte épidémiologique est ouverte. Dans
ce cas, si dans un délai de six semaines les autorités ne disposent d’aucune certification quant a une
éventuelle prise de mesures, 1’établissement en cause est inscrit sur le site internet EWGLI

(www.ewgli.org).

5 CLIN
> CCLIN ¢
Meédecins | l
| DDASS |« » InVS |e—| EWGLI
Laboratoires [* ( '
A
* CNR |*

== Déclaration obligatoire
== Signalement des infections nosocomiales
== Notification du centre national de référence
== Surveillance européenne (légionelloses liées aux voyages)
Soutien a I’investigation des cas groupés (Cire : Cellule interrégionale d’épidémiologie)

Figure 20 : Organisation de la collecte des données des cas de maladie du légionnaire en France
(d’apres le CSHPF, 2005)

5.2.  Surveillance environnementale

La surveillance environnementale des légionelles consiste en un contrble de la
contamination par Legionella dans 1’cau des installations a risque (tour aéroréfrigérante, réseau

d’eau chaude sanitaire, ...) par la méthode conventionnelle de culture sur gélose. Cette surveillance
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repose exclusivement sur le maintien des concentrations en légionelles sous un seuil réglementaire
fixé & 10° UFC/L d’eau pour les réseaux sanitaires (Tableau 11) (DGS, 2002). Elle sert de base a la

démarche de gestion du risque lié aux légionelles qui sera développée dans le paragraphe suivant (8

1.6). Ces niveaux seuils en légionelles ont éeté fixés de maniere empirique en se basant sur des

études épidemiologiques, faisant un lien entre absence d’épidémies lorsque la concentration était

inférieure a ces valeurs. Puisque la dose infectante n’est pas a ce jour clairement définie, il s’agit de

fait de niveaux de gestion des installations et non de niveaux de gestion du risque sanitaire.

Tableau 11 : Mesures mises en place pour la gestion du risque lié a Legionella spp ou
Legionella pneumophila dans I’eau des installations a risque

(CSHPF, 2005 ; DGS, 2002)

Niveau
d’action Mesures de gestion Références
(UFC/mL)
> 10° - Niveau d’alerte : renforcer les mesures d’entretien, CSHPF, guide « Gestion
L renforcer les contrdles et le cas échéant vérifier 1’origine du risque lié aux
- des écarts par rapport aux résultats d’analyses Iégionelles » publié en
b ’ neumophila L.
l?;ﬁ;jged Ce;“ P P antérieures. 2002.
énér,al > 10° Niveau d’action : mettre en ceuvre une intervention Aucun texte réglementaire
g L technique pour supprimer 1’exposition, interdire les ne fixe une concentration
neum6 hila | Usages a risque type douche et mettre en place des maximale admissible de
P P moyens curatifs immédiats. Legionella.
- Eviter la stagnation et assurer une bonne circulation de . . .
eau Circulaire du 22 avril
. >10° : . 2002 relative a |
Etablissement 0 - Lutter contre ’entartrage et la corrosion. . 00 - refative a la .
) L. . PR , T prévention du risque lié
de santé . - Maintenir 1’eau a une température élevée dans les P
pneumophila | . : o \ . . aux légionelles dans les
installations et mitiger I’eau au plus pres des points 1 ,
d’usage. établissements de santé.
La gestion dépend de 1’étendue de la contamination et de
. la natur int contaminé (émergen in NV .
Etablissement . 6} ature du point contamine (.e ergence ou pot t s Arrété et circulaire du 19
Presence d’usage). Les mesures de gestion peuvent aller jusqu’a la .,
thermal ; ) o oy juin 2000.
suspension des soins (du point d’usage contaminé
jusqu’a la totalité de I’établissement).
> 10° . . . e
Legionella Mise en ceuvre de mesures nécessaires pour atteindre des | Arrétés ministériels du 13
gspp concentrations < 10° UFC/mL de Legionella spp. décembre 2004.
- Arrét de fonctionnement du systeme de
refroidissement.
TAR > 10° - Information de la DDASS ou du service d’inspection
Legionella des Installations Classées dans le cas ou la tour reléve de | Arrétés ministériels du 13
gspp la réglementation des installations classées pour la décembre 2004.

protection de I’environnement.
- Vidange, nettoyage, désinfection avant remise en
service.
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6. Gestion du risque Legionella

6.1. Prévention

Le risque de maladie du légionnaire peut étre réduit en adoptant les mesures nécessaires

pour limiter la prolifération des Iégionelles dans les installations a risque de dispersion d’aérosols.

Depuis 1997 (date du renforcement du systeme de surveillance) la France s’est dotée de nombreux

textes réglementaires a ce sujet. lls ont a la fois pour but de fixer des seuils de concentrations en

Iégionelles acceptables en terme de gestion des différentes installations a risque (Tableau 11) mais

aussi de guider I’ensemble des intervenants impliqués dans la démarche de gestion du risque

(conception des réseaux et entretien des installations) (Tableau 12).

Tableau 12 : Principaux textes réglementant la présence de Legionella dans les installations a

risque.

Etablissements
concernés

Textes réglementaires

Contenu

Principales mesures de
prévention

Etablissement
de santé

Circulaire DGS 97/311 du 24
avril 1997

Relative aux infections
nosocomiales.

Circulaire DGS/VS4 98-771
du 31 décembre 1998,
complétée et remplacée par
DGS/SD7A/SD5C-DHOS/E4
n°2002/243 du 22 avril 2002

Relative a la prévention des
risques liés aux légionelles.

Circulaire DGS/SD7A-
DHOS/E4-DPPR/SEI n°
2003/306 du 26 juin 2003

Relative a la prévention du
risque lié aux légionelles dans
les TAR des établissements de
santé.

Etablissement

Circulaire DGS/VS4/2000/336

Relative aux regles de
maintenance et traitement
possible et aide quant a la

- Lutter contre la stagnation
de I’eau en évitant par
exemple les bras morts,
c’est-a-dire les coudes, ou il
y aurait une accumulation.

- S’assurer de la bonne
circulation de I’eau.

- Lutter contre I’entartrage et
les dépdts via un entretien
adapté.

- Maintenir la température de
I’eau dans les installations a
des niveaux élevés.

- Vérifier réguliérement le

thermal du 19 juin 2000 et ses annexes o réseau.
condumzla tenir en termes de _ Réaliser des purges des
gestion des risques. canalisations
Relative aux moyens de - La chloration permanente
Circulaire DGS/VS4 n°98/771 | prévention du risque lié aux est souhaitable, dosée a2 a 3
du 31 décembre 1998 Iégionelles dans les installations | mg/L de chlore libre. Si ce
a risque et dans celles des n’est pas possible pour des
batiments recevant du public. problémes de corrosion, on
Circulaire MATE (Ministére peut procéder a des chocs
de I’ Aménagement du Relative au renforcement des chlorés ponctuels.
Territoire et de prescriptions concernant - Une maintenance reguliére
TAR I’Environnement) du 23 avril I’entretien des TAR. est conseillée : contréle de

1999

Guide de bonnes pratiques :
Legionella et tours
aéroréfrigérante de juin 2001

Aide technigue aux personnes
concernées et regles de bonnes
pratiques.

Circulaire DGS n°2002/273 du
2 mai 2002

Relative aux niveaux
d’intervention en fonction des
concentrations en légionelles
dans les TAR.

I’intégrité des dispositifs
d’arrét des gouttelettes et
remplacement si nécessaire,
vérification de la correcte
évacuation des eaux de rejet
a 1’égout, nettoyage
périodique des circuits.
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Hormis les mesures de prévention concernant ces installations a risque, il existe quelques
regles simples, applicables a 1’échelle individuelle, pour prévenir la contamination du réseau d’eau
alimentant le domicile de chacun (guide pratique, www.poitou-charentes.santé.gouv.fr, 2006) :

- Il faut éviter la stagnation de 1’eau. Pour cela, il est important de se servir régulicrement de
I’eau chaude. En cas d’inutilisation prolongée, il faut laisser couler 1’eau pendant quelques
minutes avant de utiliser, en sortant de la piece de préférence.

- Le chauffe-eau doit étre réglé a 60°C afin d’éviter la prolifération des 1égionelles.

