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pas le pouvoir hérité des circonstances pour forcer les consciences. Je donnerai mes
soins a l'indigent et a quiconque me les demandera. Je ne me laisserai pas influencer
par la soif du gain ou la recherche de la gloire. Admise dans l'intimité des personnes, je
tairai les secrets qui me sont confiés. Recue a l'intérieur des maisons, je respecterai les
secrets des foyers et ma conduite ne servira pas a corrompre les meeurs. Je ferai tout
pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement les agonies. Je ne
provoquerai jamais la mort délibérément. Je préserverai I'indépendance nécessaire a
I'accomplissement de ma mission. Je n'entreprendrai rien qui dépasse mes
compétences. Je les entretiendrai et les perfectionnerai pour assurer au mieux les
services qui me seront demandés. J'apporterai mon aide a mes confréres ainsi qu'a
leurs familles dans I'adversité. Que les hommes et mes confreres m'accordent leur
estime si je suis fidéle a mes promesses ; que je sois déshonorée et méprisée si j'y

manque ».
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1. INTRODUCTION

La légionellose est une pneumopathie mondialement répandue, provoquée par une bactérie, la
légionelle, dont I'infection est véhiculée par I'eau chaude aérosolisée. La maitrise du risque sanitaire
lié a la présence de cet agent dans les réseaux d’eau est une exigence prioritaire de santé publique.

La légionelle est une bactérie dont I'identification remonte a I'année 1976.

La survenue de 182 cas de pneumonie (dont 29 eurent une issue fatale), dans une population restreinte
aux personnes ayant assisté a un congres a Philadelphie, fut a I'origine de la découverte de I'agent
infectieux. L’enquéte épidémiologique menée par le CDC! américain, permit de suspecter une source
environnementale commune, et par la suite, l'identification de la bactérie a I'origine du tableau
clinique : Legionella (1).

En France, la premiére épidémie nosocomiale liée a Legionella est identifiée en 1981. L'idée d’une
surveillance réglementaire émerge progressivement, et en 1999, le sujet fait I'objet d’une saisine du
CSHPF? par la direction générale de la santé.

Dans les années 2000, plusieurs cas groupés d’infections a Legionella ont été constatés. L'épidémie de
|égionellose nosocomiale a I’h6pital Georges-Pompidou (11 cas, 5 décés) en décembre 2000, année de
son ouverture au public ; et celle de Lens dans le Nord Pas-de-Calais (86 cas), investiguée par I'agence
nationale de santé publique (2) et désignant une tour aéroréfrigérante comme source de
contamination probable, ont notamment montré I'intérét d’'une enquéte environnementale rapide et
de mesures de surveillance dédiées.

Depuis la fin des années 1990, la bactérie demeure une préoccupation constante des autorités
sanitaires frangaises. Enjeu de santé publique, la légionellose est une problématique
environnementale accessible a la prévention. Le risque de contamination des populations est en effet
maitrisable sous certaines conditions : la connaissance de la présence de la bactérie Legionella, sa
guantification dans les installations générant une exposition pour I’homme et la mise en ceuvre rapide
de mesures correctrices lorsque nécessaire. Sur cette question, de nombreux autres pays ont
également choisi la voie réglementaire (3).

Cependant, malgré la réglementation et les controles des sources de contamination potentielles, la
création et la mise a jour d’un guide méthodologique d’investigation des cas de légionellose (4)(5), le
nombre de cas déclarés ne semble pas diminuer. L’objectif fixé par le plan d’action gouvernemental
de prévention des légionelloses 2004-20083, qui visait une diminution de 50% du nombre de cas de la
maladie sur la période, n’a pas été atteint.

Il existe une grande diversité d’installations potentiellement sources de contamination, et par ce fait
soumises a la réglementation frangaise concernant la surveillance des légionelles. Parmi celles-ci
figurent les systemes de distribution d’eau destinée a la consommation humaine. En raison de la
vulnérabilité du public exposé, ceux des hopitaux font I'objet d’une attention particuliere.

! Center for disease control
2 Conseil supérieur d’hygiéne publique de France
3 Ministére de I'écologie et du développement durable, ministére de la santé et de la protection sociale
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Aprés une bréve description de la bactérie Legionella, son implication en pathologie humaine sera
abordée. Les aspects réglementaires qui lui sont liés en France et leurs évolutions seront développés.
Le systéme de surveillance actuel sera ensuite présenté. Enfin, I'épidémiologie, les bases de la gestion
du risque infectieux dans les établissements de santé, plus particulierement du risque lié a la Iégionelle
dans les réseaux d’ECS?, et I'organisation locale mise en place au CHRU de Nancy seront détaillés.

1.1. Présentation de la bactérie

1.1.1. Genre Legionella

Legionella est une bactérie hydrotellurique ubiquitaire présente dans les eaux chaudes, naturelles et
artificielles. Certaines espéces, comme L. longbeachae, peuvent étre isolées dans les terreaux pour
rempotage.

Les légionelles ont été observées dans I'eau sous des états variables : planctoniques, elles flottent
librement, adhérées ou sessiles, elles participent a la composition du biofilm?. Elles peuvent également
8tre intra-amibiennes® (6,7). Ces deux derniers modes de vie favorisent la résistance de la bactérie aux
agressions extérieures.

Il a également été mis en évidence que Legionella pouvait exister sous une forme viable mais non
cultivable (8). Cet état correspond a une activité métabolique faible de la bactérie, qui ne se divise
plus. La transformation est favorisée par un stress environnemental (raréfaction des éléments nutritifs,
variations de température...). Legionella ne croit alors plus sur les milieux de cultures spécifiques
habituellement utilisés. Une réversibilité de cet état peut étre obtenue par une coculture avec des
hotes amibiens.

Legionella est un bacille Gram négatif, aérobie strict. Sa paroi se distingue de celles des autres bacilles
Gram négatif par sa richesse en acides gras ramifiés. Le profil de ces acides gras permet de distinguer
les différentes especes.

1.1.2. Espéces, sérogroupes

Depuis la découverte de la bactérie, une soixantaine d’espéces ont été identifiées, et plus de soixante-
dix sérogroupes. La principale espece pathogene pour I'homme est L. pneumophila, dont une
quinzaine de sérogroupes sont actuellement connus. Le sérogroupe 1 est retrouvé dans plus de 80%
des cas de légionellose. Mis a part L. pneumophila, une vingtaine d’espéces ont été décrites comme
pathogénes pour I'homme. Il existe des discordances entre les souches cliniques et
environnementales : si L. pneumophila sérogroupe 1 prédomine en pathologie humaine (environ 95%
des cas), elle représente seulement 30% des souches environnementales isolées en France (9).

4 Eau chaude sanitaire

5 Amas structurés de cellules bactériennes enrobés d’une matrice polymérique et attachés a une surface

6 Aucune amibe n’a jusqu’a présent été retrouvée dans le réseau d’ECS du CHRU de Nancy, celles-ci étant plus
fréquentes dans les tours aéroréfrigérantes
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1.1.3. Méthodes de détection

Plusieurs méthodes d’analyse sont actuellement disponibles pour l'isolement, le dénombrement et
I'identification des légionelles. Les techniques de prélevement font également l'objet d’une
normalisation.

Certaines conditions telles que la présence d’une flore interférente, la présence d’hétes eucaryotes
(amibes, protozoaires) ou encore une eau non propre peuvent rendre difficiles les analyses,
notamment environnementales.

La mise en culture des bactéries du genre Legionella peut étre réalisée a partir de prélévements
environnementaux ou cliniques. Chez les patients ayant une légionellose, le lavage broncho-alvéolaire
est le type de préléevement le plus sensible pour mettre en évidence la bactérie par culture. Un milieu
spécifique BCYE est utilisé, permettant d’éliminer la flore interférente par divers antibiotiques
auxquels Legionella est naturellement résistante. La culture de Legionella est lente sur milieu sélectif
de type BCYE; les colonies sont obtenues en plusieurs jours (en général entre 3 et 10j). Elle reste
cependant la méthode de référence dans la réglementation environnementale pour les installations a
risque.

L’amplification génomique (PCR quantitative) permet de détecter toutes les especes et tous les
sérogroupes. Elle peut étre réalisée sur des prélévements environnementaux ou cliniques, et permet
de mettre en évidence une faible présence de la bactérie. Développée au début des années 2010 et
issue des de I"évolution des techniques de PCR conventionnelles, la PCR multiplex permet notamment
le diagnostic rapide d’un panel d’agents infectieux impliqués dans les infections respiratoires basses
(dont L. pneumophila).

La détection d’antigénes (immunochromatographie) est actuellement la principale méthode
diagnostique chez I’homme. Dans un contexte clinique, elle est le plus souvent réalisée sur échantillon
d’urine. L’antigéne recherché est spécifique de L. pneumophila de sérogroupe 1.

La sérologie correspond a la recherche d’anticorps anti-Legionella circulants chez les patients. Elle est
peu pratiquée en France actuellement, mais peut étre informative dans un contexte épidémiologique.
Plus utilisée avant 1999 (année de commercialisation des tests urinaires), elle est basée sur les
méthodes par immunofluorescence indirecte et ELISA’.

1.1.4. Voie de transmission, facteurs de risque de légionellose

La principale voie de contamination chez I'homme est l'inhalation de microgouttelettes (de taille
inférieure a 5 um) contaminées par la bactérie. Il n’existe pas de transmission interhumaine directe.

Legionella est une bactérie appartenant au groupe de risque 2 du code du travail (10). Selon I'article
R4421-3, le groupe 2 comprend les agents biologiques pouvant provoquer une maladie chez I’homme
et constituer un danger pour les travailleurs, dont la propagation dans la collectivité est peu probable
et pour lesquels il existe généralement une prophylaxie ou un traitement efficace.

Les facteurs de risque de légionellose fréquemment retrouvés sont le tabac, I'age, le sexe masculin, le
diabete, un cancer ou une hémopathie, ainsi que I'immunodépression.

7 Enzyme linked immunosorbent assay
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Dans un contexte hospitalier, le risque de pneumopathie nosocomiale a Legionella est majoré par des
facteurs tels qu’un acte chirurgical récent, une intubation, une ventilation mécanique, I'aspiration, la
présence de sondes naso-gastriques et I'utilisation d’'un équipement de traitement respiratoire
(OMS8).

Dans la majorité des cas, la source de la contamination n’est pas retrouvée (11).

1.2. Implication en pathologie humaine

Si des formes légeres et bénignes d’infections a Legionella, parfois méme passant inapergues, existent,
les mesures réglementaires présentées dans la suite de ce document visent a prévenir la forme patente
de la légionellose : pneumopathie fébrile grave, le plus souvent systématisée et fréquemment
bilatérale. Des manifestations extra-pulmonaires peuvent parfois étre observées.

La légionellose est exceptionnelle chez I'enfant (terrain d'immunodépression séveére).

Bien que la durée d’incubation soit le plus souvent comprise entre 2 et 10 jours, la période retenue en
France pour le recensement des expositions est de 14 jours avant |'apparition des premiers
symptoémes.

Legionella infecte les cellules humaines (macrophages) par un mécanisme semblable a celui qu’elle
utilise pour infecter les protozoaires (amibes).

La bactérie étant naturellement résistante aux pénicillines, le traitement de la légionellose repose sur
les macrolides, les fluoroquinolones ou la rifampicine (I’acquisition de résistances est a ce jour
exceptionnelle).

Le taux de |étalité s’est stabilisé a environ 10% depuis le milieu des années 2000 ; mais dans des
populations tres vulnérables il peut atteindre 30%.

La dose infectante n’est pas connue (OMS).

1.3. Historique de la réglementation frangaise

La surveillance de Legionella dans I'environnement a démarré quelques années aprés sa découverte,
et s’est progressivement étoffée en raison des caractéristiques de la maladie associée. Les cas sont en
effet évitables en raison d’'un contréle possible des sources de contamination, souvent graves, et
relativement rares donc pouvant faire I'objet d’une déclaration précise de la part des professionnels
de terrain. La détection rapide des foyers de cas groupés constitue un enjeu de santé publique.

A partir de 1980, certaines souches sont envoyées depuis des laboratoires de biologie médicale vers
le CNR® des légionelles pour identification et confirmation diagnostique. Désignés comme laboratoires
experts par un arrété publié le 18 avril 1972, les CNR sont impliqués dans la lutte contre les maladies
bactériennes et virales. Parmi les missions du CNR des légionelles figurent d’'une part I'expertise
biologique, qui comprend le typage moléculaire des souches (cliniques ou environnementales)
adressées par d’autres laboratoires, et d’autre part la contribution a la surveillance épidémiologique,
par le signalement aux autorités sanitaires des cas groupés, la comparaison des profils

8 Organisation mondiale de la santé
% Centre national de référence
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chromosomiques des souches (grande diversité génétique), et sa contribution au réseau international
de surveillance des légionelloses liées au voyage.

En 1987, la légionellose apparait sur la liste des maladies a déclaration obligatoire (12). Cette liste fait
actuellement I'objet de deux articles du code de la santé publique (D3113-6 et D3113-7); elle
comprend en majeure partie des maladies infectieuses et demeure par essence évolutive en fonction
de la situation sanitaire du pays.

Le 28 mars 1989, une premiére circulaire parait, décrivant une méthode pour lI'investigation des cas
groupés de légionellose et les grands principes de prévention de la maladie.

En avril 1997, un deuxiéme texte réglementaire encadrant la surveillance et la prévention de la
légionellose est publié (13). Celui-ci marque un constat : depuis la mise en place de I'obligation de
déclaration des cas de légionellose, une dizaine d’années auparavant, il n’y a pas eu d’amélioration
significative de I'exhaustivité des déclarations (en comparaison avec les souches envoyées au CNR).
L'estimation du nombre de cas diagnostiqués en France en 1995 est environ dix fois supérieure au
nombre annuel de cas déclarés.

Une évaluation des mesures prises jusqu’en 1997 aboutit aux modifications suivantes :

— Une nouvelle définition de cas est établie :
e Cas confirmé : pneumopathie associée a au moins un des résultats suivants :
o Isolement de Legionella spp dans un prélévement clinique
o Augmentation du titre d’anticorps (x4) avec un 2™ titre minimum de 128
o Immunofluorescence directe positive
o Présence d’antigéne soluble urinaire
e Cas possible : pneumopathie associée a un titre d’anticorps élevé (> 256)
— Le signalement des cas confirmés est dorénavant fait par le CNR directement a la DDASS® du
département concerné;
— Les médecins inspecteurs de santé publique sont chargés de récupérer les données
manquantes des fiches de déclaration ;
— Un nouveau guide d’investigation d’un ou plusieurs cas de légionellose est publié (a des fins
de prévention secondaire).

En décembre 1998, les détails concernant la mise en ceuvre des bonnes pratiques de prévention
concernant les réseaux et systémes de traitement de I'eau sont diffusés dans une nouvelle circulaire
(14). Egalement a visée de rappel devant la survenue de plusieurs cas groupés depuis la précédente
circulaire de 1997 sur le sujet, ce texte distingue deux situations de risque, selon la vulnérabilité des
personnes exposées :

e Les établissements de santé
e Les batiments recevant du public et les installations a risque

Concernant les établissements de santé, la circulaire rappelle qu’il reléve de la responsabilité de leurs
gestionnaires de vérifier et de garantir la qualité de I'’eau aux points d’'usage ; ce qui implique d’une
part, d’assurer la maintenance préventive des réseaux de distribution d’eau, et d’autre part, de mettre

10 Direction départementale des affaires sanitaires et sociales
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en ceuvre une surveillance de la contamination des réseaux par la recherche de Legionella sur des
préléevements d’eau.

Le texte introduit une notion de fréquence de préléevement. Ceux-ci doivent étre réalisés au moins
une fois par an au niveau de :

— Tous les réservoirs, ballons d’eau et installations a risque
— Un échantillon de points d’'usage

Un ratio minimal de prélevements est ainsi défini :

— Pour les établissements de moins de 500 lits : au minimum 10 points d’usage
— Pour chaque tranche supplémentaire de 100 lits : ajouter au minimum 2 points d’usage a
prélever

La norme NF T 90-431 (élaborée en 1993) est exigée pour l'analyse de ces prélevements
environnementaux. Les échantillons sont de préférence confiés au laboratoire de microbiologie
interne a I'établissement (ou a proximité) qui réalise habituellement le diagnostic de Iégionellose chez
les patients pris en charge. Enfin, un protocole construit en partenariat avec le CLIN doit préciser les
modalités de la surveillance mise en place, et les mesures immédiates de protection des patients
exposés en cas de positivité des prélévements.