- Les éléments de la robinetterie (pommeaux de douche, brise-jets, joints et flexibles) sont a
détartrer et a désinfecter tous les 6 mois.

- Les systemes de climatisation doivent étre entretenus par des professionnels et la recherche
de légionelles est conseillée chaque année.

6.2. Traitement

Le traitement microbiologique des installations a risque varie selon :

- le type d’eau a traiter : I’eau chaude sanitaire reléve d’une réglementation voisine de celle de
I’eau potable tandis que les circuits de refroidissement ont moins de contraintes.

- La phase de traitement : le traitement peut étre préventif (traitement en général continu) ou
curatif dans le cas de nettoyage d’un réseau d’eau contaminé ; le traitement sera alors

discontinu et le plus souvent sous forme de chocs.

La prévention du risque lié aux Iégionelles est exclusivement centrée sur son élimination des
environnements hydriques sources. Il existe un nombre important de techniques de désinfection
regroupées en trois catégories : les méthodes physiques (ultraviolets et membranes de filtration), les
méthodes thermiques (chaleur et pasteurisation) et les méthodes chimiques (agents oxydants, non
oxydants et ions métalliques). Chacune d’entre elles présente plus ou moins d’avantages et
inconvénients justifiant que certaines soient plus utilisées que d’autres (Tableau 13). C’est le cas du
traitement thermique et de la chloration qui sont les deux méthodes les plus largement utilisées a ce

jour.
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Tableau 13 : Principales méthodes de traitement des circuits d’eau face aux contaminations a
Legionella ; leurs avantages et inconvénients.
(Simon et al., 2006 ; Kim et al., 2002)

Méthodes de

. Avantages Inconveénients
traitement

- Procédure longue et difficile a mettre en
ceuvre (70°C/30 minutes dans tout le réseau),
- Risque de brdlure,

- Recolonisation bactérienne inéluctable (pas
de caractere rémanent).

- Pas d’équipements spéciaux (intérét et

Choc thermique cas d’épidémies)

- Faible turbidité et épaisseur de lame d’eau,
- Efficacité insuffisamment démontrée,

- Pas d’activité résiduelle,

- Cott a I'usage

- Facile a installer,
Ultraviolets - Pas de réactivité avec I’eau et la
plomberie.

- Corrosion et dommages sur la plomberie,
- Recolonisation bactérienne inéluctable,

- Formation d’organo-chlorés,

- Sensible aux pH et a la température.

- Activité désinfectante résiduelle
Hyperchloration | efficace a long terme si traitement
continu.

- Activité rémanente importante (1 mg/L

en continu),

- Moins corrosif que les hypochlorites

Dioxyde de car utilisé a des concentrations plus
chlore faibles,

- Ne donne pas de gofit a I’eau,

- Bon pouvoir pénétrant des biofilms,

- Pas de formation d’organo-chlorés.

- Mise en place difficile,
- Coliteux,
- Générateurs de chlorite et chlorate.

- Pas d’effet rémanent,

- oxydant trés efficace, - Formation de sous-produits d’oxydation

Ozone i aldéhydes, peroxyde d'hydrogene, acide
- Pas de corrosion, ( ny P y yarog
formique, ...)
- Process onéreux.
- Efficace,
- Peu codteux, ,
L. . . - Encrassement des électrodes,
lonisation par | - Installation et maintenance

- Risque de coloration de I’eau,

cuivre-argent | acceptables, o
9 P - Non autorisée en France.

- Pas d’interférence avec 1’eau a haute
température, le chlore et les U.V..

6.2.1. Traitement thermique

Cette technique consiste a monter la température des ballons d’eau chaude a 70°C puis a la
distribuer sur ’ensemble des canalisations, robinets et sorties de douches pendant 30 minutes pour
permettre I’élimination des légionelles contaminant le site. La réussite de la désinfection impose
impérativement que la température de I’eau de tout le réseau soit supérieure a 60°C. En effet,
plusieurs études montrent que la désinfection thermique demande au minimum cette température
(Rogers et al., 1994 ; Lin et al., 1998).
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Cette methode est recommandée par la circulaire de 1997 (Circulaire DGS 97/311 du 24
avril 1997) et a déja été utilisée dans plusieurs hépitaux (Fischer-Hoch et al., 1981). Cependant, il
semblerait qu’elle ne soit a I’origine que d’une inhibition partielle des cellules du biofilm et qu’une
recolonisation rapide se produise (Farhat et al., 2009). Farhat et ses collaborateurs (2009) ont
également observé une «acclimatation » aux températures élevées puisque I’augmentation de
température semble moins efficace lors du deuxiéme cycle de traitement. Dans le méme sens,
Mouchtouri et ses collegues (2007) montrent que seuls des traitements thermiques répétés et
associes a des produits chlorés permettent une élimination complete des legionelles cultivables dans
les réseaux d’eau potable étudiés. Malgré cela, beaucoup d’auteurs ont noté une réduction de la
dissémination de Legionella grace au maintien d’une température élevée dans les réseaux d’eau
(Ribeiro et al., 1987 ; Centers for Disease Control and Prevention, 1997 ; Ezzeddine et al., 1989 ;
Colville et al., 1993).

6.2.2. Chloration

La chloration est de loin la méthode la plus utilisée en France et dans le monde. On regroupe
sous le nom de chlore libre I’ion hypochlorite (OCI') et I’acide hypochloreux (HOCI). Selon le pH,
on trouvera plus ou moins d’acide hypochloreux (Figure 21), connu pour étre beaucoup plus

efficace en désinfection (Kim et al., 2002).
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Figure 21 : Courbe de répartition du chlore en fonction du pH.
(www.edstrom.com)
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L. pneumophila s’aveére étre plus résistante au chlore que E. coli et d’autres coliformes
classiquement utilisés comme indicateurs de qualité d’eau potable (Kuchta et al., 1993). Ainsi, les
concentrations nécessaires lors des traitements sont élevées (entre 2 et 6 mg/L contre 1 mg/L
habituellement). 1l existe trois principaux inconveénients a cette technique :

- I’efficacité a long terme : les Iégionelles sont en effet rarement éradiquées (Hamilton et al.,
1996). De plus, Merlet et ses collegues (2002) ont montré que des traitements répétés de maniére
séquentielle (alternance de désinfection de quelques heures et de phases de recolonisation de
quelques jours) aboutissaient a une deuxiéme désinfection moins efficace que la premiere et a une
recolonisation plus rapide.

- le pouvoir de corrosion important du chlore parfois accentué par 1’adoucissement de 1’eau,
son chauffage ou les surdosages.

- la toxicité du chlore et des produits issus du procédé de chloration.

En conclusion, il est clair qu’aucun traitement n’est une réponse « miracle » aux problémes
de contamination des réseaux d’eau par Legionella. Il semble illusoire d’éradiquer totalement les
légionelles car outre les qualités du désinfectant, la réussite d’un traitement repose également sur la
qualité du réseau : son age, son état de corrosion, la présence plus ou moins importante de biofilm
bactérien... Ainsi, ’inefficacité relative des traitements de désinfection des installations a risque
montre toute I’importance du respect des mesures de prévention en amont.

Par ailleurs, est-il réellement indispensable d’éliminer la totalité des légionelles présentes
dans ces réseaux ? Darelid et ses collegues (2002) répondent a cette question par la négative. lls ont
en effet observé que malgré la détection faible mais continuelle de L. pneumophila au niveau des
sites de prélevements d’un centre hospitalier (environ 10 % de cultures positives chaque année),
seuls quatre cas de maladie du légionnaire nosocomiale ont été diagnostiqués sur une période de dix
ans.