Par ailleurs, sont exigées par la circulaire de décembre 1998 :

— La formalisation des procédures d’utilisation de I'’eau pour soins standards (il est notamment
rappelé que I'eau ou les solutés utilisés pour les aérosols ou pour I"humidification de
I’oxygénothérapie doivent étre stériles)

— La recherche systématique d’une légionellose lors de la survenue d’une pneumopathie chez
un patient hospitalisé, et une enquéte approfondie en cas de positivité du diagnostic afin de
déterminer une éventuelle origine nosocomiale

Le bilan de la mise en application des circulaires de 1997 et 1998 met en évidence que les
établissements de santé sont I'un des principaux lieux de contamination (20% des cas déclarés sont
d’origine nosocomiale certaine ou probable) ; et que les systemes de distribution d’eau chaude sont
les principaux pourvoyeurs de cas.

En avril 2002, suite a la publication d’un rapport du CSHPF a la fin de I'année 2001 (15), la notion de
seuil quantifié apparait pour la premiéere fois dans la réglementation frangaise sur la surveillance de la
contamination par Legionella des réseaux d’ECS. Alors que d’autres pays tels que la Suisse ou le Japon
ont déja statué en faveur de l'intérét de contrbles réglementaires basés sur les résultats des
prélevements dans les installations a risque, deux seuils distincts sont d’emblée déterminés. Un seuil
spécifique (concentration indétectable de Legionella) est défini pour les patients a haut risque de
développer la maladie (personnes séverement immunodéprimées), en particulier :

— Apreés transplantation ou greffe d’organe
— Sous corticothérapie :
e Prolongée (0,5 mg/kg de prednisone pendant 30 jours ou plus, ou équivalent)
e Qu récente et a haute dose (c’est-a-dire supérieure a 5 mg/kg de prednisone pendant
plus de 5 jours)
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Il est par ailleurs recommandé d’équiper les installations sanitaires des secteurs recevant ces patients
a haut risque de « points d’usage sécurisés », par exemple par des microfiltres terminaux constitués
d’une membrane dont les pores ont un diametre de 0,2 um.

La circulaire du 22 avril 2002 (16) souligne également que la température de I'eau est un indicateur
indirect de la présence ou de I'absence de légionelles dans les réseaux, et qu’ainsi, sa mesure en divers
points représentatifs du réseau et son enregistrement (de préférence en continu) sont essentiels dans
la gestion du risque légionelle.

Il est également précisé :

— Qu’un cas de légionellose considéré comme probablement nosocomial doit conduire a mettre
en place une surveillance de clinique de tous les patients susceptibles d’avoir été exposés.

— Que la survenue de cas groupés de légionellose nosocomiale doit conduire, chez les patients
exposés, a évaluer au cas par cas la nécessité d’une antibioprophylaxie en fonction de leurs
caractéristiques®?.

Il est demandé de définir et de rendre disponibles les documents suivants aux acteurs impliqués de
I’établissement :

— Protocoles :
e Entretien et de maintenance du réseau
e Surveillance des températures, de la concentration en légionelles dans I'eau
e Mesures préventives destinées aux services accueillant des patients a haut risque
(incluant des procédures alternatives aux douches)
e Consignes d’intervention lors du diagnostic d’un cas de légionellose ou lors de la mise
en évidence de concentrations en légionelles élevées dans un réseau d’ECS
— Calendriers :
e Surveillance de chaque réseau d’ECS
e Travaux de réfection
— Carnet sanitaire (pour chaque installation a risque) assurant la tragabilité de toutes les
opérations réalisées sur le réseau d’ECS, les plans, les relevés de températures et de volumes
consommeés, et les résultats d’analyses des concentrations en légionelles

Les modalités de prélevement sont détaillées.

Des recommandations générales sont également faites concernant la stratégie d’échantillonnage et
I'interprétation des résultats. Pour un point d’usage représentatif du réseau, il est souhaitable de :

— Chaoisir des points couramment utilisés

— Réaliser les prélevements a un moment ou le réseau d’eau est exploité dans des conditions
dites « normales » (milieu de journée par exemple)

— Réaliser les prélevements sur le premier litre d’eau obtenu

En novembre 2005, un arrété (17) relatif aux installations fixes destinées au chauffage et a
I"alimentation en eau chaude sanitaire parait. Le texte précise que la température de I'eau doit étre

11 Conformément a I’avis du 16 mars 1999 du CSHPF sur la place de I'antibioprophylaxie dans la prévention des
légionelloses nosocomiales
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supérieure a 50°C en tout point du systéeme de distribution. Néanmoins, aux points de puisage, et ce
afin de limiter le risque de brilures, la température de I'eau est limitée a 50°C dans les pieces destinées
a la toilette et 60°C dans les autres piéces.

En février 2010, un nouvel arrété (18) fait mention des fréquences de contréle minimales des
concentrations en légionelles dans les installations®2.

La norme francgaise T90-431 est exigée pour I'analyse des préléevements.

L'arrété prévoit, en cas de non-utilisation du réseau d’ECS d’un établissement pendant plusieurs
semaines, la réalisation de prélévements (aprés purge) dont les résultats devront étre connus avant la
réouverture au public.

La circulaire du 21 décembre 2010 (19) précise les modalités d’application de I'arrété du 1° février
2010.

Elle mentionne notamment des délais indicatifs pour les contrdles post-action(s) corrective(s) :

— Aprés un délai de 48h pour vérifier 'efficacité d’un traitement de désinfection curatif (choc
thermique ou chimique) ;

— Aprés un délai de 2 a 8 semaines pour vérifier I'efficacité de I'ensemble des mesures mises en
place (équilibrage du réseau, suppression des bras morts...).

1.4. Systemes de surveillance

1.4.1. En France

Chaque cas de légionellose doit conduire le clinicien ou le biologiste a compléter un formulaire cerfa
daté, précisant les signes cliniques, la date des premiers symptomes et 'issue pour le patient. La
technique de confirmation du diagnostic, I'espéce (et le sérogroupe en cas de L. pneumophila) et les
facteurs cliniques favorisants doivent également étre mentionnés dans cette déclaration. La
fréquentation de lieux a risque d’exposition a des aérosols doit étre investiguée, et les dates de séjour
retranscrites le cas échéant. La notion de cas groupés en cas d’hospitalisations multiples dans un méme
hopital doit étre précisée.

En 2021, le formulaire permet la déclaration dans deux cas de figure :

— Cas confirmé : pneumopathie associée a un des trois critéres suivants :
e Isolement de Legionella spp
e Augmentation du titre d’anticorps (x4) avec un deuxiéme titre minimum de 128
e Présence d’antigene soluble urinaire
— Cas probable : pneumopathie associée a un des deux critéres suivants :
e Titre d’anticorps élevé (2256)
e PCR positive

La déclaration est rendue anonyme par I'agence régionale de santé concernée, puis transmise a
I’antenne régionale de I'agence nationale de santé publique (actuellement Santé publique France).

12 Détaillées dans I'article
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1.4.2. International

Un réseau européen (ELDSNet!3), coordonné par 'ECDC et impliquant 35 pays, permet la notification
des cas de légionellose déclarés en France en cas de suspicion d’'une contamination survenue a
I’étranger.

Lorsque le pays ne participe pas a ELDSNet, le cas est notifié a 'OMS.