D’autre part, est-il nécessaire de vouloir éradiquer I’ensemble des espéces de 1égionelles ?
Des études ont comparé la fréquence des especes de Legionella trouvées dans 1’environnement et
dans les prélévements cliniques (Doléans et al., 2004 ; Harrison et al., 2007). Doléans et ses
collégues (2004) remarquent que L. pneumophila sg 1 est retrouvée dans 28,2 % de préléevements
environnementaux alors qu’elle est présente chez 95,4 % des patients. A I’inverse, les Legionella
non pneumophila représentent 24,5 % des isolats environnementaux contre 1,2 % seulement des
isolats cliniques. Les auteurs en concluent que la prévalence clinique des espéces et sérogroupes de
Legionella est davantage expliquée par leur différence de pathogeénicité plutét que par leur

prévalence environnementale. Harrison et al. (2007) font le méme constat avec les répartitions
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clinique et environnementale de différents sous-groupes de L. pneumophila sg 1. Pour exemple, le
sous-groupe « Allentown » représente la majorité des prélévements cliniques (43 %) alors qu’elle
n’est détectée que dans 0,7 % des isolats environnementaux. Ainsi, connaitre la souche de
Legionella semble au moins aussi intéressant que de connaitre la quantité de celle-ci dans le milieu

et cela pourrait permettre d’adapter les éventuelles mesures de traitement.
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PARTIE Il

Evolution des donneées epidemiologiques
en France de 1987 a 2008
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Le travail présenté ci-dessous est le résultat d’une synthése de données épidémiologiques
francaises concernant la maladie du légionnaire. Ces données sont issues des bulletins
épidémiologiques publiés par I'Institut de Veille Sanitaire (www.invs.sante.fr) et ce, depuis la mise
en place de la déclaration obligatoire pour la maladie du légionnaire (1987) jusqu’en 2008. Ces
bulletins rassemblent bon nombre d’informations sur les cas de maladie du légionnaire déclarés en
France. Parmi elles on retrouve :

- le nombre de cas et le taux d'incidence de la maladie,

- I'age moyen des patients,

- le ratio homme/femme,

- la présence éventuelle de facteurs prédisposant a la maladie,
- lalétalité,

- les techniques de diagnostic utilisées,

- les souches isolées,

- les sources de contamination avérées ou suspectées.

Le but de cette partie est d'établir un bilan de 20 années de données épidémiologiques

concernant I'ensemble des points énumérés ci-dessus et de tenter d'en expliquer les évolutions.

1. Nombre de cas déclarés

1.1. Définition

La définition d’un cas de maladie du légionnaire est standardisée au niveau international. A
I’heure actuelle, il est défini de la maniere suivante (BEH n°30/31, 2008) :
- Cas confirme :
o isolement de Legionella dans un prélevement bronchique
o et/ou augmentation du titre d’anticorps (x 4) avec un deuxiéme titre minimum de 128
o et/ou présence d’antigéne soluble urinaire
o et/ou immunofluorescence directe.

- Cas probable : titre d’anticorps élevé (> 256).

C’est a partir de cette définition que les cas sont répertoriés en France.
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1.2.  Evolution temporelle des cas déclarés

De 1987, date de mise en place de la déclaration obligatoire pour la maladie du Iégionnaire,
a 1996, le nombre de cas déclarés a stagné (54 cas en moyenne d’apres les données de DO). Suite a
cela, ce nombre a connu une augmentation importante et réguliere depuis 1997 jusqu'en 2005 : on
recensait 197 cas en 1997 contre 1527 cas en 2005 (Figure 22). Cela correspond a une croissance
annuelle moyenne des cas déclarés de 22 % (BEH n°26, 2006). A l'inverse, nous observons depuis
2005 une baisse progressive du nombre de cas de maladie du légionnaire déclarés (1527 cas en
2005 contre 1244 cas en 2008).
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Figure 22 : Courbe représentative du nombre de cas de maladie du légionnaire déclarés en
France de 1988 a 2008.
(réalisée a partir des données de la déclaration obligatoire, InVS)

Pour expliquer ce profil du nombre de cas de maladie du légionnaire, de nombreux éléments

entrent en compte ; nous les détaillerons successivement dans les paragraphes suivants.

1.2.1. Augmentation du nombre de cas de maladie du légionnaire entre
1997 et 2005

La principale explication réside dans le renforcement du systéme de surveillance a partir de
1997 grace a la mise en place d'un systeme interactif de signalement des cas de maladie du
Iégionnaire entre le Centre National de Référence des Légionelles et I'InVS. Cela fait suite a une
étude realisee par le Réseau National de Santé Publique (RNSP) et le CNRL avec la collaboration
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des laboratoires hospitaliers (DGS n° 97/311, 1997). Celle-ci a permis d'estimer a environ 530 le
nombre total de cas de maladie du légionnaire diagnostiqués en France en 1995 alors qu’une
cinquantaine seulement avait été déclarée. Cette étude a alors montreé, a cette époque, les lacunes de
la déclaration obligatoire pour la maladie du Iégionnaire:

- la sous-déclaration était majeure (90 % des cas n’étaient pas déclarés), ne permettant pas
d'obtenir des informations fiables sur la situation épidémiologique ni d'identifier
correctement les cas groupés.

- la définition de cas utilisée pour la surveillance nécessitait une actualisation afin de mieux
prendre en compte les nouvelles méthodes diagnostiques. En effet, le développement de
I’antigénurie a donné lieu a une modification de la définition d’un cas. Des 1997
(commission de I’0MS), un test a I’antigéne urinaire positif est synonyme d’un cas certain

de maladie du légionnaire (alors qu’il n’était que présomptif jusqu’alors).

Pour tenter de corriger cette sous-estimation des cas de maladie du légionnaire, une nouvelle
fiche de déclaration de cas a été mise en place (cf Annexe). Elle integre donc une nouvelle
définition de cas (i.e celle donnée au § 11.1.2) et doit étre adressée dans les meilleurs délais en
priorité aux pneumologues, réanimateurs et services de médecine interne ainsi qu'aux médecins
assurant le suivi de patients en cure thermale. Malgré la nette amélioration du recensement des cas
de maladie du légionnaire depuis 1997, il convient de poursuivre les efforts entrepris puisqu'il reste
encore a ce jour des cas non déclarés. En effet, comme il est précisé dans le « Plan Régional Santé
Environnement des Pays de la Loire », une sous-estimation des cas est reconnue et évaluée a
environ 30 % de cas non déclarés (Plan gouvernemental de prévention de la maladie du légionnaire,
2004).

Le second élément en faveur d'une augmentation du nombre de cas de la pathologie
concerne l'amélioration des pratiques de diagnostic. Le graphique ci-dessous indique la répartition
des méthodes de diagnostic ayant permis de détecter les cas survenus en France entre 1997 et 2008
(Figure 23). Il apparait clairement que la détection d'antigénes urinaires prend le dessus sur les
autres méthodes a peine deux ans apres son apparition en 1997. L'augmentation du nombre de cas
de maladie du légionnaire a partir de cette année est donc probablement liée a une meilleure
détection de ceux-ci grace a cette technique. Elle permet en effet un diagnostic rapide (2 a 3 jours
suivant l'apparition des signes cliniques chez 90 % des patients), spécifique (99 %) et sensible (80
%).

Une étude rétrospective a été réalisée sur 15 ans (1986-2001) au CHU d’ Amiens (Frangois-

Devos et al., 2003). Les auteurs ont comparé la fréquence de la maladie du légionnaire avant et
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apres la mise en place de la détection de I'antigéne urinaire de L. pneumophila sg 1 au CHU en
1999. Les résultats indiquent que la mise a disposition de I'antigene urinaire aurait quasiment
multiplié par quatre la fréquence du diagnostic de la maladie du Iégionnaire. En effet, 17 cas ont été
diagnostiqués sur 13 ans (1999-2001) contre 15 cas sur 3 ans (1999-2001), et ce, en l'absence
d'épidémie sur la période étudiée (1999-2001). Il est a noter que ce test est spécifique de L.
pneumophila sg 1. Ainsi, I'incidence est potentiellement sous-estimée méme si L. pneumophila sg 1
est responsable de plus de 80 % des cas de maladie du légionnaire (Jarraud et al., 2007). Cette

étude confirme bien I'importance de ce test dans I'augmentation des cas ces dernieres années.
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Figure 23 : Répartition annuelle des méthodes de diagnostic des cas de maladie du
légionnaire survenus en France de 1997 a 2008.
(www.invs.sante.fr)