1.4.3. Au CHRU de Nancy

Un prélévement clinique positif a Legionella généere une alerte informatisée a destination du service
d’hygiene, qui permet d’initier I'investigation du cas. Selon les éléments disponibles dans le dossier
patient, une acquisition a I'h6pital de la bactérie peut, dans la plupart de situations, étre exclue et
aucune suite ne sera donnée par le service d’hygiene. C'est souvent le cas lorsque le patient est admis
a I’hépital pour une symptomatologie de pneumopathie fébrile. En revanche, lorsque les premiers
symptémes surviennent bien apres le début de I'hospitalisation, et que la période d’incubation d’une
dizaine de jours est compatible avec une contamination en cours de séjour, les investigations sont
approfondies : un typage moléculaire des souches retrouvées chez le patient, et une deuxiéme
enquéte, environnementale cette fois, débute. Le(s) point(s) d’usage du réseau incriminé(s) font I'objet
d’une demande de préléevement au laboratoire de biologie environnementale; le relevé des
températures et I'historique local des concentrations en légionelles dans le systéeme de production, de
distribution et au niveau des points d’usage sont consultés. En cas positivité des prélevements a
Legionella, les souches sont envoyées au CNR de référence pour typage moléculaire et comparaison
avec la souche clinique.

1.5. Epidémiologie

En France, selon I'agence nationale de santé publique, le nombre de cas notifiés de légionellose est
d’environ 1500 cas par an depuis I'année 2005. On note une tendance a I'augmentation depuis 2011 ;
néanmoins, I'année 2020 montre une diminution dans laquelle la pandémie de Covid-19 et les mesures
de gestion du risque infectieux qui y ont été associées ont probablement joué un réle.

13 European legionnaires’ disease surveillance network
1 European center for disease control
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Figure 1 : Evolution du nombre et du taux d’incidence annuels des cas notifiés de légionellose en France, 1988-
2019 - Source : Santé publique France

Le taux d’attaque’ de la légionellose est faible : dans les épidémies, il est de 0,1 a 0,5% (15).

On constate une saisonnalité avec une période estivale étendue (de juin a octobre) au cours de laquelle
le nombre de cas de légionellose notifiés est plus élevé. Par ailleurs, il existe en France un gradient
géographique est-ouest avec un taux de déclaration standardisé plus important dans I’est.

L'investigation de cette répartition inégale des cas sur le territoire national, ainsi que la détermination
de l'influence des facteurs météorologiques, sont incluses dans les objectifs du quatrieme plan
national santé-environnement 2021-2025 (PNSE 4 — axe 2 — action 12).

Chaque année en France, dans le cadre de l'investigation des cas de légionellose déclarés, une
exposition a risque est identifiée chez environ un tiers des patients. Une centaine de cas par an sont
considérés comme secondaires a I’exposition a une source de contamination hospitaliere. Si cet effectif
de cas nosocomiaux varie relativement peu depuis 1998 selon les données de I'agence nationale de
santé publique, la part des établissements de santé dans les expositions a risque était environ trois fois
supérieure entre 1996 et 2000 a celle observée depuis 20021,

La légionellose représente une faible part des pneumopathies communautaires'’ de I'adulte ; entre
0,5 et 5% selon les études. Néanmoins, en raison de sa plus grande part dans les pneumopathies
acquises a |’hopital, et du risque encouru par les patients hospitalisés en cas de source

15 Nombre de malades/nombre de personnes exposées

8Données de surveillance de la légionellose de 1988 & 2020 : expositions a risque parmi les cas de légionellose
notifiés en France 1996 — 2020, Santé publique France

17 Acquises hors d’un établissement de santé
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environnementale active localement, toute pneumopathie survenant en cours d’hospitalisation doit
conduire a éliminer une légionellose.

1.6. Gestion du risque infectieux

1.6.1. Etablissements de santé

Dans un cadre hospitalier, la gestion des risques microbiologiques s’appuie sur deux instances (20) :

— Un comité de lutte contre les infections nosocomiales (CLIN)*®, ou & défaut, la commission
médicale d’établissement ;
— Une équipe opérationnelle d’hygiéne hospitaliere (EOHH).

Cette organisation a deux niveaux (le premier de pilotage et a caractere consultatif, et le deuxieme
chargé de la mise en ceuvre) doit permettre la définition, I'application et I’évaluation du programme
annuel de lutte contre les infections nosocomiales adopté par I'établissement. Dans le cadre de la mise
en ceuvre de ce programme, des correspondants en hygiene sont désignés dans chaque service pour
relayer les messages de prévention et signaler les événements qui le nécessiteraient.

A ces professionnels de santé relais dans les services s’ajoutent les effectifs propres de I'EOHH. La
composition initiale des EOHH, déterminée en 2000 lors de leur création, définit pour objectif un ratio
d’un ETP infirmier pour 400 lits, et 1 ETP médical pour 800 lits.

Le développement des EOHH a depuis été favorisé par différentes mesures du ministére de la santé
ces derniéres années. En mars 2021, une saisine®® de la SF2H% par la DGS?! a demandé une redéfinition
du réle et des missions des EOHH/EMH??, et des préconisations concernant les ETP nécessaires. Un
état des lieux des ETP existants sur 'ensemble du territoire national, avec des données d’'impact et des
indicateurs, est également attendu pour juin 2022.

La maitrise du risque infectieux est basée sur la probabilité de survenue chez un héte d’'une maladie
infectieuse compte-tenu de I'exposition et du terrain. L'exposition au risque microbiologique étant
intrinsequement liée a I'activité de soins, I'objectif est d’étre en mesure d’identifier les sources de
contamination potentielles et de réduire ce risque.

Cela suppose d’avoir une connaissance de I'existence du risque, une quantification aussi précise que
possible et une définition du « risque tolérable » pour la santé humaine.

La démarche préventive repose sur I'identification de la source de contamination et des voies de
transmission, afin d’adapter les équipements de protection individuelle, le traitement de la source
lorsque cela est possible, et, en cas de recommandations scientifiques démontrant un bénéfice, un
traitement post-exposition ou prophylactique.

18 La création des CLIN date de la parution du décret n°88-657 du 6 mai 1988, dont la circulaire n°263 du 13
octobre 1988 a précisé les modalités d’application

19 N° D. 21-007596

20 5ociété francaise d’hygiéne hospitaliére

21 Direction générale de la santé

2 Equipes mobiles d’hygiéne
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Si I'exposition a un risque microbiologique a I'hopital reléve du type et de la qualité de la prise en
charge, I'analyse de ce risque doit pouvoir étre réalisée par l'individu exposé. Elle ne s’inscrit pas
strictement dans un raisonnement médical diagnostique et devrait pouvoir étre menée par tout
professionnel dont I'activité rend cette exposition inévitable. L’absence de mesures de prévention ou
des mesures inadaptées, une sous-estimation du risque ou une non connaissance des voies de
transmission sont des facteurs a prendre en compte.

Certains risques microbiologiques sont liés a la proximité entre deux individus ou a la contamination
croisée via du matériel réutilisable. D’autres ont une source environnementale : selon les normes en
vigueur (qui varient en fonction du caractére invasif ou non de la prise en charge du patient, et de sa
vulnérabilité aux agents infectieux), I’environnement peut étre plus ou moins porteur de risque.

1.6.2. Risque lié a la légionelle dans les réseaux d’eau chaude sanitaire

1.6.2.1. Evaluation du risque

L’analyse du risque lié a la légionelle nécessite une évaluation des trois composantes suivantes :

— Lasource :y a-t-il une augmentation de la concentration en légionelles dans I'eau ?
— Levecteur:y a-t-il une production d’aérosols ?
— Lacible : des personnes sont-elles exposées ?

La quantité minimale de légionelles dans I'eau qui serait susceptible de provoquer une infection chez
I’'homme n’est pas établie.

Néanmoins, le rapport du CSHPF publié en 2001 (15) justifie la fixation de seuils de concentration en
légionelles dans I'eau par la nécessité d’encourager la démarche de prévention. Il souligne que la
définition d’une valeur de référence — qui ne correspond cependant pas a un seuil sanitaire — permet
d’établir un point de départ pour I'action et constitue une aide a la gestion du risque.

La concentration en Legionella de 10® UFC/I correspond a une valeur au-dela de laquelle de
nombreuses épidémies sont décrites.

Finalement, le rapport propose ainsi trois niveaux d’intervention pour les réseaux d’ECS :

— Un niveau cible inférieur a 10° UFC de L. pneumophila par litre d’eau
— Un niveau d’alerte supérieur ou égal a 10° UFC de L. pneumophila par litre d’eau
— Un niveau d’action supérieur ou égal a 10* UFC de L. pneumophila par litre d’eau

La nécessité d’adapter le niveau cible selon le type de population exposée est évoquée.

L’année suivant la parution du rapport du CSHPF, le seuil de 10® UFC/l a été retenu par la
réglementation francaise comme niveau d’action, et un niveau cible spécifique (indétectabilité de L.
pneumophila) a été précisé pour les populations a haut risque.

Un moyen d’évaluation du risque lié a la légionelle dans les réseaux d’ECS réside dans la construction
et la mise en ceuvre d’un plan d’échantillonnage annuel de tous les réseaux.

L'étude des sources de contamination des patients atteints de Iégionellose a conduit a définir la notion
d’installation a risque. Elle recouvre I'ensemble des installations susceptibles d’exposer des personnes
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a des aérosols d’eau contaminée. Dans les établissements de santé, ce sont les réseaux d’ECS
desservant douches ou douchettes, les tours aéroréfrigérantes, les bains a remous ou a jet, les
humidificateurs ou encore les bacs a condensats utilisés dans les systemes de chauffage et de
climatisation.

1.6.2.2. Facteurs favorisant la prolifération des Iégionelles

Les conditions suivantes favorisent la prolifération des légionelles dans les réseaux d’eau chaude :

— Stagnation de I'eau (ballons, réservoirs, bras morts, points d’usage non utilisés...)

— Température comprise entre 25° et 43°C (absence d’éléments de disconnexion adaptés, retour
d’eau froide dans le réseau d’eau chaude, cordons chauffants défectueux, absence
d’équilibrage hydraulique du réseau...)

— Matériaux constitutifs du réseau :

e Nature (polybutyléne, polypropyléne, polyéthyléne réticulé, polychlorure-vinyle
surchloré sont des matériaux favorables a la prolifération du biofilm — au contraire du
cuivre qui a une action bactéricide de contact)

e Etat:entartrage et corrosion (liés a la vétusté des installations, a certains équipements
tels que les mousseurs, les pommeaux de douche...)

— Qualité del'eau:

e Résidus métalliques comme le fer et le zinc

e Résidus de certains matériaux tels que le caoutchouc, le chlorure de polyvinyle ou le
silicone

e Autres micro-organismes des milieux aquatiques tels que les cyanobactéries ou les
amibes libres

1.6.2.3. Moyens de maitrise

Le guide technique de I'eau dans les établissements de santé (21), publié en 2005 par le ministére de
la santé, constitue un référentiel pour la qualité microbiologique de I'eau. Il définit les différentes
typologies d’eau, et liste les critéres de qualité des eaux destinées a la consommation humaine ; donne
les grands principes de la démarche qualité, passe en revue les différents traitements
complémentaires de I'eau possibles, décrit les installations de distribution, leur maintenance et leurs
modes de défaillances.

En cas de dépassement des seuils de concentration en légionelles dans un réseau, des traitements
ponctuels peuvent étre utilisés. Les actions correctives suivantes peuvent étre mises en ceuvre?? :

— Choc thermique : I'eau circule a 70°C pendant au moins 30 minutes dans I'ensemble du réseau
(y compris les points de puisages) ;
— Choc par produit désinfectant :
e Chlore : injection d’une dose massive (15 a 100 mg/l) pendant 1 a 24 heure(s) dans le
réseau ;
e Mélange d’acide peracétique (255,9 mg/g) et de peroxyde d’hydrogéne (48 mg/g)
dilué dans I'eau a 1% pendant 1 heure.

23 Traitements actuellement utilisables au CHRU de Nancy en cas de non-conformité des prélévements
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Les inconvénients de ces actions correctives curatives sont un effet non garanti sur le long terme, le
déséquilibre potentiel de la flore microbienne qu’elles peuvent générer, et la dégradation des
installations. Les chocs thermique et chloré nécessitent par ailleurs un arrét de I'utilisation des points
d’usages du réseau concerné en raison des risques de brllures et d’intoxication. Cette condition peut
rendre leur mise en ceuvre difficile a I’échelle d’un batiment d’établissement de santé. Le chlore est a
I'origine de la formation de sous-produits organochlorés, qui présentent des risques d’intoxication
aigué en cas d’ingestion ponctuelle d’'une dose importante, et sont classés comme perturbateurs
endocriniens (exposition chronique modérée).

Le role protecteur du biofilm vis-a-vis des bactéries qui le composent peut diminuer I'effet des hautes
températures et des produits désinfectants sur les légionelles.

En outre, tous les matériaux susceptibles de composer des réseaux d’ECS ne sont pas compatibles avec
les produits de désinfection utilisés dans ce cadre.

De maniere plus marginale, et non recommandée, il est possible de recourir a un traitement
désinfectant chloré préventif en continu ; ce qui nécessite de veiller a ce que les molécules utilisées et
leurs concentrations soient autorisées par la réglementation dans les eaux destinées a la
consommation humaine.

Ces traitements chimiques ou par choc thermique ne doivent étre réalisés qu’en deuxiéme intention,
secondairement aux interventions techniques de rééquilibrage du réseau en vue d’obtenir des
températures et débits satisfaisants. lls ne peuvent corriger des anomalies structurelles des réseaux
favorisant la prolifération des légionelles qui doivent étre corrigées par d’autres moyens (travaux sur
le réseau).

Au CHRU de Nancy, la tracabilité informatisée des actions correctives est assurée par les services
techniques (atelier plomberie) depuis 2010.

1.6.3. Modalités de prélevement et d’analyse

Les prélevements et la mesure des concentrations en légionelles dans I'eau fait I'objet de normes
élaborées par ’AFNOR?* et I'ISO?. Les eaux chaudes sanitaires sont considérées comme des eaux
propres, et soumises aux normes de prélevement et d’analyse correspondantes.

24 Agence francaise de normalisation
%5 Organisation internationale de normalisation
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Tableau I. Normes de prélevement et d’analyse de Legionella dans I'eau

Norme Domaine d’application Année
d’élaboration

NF EN ISO 19458 Réalisation, transport et conservation des prélevements 2006

NF T 90-431 Analyse des prélevements par culture (norme francaise 1993
obligatoire)

NF T 90-471 Analyse des prélévements par PCR quantitative (non utilisée 2010
dans le cadre de la surveillance réglementaire)

ISO 11731 Analyse des prélevements par culture (norme internationale) 1998

ISO/TS 12869 Analyse des prélévements par PCR quantitative (norme 2019%

internationale)

Les modalités pratiques de la norme NF EN ISO 19458 sont détaillées dans le fascicule de
documentation FD T 90-522 de I’AFNOR, mis a jour date de février 2022 (22).

Plusieurs versions successives de la norme frangaise T 90-431 ont été publiées :

— Version de novembre 1993

— Version de septembre 2003 : le seuil de détection est a 50 UFC/I, le seuil de quantification est
a 250 UFC/I

— Version de novembre 2014 : les seuils de détection et de quantification sont a 10 UFC/I pour
les eaux propres ; I'ensemencement direct des milieux de culture aprés concentration par
filtration sur membrane est désormais autorisé (23)

— Version d’aolt 2017 (version en vigueur) (24)

La NF T 90-431, depuis sa révision de 2014, autorise I'ensemencement direct comme la concentration
d’échantillons de 10 ou 100 ml d’eau. Lincubation se fait a 36°C pendant 8 a 11 jours, avec une
premiére lecture au 3°™ ou 4°™ jour. Les colonies présentent un aspect de verre fritté a la loupe
binoculaire. Les colonies d’aspect typiquement évocateur de Legionella sont ensuite repiquées sur
géloses BCYEa sans L-cystéine et avec L-cystéine, puis mises en incubation pour lecture a partir de 48h.
On considere comme Legionella spp toutes les colonies présentant un aspect caractéristique et ne
pouvant étre cultivées que sur milieu BCYEa avec L-cystéine.

L'identification de |‘espéce pneumophila est possible par immunofluorescence ou en agglutination au
latex en présence d’anticorps anti-L. pneumophila

La PCR quantitative peut également permettre de confirmer les colonies présomptives de Legionella
spp et de L. pneumophila.

La culture présente néanmoins deux inconvénients majeurs :

— Le rendu tardif des résultats définitifs (délai minimum de 8 jours) ; ce qui rend difficile la
gestion du risque en cas de prise de mesures restrictives qui ne peuvent alors étre levées dans
ce délai;

26 Remplace la norme ISO/TS 12869 parue en 2012
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— Larestriction de I'analyse a un sous-ensemble de légionelles présentes dans I'eau, répondant
aux criteres : libres, viables et cultivables.