Une autre explication a l'augmentation du nombre de cas durant ces dix dernieres années
repose sur I'amélioration de I'interaction des différents partenaires de la veille sanitaire. Une étude
réalisée par I'InVS a permis d'évaluer la réactivité des signalements a la DDASS de 1998 a 2006
(Figure 24). Celle-ci révéle une diminution flagrante et constante du délai médian entre la date de
début des symptomes et la date de signalement. Tandis que ce délai s'élevait a prés de 30 jours en
moyenne en 1998, il était inférieur a une dizaine de jours en 2006. D'autre part, en 1998, la
proportion de cas signalés a la DDASS dans un délai d'une période d'incubation (10 jours) était
minoritaire par rapport aux cas signalés dans un délai de deux périodes d'incubation. En 2006, la
tendance s'est largement inversée (prés de 3/4 des cas sont signalés dans un delai d'une peériode
d'incubation (10 jours)), témoignant a nouveau d'une plus grande réactivité des professionnels de
santé.
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Figure 24 : Evaluation de la réactivité des signalements a la DDASS entre 1998 et 2006.
(www.invs.sante.fr)

En parallele de tous ces éléments, il est possible que la médiatisation des épidémies ait aidé
a accroitre la sensibilisation des professionnels de santé. En France, hormis pour des épidémies
nosocomiales, la maladie du légionnaire fit assez peu parler d'elle jusqu'a la fin des années 90. La
surveillance était alors trop médiocre (environ 50 cas déclarés par an) pour détecter des cas groupes.
C'est depuis 1997, date du renforcement de la surveillance et de la sensibilisation des cliniciens, que
les épidémies ont été détectées et médiatisées. Cela a commencé par I'épidémie de juillet 1998 qui a
alors lieu en pleine Coupe du monde de football. Vingt cas sont déclarés dont 4 mortels (BEH n°12,
2000). Par la suite, I'actualité sera régulierement ponctuée d'incidents de ce type, la plus importante
épidemie ayant touché le Pas-de-Calais en 2003/2004 : 86 cas avérés de maladie du légionnaire
dont 18 déceés (BEH n°36-37, 2004).

Ainsi, la médiatisation des épidémies survenues en France ou a l'étranger ces dernieres
années a pu contribuer a sensibiliser les médecins a la fois au diagnostic de la maladie mais

également a I'intérét de la declaration.
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De multiples facteurs ont contribué a une déclaration plus exhaustive du nombre de cas de
maladie du légionnaire depuis 1997. Cependant, ne peut-on pas envisager une augmentation réelle
du nombre de cas ? Chaque progres technique a sa contrepartie. En effet, la multitude de réseaux
d’eau ainsi que I'essor des systémes de climatisation ont favorisé le développement des Iégionelles
(humidité et chaleur) et donc la potentielle augmentation d’un risque sanitaire lié a cet agent
pathogene. D'autres installations de plus en plus répandues aujourd'hui telles que les jacuzzis,
humidificateurs et méme certaines fontaines décoratives peuvent également héberger des légionelles
(Zuravleff et al., 1983 ; Mahoney et al., 1992, Correia et al., 2001 ; Heng et al., 1997 ; Hlady et al.,
1993). Aussi, la multiplication de ces différents aménagements, couplée a un mauvais entretien de
ceux-ci, a probablement eu un impact sur l'augmentation du nombre de cas de maladie du
Iégionnaire observée jusqu'en 2005. Dans ce sens, des efforts ont depuis été faits pour améliorer
I'entretien des installations et ainsi réduire le risque lié aux légionelles (cf § 1.5.2.).

Nous pourrions également envisager que soient apparues, au fil des années, des
souches/génotypes de Legionella plus virulentes contribuant de ce fait a une augmentation du
nombre de cas. Cette hypothese est difficile a vérifier car la part de patients pour lesquels
I'isolement de la souche est réalisé reste tres faible, de I'ordre de 20 %. Le CNRL, organisme qui
identifie les isolats, a cependant observé des évolutions quant au type des principales souches
retrouvées chez les patients entre 1995 et 2008. Cela sera detaillé par la suite dans le paragraphe 6.
Néanmoins ces évolutions ne semblent pas suivre celle du nombre de cas de maladie du Iégionnaire.

Pour conclure, bien qu’il soit difficile d’évaluer la part d'une réelle augmentation du nombre
de maladies du légionnaire dans cette évolution des cas déclarés du fait de la multitude de facteurs
entrant en compte, nous retiendrons que I’amélioration de la surveillance, des techniques de
diagnostic des cas et de la collaboration entre acteurs responsables de la surveillance a conduit a une

meilleure description épidémiologique de cette maladie en France.

1.2.2. Diminution du nombre de cas de maladie du légionnaire entre
2005 et 2008

Depuis 2005, la diminution du nombre de cas déclarés semble se confirmer : en 2008, on
note une diminution de prés de 20 % par rapport a 2005 (Tableau 14). Ceci est sans doute lié au fait
qu’aucune epidémie de grande ampleur telle que celle de Lens (2003/2004) n’est a déplorer sur
cette période, a I'amélioration du systeme de surveillance et a la sensibilisation de tous les acteurs
techniques, médicaux, institutionnels.... évoquée précédemment. Notons également que les
analyses systématiques et les investigations effectuées pas les autorités locales sur la base du guide
d'investigation et d'aide a la gestion (DGS, 2005) ont permis de mieux documenter les expositions a
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risque et de mettre en place de maniére précoce des mesures de prévention et de contréle des
sources possibles de contamination.

Cependant, l'objectif ambitieux du Plan National Santé Environnement de 2009, mis en
place par les autorités gouvernementales en 2004 est loin d'étre atteint. 1l visait a réduire I'incidence
de la maladie du Iégionnaire de 50 % alors que la baisse observée n’a été que de 20 %. Il importe
alors d'intensifier les contrdles des installations a risques et d'accroitre encore la sensibilisation des

gestionnaires a la maitrise du risque.

Tableau 14 : Nombre de cas de maladie du légionnaire déclarés de 2005 a 2008.
(données de la DO, InVS)

Années Nombre de cas de maladie du
légionnaire déclarés
2005 1527
2006 1443
2007 1428
2008 1244

2. Age moyen des patients

La maladie du légionnaire peut atteindre des individus de tout &ge mais l'incidence selon la
classe d'age est treés variable. L'histogramme présenté ci-dessous nous indique l'incidence par sexe
et classe d'age des cas de maladie du Iégionnaire survenus en France entre 1998 et 2008 (Figure 25).
On en retient deux informations principales. D'une part, I'incidence de la pathologie chez les
hommes est bien supérieure a celle des femmes (élément développé dans le paragraphe suivant : §
[1.3). D'autre part, quel que soit le sexe de l'individu, il apparait que I'incidence augmente avec I'age
de celui-ci : les patients de plus de 80 ans sont 10 fois plus nombreux que les trentenaires. Un age
avancé est effectivement I'un des facteurs décrits dans la littérature comme prédisposant a la
maladie du légionnaire (Marston et al., 1994). Les patients de moins de 30 ans sont trés minoritaires
(incidence de pres de 0,2 pour 100 000 individus) et concernent souvent des enfants, voire
nourrissons, présentant un deficit immunitaire pathologique (BEH 30-31, 2008 ; BEH 30-31, 2002 ;
BEH 42, 2001).
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Figure 25 : Représentation de I’incidence (nombre de sujets atteints pour 100 000 individus) par
sexe et classe d'age des cas de maladie du légionnaire survenus en France entre 1998 et 2008.
(graphique réalis¢ d’apres les données de la DO collectées sur le site de 1’InVS)

Nous avons certes remarqué que les patients agés étaient les plus représentés parmi les
patients atteints de la maladie du légionnaire mais qu'en est-il de I'évolution de I'd&ge moyen des
individus depuis 1987 a nos jours ?

Est représenté ci-dessous le graphique permettant de visualiser I'évolution des dges moyens
des patients atteints de la maladie du légionnaire entre 1987 et 2008. La progression, bien que
faible, semble constante : I'd&ge moyen était de 56 ans en 1987 contre 61 ans en 2008 (Figure 26).
Ainsi, I'augmentation moyenne est de 5 ans sur cette période.