En 2011, ’ANSES?” a produit un rapport sur saisine de la DGS concernant les méthodes de détection et
de dénombrement de Legionella dans |'’eau. La demande visait notamment a préciser la pertinence de
la mise en ceuvre des méthodes de biologie moléculaire dans le cadre des controles réglementaires.
En effet, les unités utilisées en culture pour le dénombrement (UFC/I) ne sont pas les mémes que celles
utilisées en PCR quantitative (UG/I). Le rapport, qui évoque par ailleurs les multiples pistes
d’amélioration des techniques de biologie moléculaire dans la mesure des concentrations en
légionelles, n’a pas été suivi d’'une mise a jour de la réglementation nationale concernant la
surveillance des réseaux d’ECS. Il préconisait la mise en ceuvre d’essais a grande échelle pour
permettre d’affiner les critéres d’interprétation des résultats en PCR quantitative (25).

A cejour, laréglementation n’a pas été modifiée et la méthode de détection et de quantification exigée
pour les réseaux d’ECS demeure la culture.

1.7. Organisation au CHRU de Nancy

1.7.1. Acteurs et responsabilités

Les services techniques sont responsables des actions de maintenance préventive et curative.

Le laboratoire de microbiologie environnementale est en charge de la réalisation des prélevements et
de leur traitement ; il émet une alerte lorsqu’un risque est détecté pour les patients.

L'EOHH est quant a elle responsable de la définition du plan de surveillance, du suivi des non-
conformités, et de la gestion des risques encourus par les patients.

Les utilisateurs des points d’usage sont responsables de la bonne utilisation de I'équipement telle
gu’elle est prévue (par exemple, la réalisation de purges).

1.7.2. Organisation

Une réunion de la «cellule eau » du CHRU a lieu une fois par mois. L'EOHH, le laboratoire de
microbiologie environnementale et les services techniques y sont représentés.

Le référentiel eau du CHRU de Nancy précise les fréquences de préléevements a suivre selon la typologie
d’eau. Pour I'eau chaude sanitaire, la fréquence minimale de prélevement est d’une fois par an :

— Au niveau des départs et retours de boucles (au niveau des sous-stations) ;
— Au niveau des points d’usage : point représentatif et/ou éloigné du réseau d’eau

Ces prélévements sont réalisés selon des procédures internes prenant en compte les normes et la
réglementation.

Le rapport d’analyse du prélevement est transmis par le laboratoire de microbiologie
environnementale a 'EOHH et génére une alerte en cas de non-conformité des échantillons d’eau.

27 Agence nationale de sécurité sanitaire

30



Légende :

1
2
3
4
5

: Diffusion des rapports d’analyse par le LBEa la cellule Contréle, qualité et méthodes et 'TEOH.

: Echange entre le DE, le Département Maintenance et Exploitation, 'EOH et le LBE sur le (ou les) résultat(s) bactériologique(s) et/ou physicochimique(s).

: Selon le résultat et, notamment en cas de non-conformité, la cellule controle qualité et méthodes établit une DI a 'atelier plomberie.

: En cas de non-conformité, la cellule contrdle qualité et méthodes envoie un mail d’'information au(x) responsable(s) du service : mise en place de consignes.
: Une fois la DI réalisée, la Cellule contrble qualité et méthodes fait une DP au LBE pour recontrole.

Figure 2 : Organigramme : réles et missions des différents acteurs institutionnels (extrait du référentiel eau du CHRU de Nancy)
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1.7.3. Gestion des non-conformités

Le référentiel eau du CHRU de Nancy présente la conduite a tenir en cas de non-conformité d’un
préléevement d’eau, sous la forme d’un logigramme. Des fiches techniques pour qualité d’eau ou par
type de point d’eau déclinent les spécificités de ces derniers.

Legionella est considérée comme un micro-organisme indicateur de la qualité de I'eau chaude
distribuée, a I'origine d’un risque pour le patient. Il n’y a pas de niveau « alerte » pour cet agent
infectieux ; le dépassement des seuils autorisés conduit directement au niveau « action ». Les
premiéres mesures prises sont I’arrét de I'utilisation du point d’eau et/ou la prescription de microfiltres
a usage court par le gestionnaire eau des services techniques en concertation avec le service d’hygiene
hospitaliere. L'EOHH est systématiquement informée des non-conformités pour diligenter une
enquéte chez le(s) patient(s) si nécessaire. Enfin, une évaluation du risque potentiel pour les autres
points d’eau a risque du batiment est réalisée immédiatement afin de limiter I’exposition.

En cas de nouveau contréle montrant une persistance de la non-conformité, une réunion
pluridisciplinaire est organisée pour évoquer les pistes de correction et les modalités de
fonctionnement dégradé le cas échéant.

En cas de retour a la normale (conformité des prélevements de recontréle), la surveillance de routine
est poursuivie.
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Niveau cible Niveau d’action
Niveau d’alerte i
‘ Non
N

Non:
Défaut
Non
Oui

Figure 3 : Logigramme : conduite générale a tenir pour la gestion des résultats de prélévement d’eau (extrait du référentiel eau du CHRU de Nancy)
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2. PRESENTATION DE L’ARTICLE

L'article présenté dans les pages qui suivent est une vue globale de la surveillance de risque lié a la
légionelle au CHRU de Nancy entre décembre 1994 et mars 2021. Il reprend les résultats des
prélévements environnementaux réalisés a cette fin sur la période, par site et par batiment. Compte-
tenu de I'étendue géographique du CHRU de Nancy et de |'évolution de la réglementation, la
surveillance a progressivement comporté la réalisation et I'analyse de plusieurs centaines de
prélevements par an.

Cet article décrit également — avec les données disponibles — les cas de légionellose ayant fait I'objet
d’une investigation par le service d’hygieéne et pour lesquels une origine nosocomiale a été jugée
probable.

La période d’étude étant relativement longue, il est a noter qu’outre les changements qui ont eu lieu
sur le plan réglementaire, I"évolution des techniques a permis d’explorer de facon de plus en plus
précise avec des seuils de détection et de quantification de plus en plus faibles les concentrations en
légionelles. Cela introduit une marge d’incertitude variable dans I"évaluation du risque, qui est a
prendre en compte dans cette analyse rétrospective.

La surveillance au CHRU de Nancy a commencé bien avant qu’une obligation réglementaire a I'échelle
nationale ne soit mise en place, eu égard a I'attention portée localement a I'époque au réseau d’eau
chaude sanitaire de I’'hopital comme source potentielle de contamination par Legionella. Certaines
informations (notamment des actions correctives en cas de dépassement des seuils), dont la tracabilité
n’était alors pas effectuée, ne sont pas disponibles n’ont donc pas pu étre présentées dans cet article.
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3. ARTICLE

Environmental monitoring of Legionella risk at Nancy University Hospital Centre from 1994 to 2021

Abstract

Introduction: Since 2002, French health facilities have obligation to manage nosocomial infection risk
due to Legionella bacteria. In each hospital hot water system, the contamination must be assessed and
a follow-up of Legionella pneumophila concentration implemented. The purpose of this observational
study was to describe the results of environmental samples from sanitary hot water systems of the
university hospital of Nancy, as part of Legionella regulatory monitoring.

Methods: Samples collected all along the water systems of buildings composing Nancy University
Hospital Centre are analyzed in situ since 1994, to assess regularly the contamination of sanitary hot
water and monitore Legionella concentration in case of corrective action carried out. Probable or
possible nosocomial legionellosis cases were reviewed.

Results: A total of 6821 samples were analyzed. Global noncompliance rates, based on the April 2002
French regulation (with differentiated thresholds depending on the sample point characterization),
was 13.6 per 100 samples processed (n = 928). L. pneumophila was identified in 2010 samples. Its
serogroup was identified in 1003 samples: 27.7% (n= 557) were serogroup 1, 4.6% (n = 92) were
concomitant presence of serogroup 1 and serogroup 2-14, and 17,6% (n = 354) were serogroup 2-14.
Differences in terms of distribution were observed : there was a clear predominance of serogroup 2-
14 in Central Hospital, whereas in children’s hospital, it was almost exclusively serogroup 1.

Conclusion: A global decrease of the sanitary hot water systems contamination along with the
regulatory changes is observed, despite the persistence of infrequent non conformities in a few
buildings. Some probable nosocomial cases of legionellosis can be compared with exceeded thresholds
on locally sampled representative points ; some others seem to be related to a terminal contamination
of the point-of-use, due to occasional use.

KEYWORDS

Legionella risk monitoring — sanitary hot water system — French regulation
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Introduction

Legionellosis is a worldwide spread and preventable pulmonary infectious disease, mainly acquired
from hot water in showers. This infection is a public health priority. Among the European Legionnaires’
Disease Surveillance Network, France has one of the highest numbers of legionellosis reported cases
(1389 cases in 2015) and age-standardized rates per 100,000 population between 2011 and 2015 (2.07
cases per 100,000 inhabitants in 2015); not far from Italy, Germany and Spain. For this period, in
European Union, 4.9% of legionellosis were hospital-acquired infections. Among culture-confirmed
cases of legionellosis, the frequency of isolation of the different species was in descending order L.
pneumophila serogroup 1 (83%), L. pneumophila serogroup 2-14 (7%), L. longbeachae (1.0%) and L.
micdadei (0.3%) (26). This observation should, however, be tempered by the fact that the most
common diagnostic method is the urinary antigen, which only detects L. pneumophila serogroup 1.
This clinical statement is endorsed by environmental Legionella contamination. Legionella species
found in a large sample of warm water systems from Germany were L. pneumophila, with substantial
variations from 57.5% to 91.2% (27).

To prevent legionellosis, France has implemented regulations including quality limits for L.
pneumophila. Regulatory thresholds appeared in 2002, a few months after the publication in
November 2001 of the French High Council for Public Hygiene, « Legionella risk management » (15),
which discussed thresholds issue. Regulations were updated in 2010.

Nancy University Hospital has been carrying out environmental monitoring of sanitary hot waters since
1994. Water monitoring is coordinated by infection prevention and control team. A monthly meeting
is organized with the technical services, the infection prevention and control team and the
environmental control laboratory. During the meeting, non-conformity is discussed and a course of
action is planned if necessary. A monitoring plan is defined annually.

The aim of our study is to describe the results of Legionella risk monitoring at Nancy University Hospital
Centre from 1994 to 2021.
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Materials and Methods

Data collection

Study site

Nancy University Hospital Centre consists of several sites, some of which have been demolished or
were assigned to other functions on the study period. Each site consists of several buildings, in some
instances heterogeneous from a conceptual standpoint. Based on the technical services charter,
twelve sites were identified in the database gathering results of water samples for Legionella analysis.

Among numerous buildings spread across those sites, large-sized (and representative from the
standpoint of average annual amount of water samples collected) structures were favored for review.
Those selected buildings amounted to fifteen (table 1).

Water points of use are identified by a unique number whose construction is specified below (see
paragraph 1.4.).

Sampling

Sampling plan

In Nancy University Hospital Centre, sampling plan is annually devised by the hospital hygiene
department, upstream of the measurement campaign. There are on average two sampling periods per
year for one building. Sampling points, which vary from one year to another, are selected on several
criteria; the furthest point of the water system considered is sampled, and several other points
classified as representative points of the water system.

In addition to those planned samples, one-off samples can be requested, often by technical services,
as the temperatures in the water system do not reach expected thresholds that reduces proliferation
of Legionella. The number of samples collected is highly dependent on the building size and the study
period. In particular, in 2012, the sampling plan has been updated with increased number of samples
processed.

Focusing on the sampling plan, the French regulation (see annex 1 of the decree of 1 February 2010)
concerning sanitary hot water in hospitals requires minimal sampling frequencies at certain
characteristic points to monitor Legionella concentration in each water system.

For all of the following points, Legionella concentration analysis is required once a year:

— Bottoms of hot water tanks for production and storage (in the furthest tank in case of series
tanks, and in one of them in case of tanks connected in parallel);

— Most representative high-risk points of use and most distant points of use from hot water
production;

— Representative points of use located in departments which admit patients identified by the
Infection Control Committee (or any organization in charge of the same mission) as particularly
vulnerable to the risk of legionellosis;

— Returns of the circulation (general returns).
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The sampling period begins in December 1994 (the start of Legionella monitoring in the hospital water
system), and ends in March 2021 for this study.

Sampling conditions and analytical techniques for environmental samples

All samples are processed with sterile vials, containing sodium thiosulfate to neutralize residual
chlorine effect. The sampling process follows NF EN ISO 19458.

Samples realized at departs of circulation systems are processed after purging thirty seconds.

The AFNOR NF T 90-431 standard, developed in 1993 (several successive versions of the document
have been published; the last one in August 2017), is currently mandatory for the analysis. The process
involves filtering one liter of water, then in vitro culture.

Latex tests are used to classify L. pneumophila in three categories, depending on the serogroup
(serogroup 1, 2-14, or presence of both).

Apart from cooling towers samples (which were not analyzed in this study — and because of particular
analysis methodology), all the samples were analyzed in the environmental control laboratory, in
Nancy University Hospital Centre.

The concentration of Legionella spp was measured from December 1994 to July 2004, and then from
may 2010 to the end of the study, in March 2021. Between July 2004 and may 2010, only L.
pneumophila concentration was measured (with two exceptions).

The serogroup has been determined on the positive samples for L. pneumophila since June 2000. The
serogroups were spread in three categories (1, 2-14 or both).

Data sources

Records in the database and information system

The biological results are recorded since 2011 in a local database created by the hospital hygiene
department (Microsoft Access®). Information about the samples collected from 1994 to 2011 in paper
form has been added subsequently.

Nosocomial cases

Investigations conducted by the hospital hygiene department were reported in exchanged letters
between the hygiene department head and hospital upper management, technical services, biology
laboratory and prefecture. Consulting archives of the department allowed the retrieval of information
about nosocomial cases of legionellosis.

Overview of the variables in the database

The database created for the recording of the samples results contains the following variables:

General data:
— Analysis number (unique identifier of the sample)

38



Quality of the sample (examples of categories: general water intake, bottom of the hot water
tank, hot water, mixed water, representative point of use, at risk point of use, hot chlorinated
water...)

Date of sample collection

Location data:

Site (table 1)

Building (table 1)

Service

Local (examples of categories: room 308, individual box n°2, collective bathroom...)

Point (examples of categories: shower, sink, downstream of the plate heat exchanger,
downstream of the hot water storage tank...)

Floor

Sector

The identification code of the sampling point: a sequence of numbers and letters has been
defined in the 2000s to identify each accessible point of the water system (example:
D35.02A007a). The first letter corresponds to the site, the following two numbers to the
building. A total of 923 different points of the water systems have been recorded in the data
base.

Measurements:

L. pneumophila concentration (in CFU/I)

Legionella spp concentration (in CFU/I)

Water system temperature (in °C)

Temperature after 2 to 3 minutes of water flowing (in °C)
Temperature (in °C)

Temperature of the first spray (in °C)

Free chlorine (in mg/I)

Total chlorine (in mg/l)

Identification of the serogroup if L. pneumophila is detected.

Free-form text for further details if necessary:

Comment (there were 646 samples with comments written by the person in charge of the
sampling, for example hard water, unused point, vacant room, system control, colored water,
relation with another sample, mixer tap limited to 38°C, reopening of the service...)

Technical comment (for example unquantifiable L. pneumophila, undetected Legionella, L.
pneumophila serogroup 1...)

Data cleansing and creation of variables

Six analysis numbers were initially identified as duplicates. Focusing on those samples, the service

differed and the analysis numbers have been corrected without deleting any record.

Values of variables which were assumed to be numerical have been transformed if necessary, in order

to be summarized by indicators subsequently. Concentrations of L. pneumophila and Legionella spp
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were not recorded in the same way depending on the evolution of analytical techniques of
microbiology:

— Values superior to a threshold have been replaced by the value of the threshold (for example
>1000 has been replaced by 1000);

— Values lower than a threshold, i.e., undetectable by the current analytical technique, have
been replaced by zero (values beginning with the character « < » have been replaced by « 0 »);

— Values « non-detectable » or « ND » have been replaced by zero.