Cette lente progression de la moyenne d'age des patients paraissant constante, nous pouvons
certainement écarter I'influence d'un meilleur recensement survenu aprés 1997. En revanche, cela
pourrait concorder avec I’augmentation de l'espérance de vie a la naissance puisqu'entre 1987 et
2008, celle-ci a augmenté de 4,7 ans en moyenne (4 ans chez les femmes et 5,4 ans chez les
hommes) (Tableau 15).
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Figure 26 : Représentation graphique de I’évolution de 1'Age moyen des patients atteints de
la maladie du légionnaire entre 1987 et 2008.
(graphique réalisé d’aprés les données de la déclaration obligatoire collectées sur le site de
I’InVS)

Tableau 15 : Espérance de vie a la naissance des hommes et des femmes en 1987 et en 2008.
(Eco-Santé France 2008, d'aprés données INSEE)

1987 2008 Progression de. I'espérance
de vie
Hommes 72,1 77,5 54
Femmes 80,3 84,3 4
3. Sexe ratio

Le ratio homme/femme (proportion d'hommes atteints par rapport a celle des femmes) de la
maladie du légionnaire en France depuis 1987 est tres variable d'une année a l'autre (par exemple :
ratio de 2,2 en 1991 et de 3,8 en 1992). Cependant, quelle que soit I'année, les hommes sont plus
atteints par cette pathologie que les femmes avec en moyenne 3 hommes atteints pour 1 femme
seulement (Figure 25, Tableau 16).
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Tableau 16 : Proportion Homme/Femme parmi les patients atteints de la maladie du
Iégionnaire de 1987 & 2008.
(données issues de la DO collectées sur le site de 1’InVS)

Années Sexe ratio Années Sexe ratio
homme/ femme homme/ femme
1987 3 1998 31
1988 3 1999 2,8
1989 3 2000 31
1990 2,8 2001 3,1
1991 2,2 2002 2,9
1992 3,8 2003 2,6
1993 2,8 2004 25
1994 2,8 2005 3
1995 2,4 2006 2,8
1996 4 2007 3,2
1997 4,2 2008 3
Moyenne 3

Pourquoi une telle différence homme/femme ? Une explication peut étre trouvée dans les
facteurs prédisposants pour tenter d'expliquer ce sexe ratio de 3 hommes pour une femme pour la
maladie du légionnaire. On remarque qu’en 2007, un ou plusieurs facteurs favorisants ont été
retrouvés chez 70 % des patients. De nombreux facteurs ont été répertoriés (8§ 1.4.3.1.2.) mais
certains sont associés plus fréquemment que les autres a la maladie (Figure 27). En effet, le
tabagisme est retrouvé dans plus de 40 % des cas, suivi des pathologies cardiaques, respiratoires et
de I'éthylisme (catégorie «autres » de la figure 27) qui sont présents dans 20 % des cas en

moyenne. Les autres facteurs avoisinent en moyenne les 10 %.
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Figure 27 : Représentation graphique de I’évolution, sur la période 1996 - 2008, de la
proportion des patients chez lesquels ont été retrouves les différents facteurs prédisposants.
(graphique réalisé a partir de données de la DO collectées sur le site de 1’InVS)

Intéressons nous dans un premier temps au tabagisme. Le graphique (Figure 28) présenté ci-
dessous indique I'évolution de la proportion de fumeurs chez les hommes et les femmes, des années
1950 a 2000. L'élément important a retenir est que la proportion de fumeurs est bien supérieure a
celle des fumeuses. Méme si I'écart tend a se réduire aujourd'hui entre les hommes et les femmes,
les hommes agés de plus de 80 ans (correspondant a la population la plus touchée) en 2008 ont un
passé tabagique bien plus important que celui des femmes. De ce fait, davantage d'hommes ont
fumé ou fument toujours, ceci pouvant expliquer, au moins en partie, leur plus grande susceptibilité

a la maladie du légionnaire.
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Figure 28 : Evolution des proportions de fumeurs et de fumeurs réguliers en France de 1950 &
2000.
(BEH n° 22/23, 2003)

Par ailleurs, le tabac est incriminé dans bon nombre de pathologies respiratoires puisque les
poumons et les bronches sont les premiers organes a étre affectés par la fumée de tabac. Or, les
pathologies respiratoires appartiennent également aux pathologies prédisposant a la maladie du
Iégionnaire. Parmi celles-ci, on retrouve la Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO)
souvent associée a un tabagisme de plusieurs décades, pour laquelle le sexe ratio est a nouveau en
faveur des femmes avec 5 hommes atteints pour 1 femme seulement (Taytard, 2007). Concernant
les pathologies cardiaques, une étude de Cheval et al. (2007) montre que parmi les urgences
cardiovasculaires qu'ils ont répertoriées, le syndrome coronarien aigu concerne 2 hommes pour 1
femme mais le sexe ratio est de 1 pour les autres pathologies (insuffisance cardiaque, trouble du

rythme, maladie thrombo-embolique).

Enfin de nos jours, prés de 6,4 millions de frangais consomment de I'alcool tous les jours.
On compte néanmoins, en 2006, environ trois fois plus d'hommes consommateurs que de femmes
(Canarelli et al., 2006). De plus, méme si cette tendance est modifiée suivant I'age celle-ci reste en
faveur des hommes : 56 % des hommes et 23 % des femmes entre 65 et 75 ans ; 5 % des hommes et

moins de 1 % des femmes entre 20 et 25 ans. La encore, les hommes possedent donc plus
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fréquemment le facteur de risque « éthylisme » que les femmes.
En conclusion, il s'avere que les hommes sont statistiquement plus susceptibles de posseder
les principaux facteurs aggravants pouvant peut-étre expliquer en partie le sexe ratio de 3 de la

maladie du légionnaire.

4. Létalité

Le graphique ci dessous (Figure 29) a été réalisé, sur la base des données disponibles dans
les bulletins épidémiologiques parus chagque anneée, a partir de 1997, date a laquelle les données sont
devenues plus exhaustives du fait du renforcement du systéme de surveillance. L'évolution de la
Iétalité s'est principalement faite en deux phases :

— une progression de 20 % a 25 % entre 1997 et 2000 en paralléle de I'augmentation du
nombre de cas déclarés.
— une diminution de 25 % a environ 10 % entre 2000 et 2008.

Il est tres difficile de relier I'évolution de la létalité a celle du nombre de cas de maladie du
légionnaire déclarés du fait des nombreux facteurs influencant I'un et l'autre des parametres.
Cependant, ce qu'il est intéressant de retenir ici est qu'a partir de 2000, la Iétalité connait une baisse
importante, et ce malgré l'augmentation constante du nombre de cas de la maladie. Ceci est
probablement révélateur d'une meilleure prise en charge de cette pathologie. La mise en place d'un
diagnostic plus précoce (utilisation plus systématique de I’antigénurie en cas de pneumonie séveére)
a probablement permis I’indentification de cas potenticllement moins graves (car découverts plus
tot). De plus, cette précocité du diagnostic conduit a I'instauration plus rapide d'une antibiothérapie
adaptée (Bulletin de I’OFSP, 2008).
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Figure 29 : Représentation de I’évolution de la l1étalité de la maladie du légionnaire en paralléle
du nombre de cas déclarés entre 1997 et 2008.
(graphique réalisé d’aprés les données de la DO, collectées sur le site de 1’InVS)

5. Caractéristiques phenotypiques des souches

Depuis 1997, la connaissance de 1’espéce et du sérogroupe de la bactérie infectant le patient

s’est nettement améliorée. Alors que ces caractéristiques étaient connues pour 84 % des patients en

1997, elles 1’étaient pour 99 % des cas en 2006. (Tableau 17).
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Tableau 17 : Proportion des patients pour lesquels I'espéce et le sérogroupe de Legionella ont
pu étre identifiés de 1997 a 2006.

Pourcentage de patients pour
Années  lesquels especes et sérogroupes Références
sont renseignés (%)

1997 84 BEH n°6, 1999
1998 82,7 BEH n°12, 2000
1999 92 BEH n°52, 2000
2000 80 BEH n°42, 2001
2001 Non renseigné

2002 96 BEH n°32, 2003
2003 95 BEH n°36/37, 2004
2004 97 BEH n°26, 2005
2005 99 BEH n°26, 2006
2006 99 BEH n°43, 2007

Moyenne 91,63

Une espéce de Legionella est largement majoritaire : Legionella pneumophila. Détectée chez

90 % des patients en 1997, elle est présente chez 99 % des cas depuis 2002. Parmi les divers

sérogroupes que contient cette espéce, le sérogroupe 1 est de plus en plus fréguemment retrouvé

depuis 1997, passant de 79 a 95 % de présence chez les patients (Figure 30). Plus qu'une réelle

augmentation de ce sérogroupe parmi les sujets atteints par la pathologie, cela traduit probablement

une meilleure détection du sérogroupe 1 depuis la mise en place de la recherche des antigenes

urinaires en 1997 (ce test étant spécifique des L. pneumophila sgl).
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Figure 30 : Evolution du pourcentage de Legionella pneumophila (Lp) et de Legionella
pneumophila sg 1 (Lp sgl) parmi les cas de maladie du légionnaire pour lesquels I'espéce et le
sérogroupe de la bactérie sont connus.

(graphique réalis¢ d’aprés les données issues des bulletins épidémiologiques de 1997 a 2006)

Ainsi, du fait de I’absence de tests cliniques spécifiques des autres Legionella, le seul moyen
de connaitre 1’espece et le sérogroupe de la bactérie chez les patients qui ne sont pas infectés par L.
pneumophila sg 1 est la mise en culture de prélévements cliniques. Le probléme qui se pose est la
tres faible proportion de patients pour lesquels est réalisée cette opération : I’isolement n’est
effectué ou n’aboutit que dans 20 % des cas en moyenne sachant que cette tendance a trés peu
évolué depuis 2000 (Figure 31). Néanmoins, parmi les 20 % de souches isolées, nous retrouvons la
trés forte prépondérance de L. pneumophila sg 1 qui représente plus de 90 % des isolements (Figure
31). Les 10 % restants sont partagés entre les autres sérogroupes de Legionella pneumophila et une
dizaine de Legionella non pneumophila (Tableau 18). Loin derriere le sérogroupe 1, les Legionella
pneumophila de sérogroupes 3 et 6 sont les plus courants avec respectivement 15 et 12 souches

répertoriées entre 2000 et 2008. Concernant les Legionella non pneumophila, Legionella
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longbeachae semble se démarquer avec au minimum une souche isolée tous les ans depuis 2003. La
plus ou moins grande prévalence de ces souches parmi les prélévements cliniques pourrait étre le

reflet de leur virulence et donc de leur capacité a infecter ’homme.
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Figure 31 : Représentation de I’évolution du pourcentage d'isolements de bactéries parmi les cas
de maladie du légionnaire diagnostiqués en France de 2000 a 2008 et des proportions de Legionella
pneumophila (Lp) et Legionella pneumophila sg 1 (Lp sgl) parmi ces isolements.

(graphique réalis¢ d’apres les données issues des bulletins épidémiologiques de 2000 a 2008)
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Tableau 18 : Evolution du nombre de souches d'origine clinique isolées en France depuis 2000
et répartition des isolements de legionelles par especes et par sérogroupes.
(Etienne et Jarraud, 2008)

Espéces de Legionella Nombre d'isolements
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
Legionela pneumophila 133 150 179 179 227y 272 220 224 2107
sérogroupe 1 119 144 167 172 222 263 188 218 203
sérogroupe 2 1 1 1 1
serogroupe 3 4 1 3 2 1 4 1
sérogroupe 4 1
sérogroupe 5 1 2 1 1 2
sérogroupe 6 2 2 3 2 2 1
sérogroupe 7 1 1 2
sérogroupe 8 2 2 1 1 1
sérogroupe 10 1
sérogroupe 14 1
sérogroupe indéterming® 8 4 3 1 2 2 1*
Legionela non pneumaphila 2 0 2 4 2 3 3
Legionela durmaffi 1
Legionella micdadei 1
Legionela longbeachae 1 2 1 1 1 2
Legionela anisa 2 1
Legionela tucsonensis 1
Legionella gormanii 1 1
Legionela bozemanii 1
Legionela feelkei 1
Legionela cincinaliensis 1
Legionela wadsworthi 1
Total 135 150 179 181 229 276 222 233 21¥

*Legionella pneumophila de sérogroupe indéterming en raison de réactions croisées en
immunofluorescence directe.

* Parmi ces 213 souches, 1 souche Lp3 et 1 souche Lp8 isolées de patient pour lesquels le cas
de légionellose n'a pas &té retenu par I'lin'V'S.

6. Caracteristiques genotypiques des souches

Nous I’avons vu, il est possible de déterminer l'espece et le sérogroupe de la bactérie par
culture. Cependant, dans une démarche d'investigation et d'identification de la source de
contamination, cela n'est pas suffisant. 1l est en effet indispensable de déterminer, par typage
moléculaire, la souche clinique de légionelles afin de pouvoir la comparer aux souches isolées de

I'environnement.
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En France, c'est le CNRL qui collecte systématiquement toutes les souches de légionelles
isolées de patients et qui réalise le typage moléculaire de toutes les L. pneumophila sg 1 (la plus
couramment rencontrée en pathologie humaine). Ceci a pour objectifs :

— I'identification des cas groupés par la comparaison de toutes les souches d'origine clinique
isolées en France grace a la constitution d'une base de données de profils électrophorétiques,

— l'identification des sources de contamination par la comparaison de souches d'origine
clinique a des souches isolées d'environnement « épidémiologiquement reliées »,

— le suivi dans I'espace et dans le temps des souches bactériennes responsables des cas de

maladie du légionnaire.

La technique de référence utilisée par le CNRL pour le typage des souches est
I'électrophorése en champs pulsés. Elle est considérée comme la technique de référence pour le
typage des souches depuis plus de 15 ans (Lick et al., 1998 ; Fry et al., 1999 ; Jonas et al., 2000).
Elle repose sur I’utilisation de I’enzyme Sfil puis I'analyse des profils de macrorestriction de 'ADN
total. Ces profils sont alors analysés grace au logiciel Gel Compar® afin de constituer une base de
données. Le typage des souches est réalisé uniquement par isolement & partir d'une culture de la

bactérie (réalisé chez 20 % des patients).

Une fois le génotypage réalisé, I’InVS classe les souches bactériennes en trois catégories
distinctes : les souches sporadiques, épidémiques et endémiques (cf glossaire). Entre 1995 et
2007, sur l'ensemble des souches isolées, il y avait 73 % de souches sporadiques, 7 % de souches
épidémiques et 20 % de souches endémiques (BEH 30-31, 2008).

Seule 1’évolution des souches endémiques est documentée dans les bulletins
épidémiologiques de I’'InVS. Leur implication dans les cas de maladie du légionnaire semble
augmenter ces derniéres années. Alors qu'elles étaient responsables de plus de 29 % des cas
diagnostiqués par culture en 2006 et 2007, on en compte 34 % en 2008. Au total, 5 souches
endemiques majeures ont pu étre caractérisées, elles sont dénommees Paris, Louisa, Lorraine,
Mondial et Biarritz. Selon I'InVS (BEH n° 30/31, 2008), la souche Paris a été I'une des premiéres
souches caractérisées et a été la plus couramment isolée jusqu'en 2003 (Figure 32). Elle représentait
alors en moyenne prés de 9 % des isolats cliniques frangais avec un pic de fréquence de 17 % des
isolats en 2000. Depuis 2002, c'est la souche Lorraine qui émerge en France et correspond
aujourd’hui a environ 10 % des isolats. Elle a comme caractéristiques d'étre hautement prevalente
parmi les isolats cliniques et tres rarement isolée dans I'environnement. La souche Louisa, détectée
pour la premiéere fois en 2002, émerge également depuis 2004. Son taux d'isolement a

progressivement augmenté jusqu'en 2008 pour atteindre la deuxiéme place des souches endémiques
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le plus souvent retrouvées dans les isolats cliniques (plus de 7 % des isolats). Les souches Biarritz
et Mondial sont moins représentées en France ; la souche Mondial est d'ailleurs en déclin depuis son
apparition en 1998, diminuant progressivement de 8 % en 1998 a 1 % en moyenne depuis 2003
(Figure 32). Aucune explication a ces différentes évolutions n’est avancée dans la littérature. Il est
possible que cela reflete des adaptations plus ou moins efficaces de ces souches a leur

environnement ou aux techniques de traitement utilisées.
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Figure 32 : Evolution des souches endémiques de Legionella pneumophila sg 1 en France de 1995
a2008.
(Etienne et Jarraud, 2008)

7. Expositions a risque

Les expositions a risque correspondent a la fréquentation de lieux susceptibles d’étre a
I’origine d’une transmission de légionelles. Les principaux lieux recensés dans la fiche de
déclaration obligatoire (cf Annexe) sont: les hdpitaux, stations thermales, maisons de retraite,
hotels, campings, piscines et jacuzzis. Le relevé de ces informations est essentiel a 1’orientation des
recherches de la source de contamination afin de la gérer au plus vite. Ces données, issues de

I’InVS, sont répertoriées sur la figure 33 tout au long de la période 1996-2008. Notons que I'InVS
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ne fait pas de distinction entre les cas sporadiques et épidémiques (par exemple, les cas lies aux

voyages peuvent étre aussi bien isolés que groupés, cf glossaire).
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Figure 33 : Représentation de I’évolution des expositions a risque répertoriées chez les
patients atteints de la maladie du légionnaire de 1996 a 2008.
(graphique réalisé d’apres les données de la DO collectées sur le site de I’InVS)
La catégorie « Autres expositions » regroupe a la fois d'autres types d'exposition minoritaires (par
exemple des fontaines décoratives) mais également des cas liés a des épidémies pour lesquelles
I'exposition en cause ne correspond a aucune de celles précisées précédemment.

Nous détaillerons plus particulierement les deux principaux lieux soupgonnés étre a 1’origine
de cas de maladie du Iégionnaire en 2008 a savoir : les hopitaux et les lieux liés aux voyages (hétel,

camping, et résidences secondaires).

Il apparait que le pourcentage de cas ayant fréquenté des stations thermales, maison de
retraite ou ayant voyagé, est assez stable sur les vingt derniéres années. A l'inverse, les cas
nosocomiaux (cf glossaire) semblent avoir connu une baisse conséquente de pres de 10 points entre
1996 et 2008. Cette diminution est sans doute a mettre en lien avec les mesures prises pour
controler le risque « légionelles » apres la circulaire de 1998 (DGS, 1998). Celle-ci informait les

responsables des établissements de santé sur la nécessité :
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— d'assurer un entretien régulier du réseau d'eau de [I'établissement conformément aux
indications de la circulaire du 24 avril 1997,

— de mette en ceuvre une surveillance de la contamination des réseaux par la recherche de
légionelles sur des prélevements effectués dans les réservoirs, ballons d'eau, installations a
risque, ainsi qu'aux points d'usage,

— de formaliser les procédures d'utilisation de I'eau pour les soins et pour la désinfection des
dispositifs médicaux,

— de rechercher systématiquement une maladie du légionnaire lors de la survenue d'une

pneumopathie chez un patient hospitalisé.

Aujourd'hui, grace a ces mesures de sensibilisation, de prévention et de précaution, I'ndpital
n’est plus la premiére « exposition a risque » ; il est loin derriére les cas liés aux voyages (20 % des
cas). Cela est révélateur des efforts de prévention et de contrdle qu'il reste a fournir dans ces
établissements et lieux d’accueil du public. Toutefois, en 2007, il a semblé que les gestionnaires des
établissements de tourisme aient été plus sensibilisés car les investigations effectuées lors de cas
groupés Ewgli montrent une diminution du pourcentage des établissements avec des taux de
contamination supérieurs au seuil de 10° UFC/mL (BEH 30-31, 2008).

8. Sources de contamination

Méme si I’on soupgonne parfois un lieu d’étre a I’origine d’une contamination, du fait de sa
fréquentation par le (ou les) patient(s), la source méme de 1’infection (réseau d’eau, TAR, ...) n’est
pas toujours clairement identifiée.

Les cas de maladie du légionnaire les plus courants sont sporadiques ; cependant, par
manque de documentation, nous traiterons des sources de contamination a travers 1’étude des
épidemies (beaucoup plus documentées). Une revue des principales épidémies survenues en France
depuis 1998 a permis de déterminer les caractéristiques de chacune d'elles en termes de sources de

contamination et parfois de souches impliquées (Tableau 19).
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Tableau 19 : Sources des principales épidémies répertoriées de 1998 a 2007.

(BEH)
Années de Villes Nombre de cas Sources Souches impliquées
I'épidémie concernées
1998 Paris 20 TAR identifiée L. pneumophila sg 1
1999 Paris 8 TAR identifiée
Rennes 22 TAR identifiée L. pneumophila sg 1, souche
2000
« Rennes »
Limoges 4 Pas de source identifiée L. pneumophila sg 1
2001 Lyon 20 Pas de source identifiée L. pneumophila sg 1, profil de type
Paris (pour un cas uniquement)
Lyon 14 TAR suspectée L. pneumophila sg 1, retrouvée
cliniqguement uniquement
Grenoble 5 Pas de source identifiée
2002 Colmar 5 Pas de source identifiée
Meaux 22 TAR d'un hopital identifiée L. pneumophila sg 1,
profil type Paris
Nice 9 Pas de source identifiée L. pneumophila sg 6 probable
Sarlat 31 TAR d'un hopital identifiée L. pneumophila sg 1
Poitiers 24 TAR identifiée L. pneumophila sg 1
2003
Montpellier 31 TAR fortement suspectée L. pneumophila sg 1
2003-2004 Pas de Calais 86 TAR identifiée L. pneumophila sg 1
Soulac-sur-mer 7 réseau de distribution d'eau L. pneumophila sg 1 isolée chez un
cas seulement
2004 Thionville 7 Pas de source identifiée
Nancy 11 TAR suspectée
Strasbourg 10 Pas de source identifiée
Lyon 34 TAR suspectée L. pneumophila sg 1, profil type
Lorraine
Paris 9 Pas de source identifiée
2005
Strasbourg 7 TAR suspectée
Renne 8 TAR identifiée L. pneumophila sg 1, souche
« Rennes »
Paris 29 TAR identifiée
Reuil-Malmaison 13 TAR suspectée L. pneumophila sg 1, profil type
Lorraine suspectée
2006 Essonne 12 TAR identifiée
Biarritz 6 Réseau d'eau sanitaire
Lorquin 15 SPA suspecté L. pneumophila sg 1, profil type
Lorraine suspectée
Alpes-maritimes 19 TAR fortement suspectées L. pneumophila sg 1
2007
Savoie 3 SPA suspecté
Paris (La Madeleine) 9 Pas de source identifiée L. pneumophila sg 1, profil de type
Mondial
2008 Marmande 8 Pas de source identifiée L. pneumophila sg 1
Saint Maurice de 4 TAR identifiées L. pneumophila sg 1

Lignon
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Trente-deux épidémies ont été recensées. Pour 18 d'entre elles (59 %), une tour
aéroréfrigérante a été suspectée ou identifiée comme étant la source de la contamination contre 6 %
de réseaux d’cau. Il est vrai que les TAR sont un moyen tres efficace pour les légionelles d'infecter
un nombre important d'individus. Outre le fait qu'elles présentent toutes les caractéristiques
favorisant le développement des bactéries (humidité, température élevée, nutriments...), elles
permettent une excellente dissemination de celles-ci. En effet, le panache qui se dégage des tours
aéroréfrigérantes est constitué de fines gouttelettes pouvant contenir des bactéries. Méme si
I’aérosolisation peut altérer la survie des bactéries, cela est peut étre en partie compensé par le trés
grand nombre d’individus susceptibles d'inhaler 1’aérosol. Pour exemple, I'épidémie du Pas-de-
Calais a montré qu'une tour aéroréfrigérante pouvait avoir des retombées sur un rayon de 14 km.
Cette épidémie a été la plus importante connue en France depuis la découverte de la maladie du
Iégionnaire avec 86 individus atteints. Elle explique probablement le saut effectué par la courbe
représentant la catégorie « autres expositions a risque » en 2003 (Figure 33).

Les implications répétées des tours aéroréfrigérantes dans les épidémies de la maladie du
légionnaire depuis plusieurs années montrent bien que ces installations ont une place majeure dans
la propagation de la maladie, d’ou l'importance d'un contrdle de celles-ci. Malgré les mesures déja
prises pour prévenir la contamination de ces TAR (recensement des installations, recommandation
d'entretien et de surveillance de contaminations), de nombreux efforts restent a fournir pour limiter

le risque « légionelles ».

Les autres sources connues d'épidémies sont des réseaux d'eau (6 %) et pour deux d'entre
elles (6 %) des spas sont suspectés. Pour toutes les autres (32 % des épidémies), aucune source de
contamination n'a pu étre identifiée. Ceci met en lumiere toute la difficulté des enquétes
environnementales. Pour considérer qu'une installation est a l'origine d'un cas, il faut retrouver la
méme souche a la fois chez le patient et au niveau de cette installation. Or souvent, des souches
cliniques et environnementales sont retrouvées mais sans que lI'on observe de concordance entre les
deux. Dans ce cas, les enquétes épidémiologiques s'averent tres utiles puisqu'elles permettent
parfois de suspecter fortement une installation au vu des déplacements et activités de chacun des

patients.
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Conclusion

La maladie du légionnaire fait partie, depuis 1987, des maladies a déclaration obligatoire.
Dés lors, ’InVS a recueilli les signalements de cas par le biais d’un systtme de surveillance
impliquant un grand nombre d’acteurs (médecins, biologistes, DDASS, CNRL, ...). A partir de ces
informations, 1’objectif de ce travail a consisté a décrire et dans la mesure du possible expliquer
I’évolution des données épidémiologiques de la maladie du légionnaire durant ces vingt derniéres
années en France. Cela a concerné tant les caractéristiques du patient lui-méme (age, facteurs
prédisposants, sexe, expositions a risque) que celles de la bactérie (phénotype, génotype).

Nous avons remarqué une augmentation importante du nombre de cas depuis 1997,
coincidant avec le renforcement du systéme de surveillance de la pathologie. A ceci s’ajoute une
amélioration des méthodes de diagnostic qui permettent aujourd’hui une prise en charge plus rapide
du patient. Cela explique probablement en partie la baisse du taux de létalité observée depuis 2000.
A contrario, le sexe ratio de la maladie est resté, ces vingt derniéres années, en faveur des femmes
(une femme atteinte pour trois hommes). Notre hypothese repose essentiellement sur le fait que les
facteurs prédisposant a la maladie sont plus souvent retrouvés chez les hommes.

Concernant I’évolution des souches de Legionella isolées des patients durant la période
1987-2008, on a pu noter une augmentation constante de Legionella pneumophila sg 1. Cependant,
I’apparition d’une nouvelle technique de diagnostic spécifique de L. pneumophila sg 1
(’antigénurie) pourrait expliquer au moins en partie cette évolution. D’autre part, le CNRL suit
I’incidence des principales souches de L. pneumophila sg 1 (Paris, Louisa, Lorraine, Mondial et
Biarritz) parmi les patients depuis 1995. Il est encore difficile a I’heure actuelle d’expliquer
pourquoi certaines de ces souches émergent et inversement.

Enfin, notons que les tours aéroréfrigérantes sont, parmi les installations a risque, les plus
souvent responsables d’épidémies et ce malgré les efforts de prévention entrepris ces dernieres
annees. Devant les difficultés a traiter les réseaux contaminés par Legionella, la prévention reste

encore aujourd’hui la clé d’une limitation du risque Legionella pour la population.
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Glossaire

Aérobie : se dit des microbes qui ont besoin pour vivre de la présence d’oxygéne libre. De fagon
plus générale, se dit de tout phénoméne ou métabolisme tributaire de 1’oxygene (Pasteur).
(Delamare, J., 2000)

Anaérobie : se dit des microbes qui ne peuvent vivre au contact de I’air ou de réactions chimiques
qui se feront a 1’abri de 1’air (fermentations) (Pasteur). (Delamare, J., 2000)

Amensalisme : Interaction dans laquelle une espéce est éliminée par une autre qui secrete une
substance toxique. (Dajoz, 2006)

Bactéricide : qui tue les bactéries. Pouvoir bactéricide : « La plus faible concentration d’une
substance capable d’amener la destruction définitive de la vitalité d’un microbe » (J. Lavagne).
(Delamare, J., 2000)

Bactériostatique : se dit de I’action de certaines substances (antiseptique, antibiotique), qui
suspendent la division bactérienne, entrainent le vieillissement de la bactérie et sa mort si la dose est
suffisante. Pouvoir bactériostatique : «La plus faible concentration d’une substance capable
d’amener I’arrét du développement de la culture d’un microbe, sans tuer ce dernier » (J. Lavagne).
(Delamare, J., 2000)

Cas groupés de maladie du légionnaire : au moins 2 cas, survenus dans un intervalle de temps
inférieur a 6 mois, chez des personnes ayant fréquenté le méme lieu (BEH n°12, 2000).

Cas nosocomiaux de maladie du légionnaire : les cas nosocomiaux sont dits certains lorsque les
malades ont été hospitalisés durant la totalité de la période d'incubation (10 jours), et ils sont
probables si les patients n'ont été hospitalisés que pendant une partie de cette période d'incubation.
Tous les autres cas n'étant pas survenus a I'hdpital sont dits communautaires (BEH n°30/31, 2008).
Cas de maladie du légionnaire liés aux voyages : tous cas de maladie du Iégionnaire survenu chez
une personne ayant voyage pendant les 10 jours précédant le début de la maladie (BEH n°30/31,
2008).

Cas de maladie du légionnaire liés a une station thermale : individus ayant fréquenté une station
thermale dans les 10 jours précédant le début de la maladie (BEH n°30/31, 2008).

Cas de maladie du légionnaire liés & une maison de retraite : individus ayant fréquenté ce type
d'établissement dans les 10 jours précédant le début de la maladie (BEH n°30/31, 2008).

Espéce bactérienne : en bactériologie, une espéce est constituée par sa souche type et par
I'ensemble des souches considérées comme suffisamment proches de la souche type pour étre

incluses au sein de la méme espéce. (http://www.bacteriologie.net/generale/definitions.html)
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Parasitisme : action pour un étre de vivre aux dépens d'un autre étre (appelé hote) en lui portant
préjudice mais sans le détruire. (http://www.afwa-hg.org/fr/glossaire.inc.php)

Souche (bactérienne) : population d'organisme qui descend d'un organisme unique ou d'un isolat
d'une culture pure. (Prescott et al., 1999)

Souches sporadiques : elles possedent un génotype unique et spécifique n'ayant jamais été
documenté auparavant et atteignent des individus isolément (= cas sporadique) (BEH n°30/31,
2008).

Souches épidémiques : elles présentent un génotype spécifique pour une épidémie et sont
responsables de cas de maladie du légionnaire regroupés dans le temps et I'espace (BEH n°30/31,
2008).

Souches endémiques : elles regroupent des souches présentant un méme génotype mais isolées
chez des cas sans lien épidémiologique. Elles sont responsables de cas sporadiques mais peuvent

aussi étre impliquées dans des épidémies (BEH n°30/31, 2008).
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Annexe

Cestionnaive & retourner
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LEGIONELLOSE

- Droft d'accés et de rectification par l'interm édiaire du médecin déd arant
(loi chu 06011973
- Centralization des informations au R éseau Mational de Santé Publique

CRITERES DE DECLARATION : Pneunopathie azsociée & au moins un des résultats suivants
casconfimé . 1. isolement de Legiohelis spp. dans un prélévement clinique

2. augmentation du titre d'anticorps (4] avec un 2&me titre minim um de 123

3. immunofluorescence directe positive

4, présence dantigéne soluble urinaire
caspossibe - 5 tire danticomps élevé (= 2558)

- Maladie & dédaration abligatoire (décret du 1006-1936, maodifié en 1937

CARACTERISTIQUES DU PATIENT Initiale du nom Prénom
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FACTEURS FAVORISANTS
OHémopathie ou cancer O Codicathérapie O Autres immunosuppresseurs
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