Some missing values of concentrations have been retrieved in the technical comment and added.

All missing values of Legionella pneumophila have been replaced by « 0 » when there was a null value
of Legionella spp.

The three variables « temperature of the water system », « temperature after 2 to 3 minutes » and «
temperature » have been merged.

Some missing serogroups have been retrieved in the technical comment and added to the
corresponding variable.

The following variables were created to analyze the results of the monitoring samples:

— Compliance to the French regulation of April 2002
The conformity was ascertained in two cases: for classic points of use if L. pneumophila concentration
was lower than 1000 CFU/I; for high-risk points of use: if L. pneumophila concentration was
undetectable or null. Apart from those cases, the samples were considered as nonconform.

— Compliance to locally determined thresholds (before national regulation)
The conformity was ascertained in two cases: for classic points of use: when L. pneumophila
concentration was lower than 10,000 CFU/I; for high-risk points of use: when L. pneumophila
concentration was undetectable or null. Apart from those cases, the samples were considered as
nonconform.

— Characterization of the sampling point
The multiple categories of the variable « quality of the sample » were gathered in five categories:
classic point of use, high-risk point of use, depart of the circulation system, return of the circulation
system, and cold water.

— Sampling schedule
The sample is qualified as « planned sample » if included in the surveillance; and « one-off sample » if
secondary to a request (mostly coming from the technical services).

Data analysis

All the tables and figures have been produced with R-3.6.1 and RStudio (version 1.2.5019).

40



Results

Exclusion criteria

Sixteen samples had no Legionella analysis result (unrealized, uninterpretable or canceled upon
receipt).

Five samples were realized at a patient’s home or in another university hospital, outside France.

Forty-five samples realized on cooling towers (originally two at Nancy University Hospital Centre, on
two different sites) were excluded from the review because these facilities do not need to meet French
regulation on sanitary hot water (industrial water not intended for human consumption).

Four sites were excluded (n = 68 samples), due to lack of contact with patients (unit of food production,
Marcel Brot tower), very small number of samples collected in the study period (mental health centre),
or low exposure duration (odontology).

For one sample, analysis was processed outside the environmental control laboratory.

Twelve samples did not allow to identify the location of the point accurately in the water system, or to
characterize the point.

Only some buildings from all those which were identified in the database of water samples have been
selected for detailed review.
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Total of environmental samples for legionella
culture ordered by the university hospital of
Nancy in the database
(n = 6970)

Total of environmental samples for legionella
culturein the database
(n=6962)

Environmemental samples analysed
(n=6952)

Environmemental samples treated by the
environmental biology laboratory
(n=6951)

Unrealized or uninterpretable
(n=8)

Cancelled analysis upon receipt
(n=28)

Not treated by the environmental
biology laboratory
(n=1)

Environmemental samples realized inside the
university hospital of Nancy
(n = 6946)

Environmemental samples with accurate location
of the sampling point in the water system
(n=6936)

A 4

Realized out of university hospital
of Nancy
(n=5)

Missing building identification
(n=10)

Environmemental samples after cooling towers
removed
(n=6891)

Collected in cooling towers
(n=45)

Environmemental samples after some sites
removed
(n=6823)

Environmemental samples after uncharacterized
sampling points removed
(n=6821)

Figure 1 : Flowchart

Sites excluded from the analysis :
- unit of food production
- Marcel Brot tower
- odontology
- mental health centre
(n=68)

Insufficient information to
characterize the sampling point
(n=2)
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Descriptive analysis

General view — University Hospital of Nancy

Table I. Characteristics of Nancy University Hospital Centre : sites, buildings and hot water systems

Site, building End date of construction
Brabois Hospitals
Adults hospital 1973
1982

Children’s hospital

Louis Mathieu Institute 2010
Drouet tower 1960's
Inter-regional secured hospital unit 2004
Central Hospital
Neurology building 1997-99
Chalnot pavilion 1990
Bonsecours building -
Collinet de la Salle pavilion 1883
Roger de Videlange pavilion 1883
Alfred Krug pavilion Interwar period
Grosdidier pavilion -
Surgical centre Emile Gallé
Building A 2010
Building B 2010
Building C 2010
Saint Julien Hospital 1900
Regional Maternity 1928
Maringer Villemin Fournier Hospitals Interwar period
Jeanne d'Arc Hospital 1970
Saint-Stanislas Centre 1820

Sites and buildings

In the very large majority of cases (90.4%), points of use sampled since the beginning of the surveillance
were classic points of use (with authorized threshold of 1000 to 10,000 CFU/I depending on the period).

Returns of the circulation were more sampled than departs of the circulation (3.2% versus 1.3%).

There was no sample collected on the depart or the return of the circulation system in the regional
maternity, nor in the surgical centre Emile Gallé.

A few cold water samples were processed (n=9).

Among all the water samples of the Chalnot pavilion, a substantial number was coming from high-risk
point of use (almost one third of samples — the only studied building with this kind of distribution).

The average temperature was superior to 50°C for all sites except for the regional maternity (48.5°C).

Louis Mathieu Institute had the lowest mean temperature (45.1°C) measured on the water samples
processed for Legionella risk surveillance of all the buildings studied. It was followed by Roger de
Videlange pavilion (47.2°C).
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Over the total study period, the information about the scheduling of the sample was filled out in 20.7%
of the cases. The variable « sampling schedule » has been added to the database at the start of 2012.
Specifically, over the 2012-2021 period, the information was filled out in 32.5% of cases (17.8% of
planned samples and 14.7% of one-off samples).

Global mean concentration of Legionella spp was 4330 CFU/I, with one quarter of missing values.
Global mean concentration of L. pneumophila was 5880 CFU/I, with 0.5% of missing values.

The average percentage of noncompliance to the French regulation of April 2002 was 13.6%. The
proportion of nonconform water samples in the database is around or superior to 20% for the following
buildings: Saint Julien Hospital (22.9%), children’s hospital (21.7%) and surgical centre Emile Gallé
(19.9%).
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Table Il. Description of the samples by site — Overall

Brabois Hospitals Central Hospital Sﬂ';z;?:;eln Regional Maternity Sug::;:' é:“ge ::I’ 3:':;‘:"'_'\2!;;2 Ir; Je?_;:;:;:l\rc Samées:::;slas Overall
(N=3732) (N=1434) (N=594) (N=460) (N=256) (N=126) (N=111) (N=108) (N=6821)
Characterization of the sampling point
Classic point of use 3383 (90.6%) 1231 (85.8%) 577 (97.1%) 426 (92.6%) 256 (100%) 102 (81.0%) 98 (88.3%) 91 (84.3%) 6164 (90.4%)
High-risk point of use 187 (5.0%) 120 (8.4%) 0 (0%) 34 (7.4%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 341 (5.0%)
Return of the circulation system 106 (2.8%) 59 (4.1%) 14 (2.4%) 0 (0%) 0 (0%) 16 (12.7%) 9 (8.1%) 11 (10.2%) 215 (3.2%)
Depart of the circulation system 52 (1.4%) 21 (1.5%) 2 (0.3%) 0 (0%) 0 (0%) 8(6.3%) 4 (3.6%) 5 (4.6%) 92 (1.3%)
Cold water 4(0.1%) 3(0.2%) 1(0.2%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(0.9%) 9 (0.1%)
Temperature (°C)
Mean (SD) 50.3 (9.65) 51.0(9.02) 52.0(8.28) 48.7 (10.2) 52.6 (7.29) 53.4 (6.06) NA (NA) 52.7 (10.7) 50.7 (9.35)
Median [Min, Max] 54.0 [5.00, 73.9] 53.5[11.4, 75.0] 54.2 [14.0, 65.0] 50.2 [12.6, 65.0] 54.6 [27.6, 68.6] 53.0[37.0, 63.0] NA [NA, NA] 57.0[16.0, 66.0] 53.9 [5.00, 75.0]
Missing 1633 (43.8%) 456 (31.8%) 135 (22.7%) 32 (7.0%) 9 (3.5%) 97 (77.0%) 111 (100%) 45 (41.7%) 2518 (36.9%)
Sampling schedule
Planned sample 357 (9.6%) 195 (13.6%) 49 (8.2%) 117 (25.4%) 29 (11.3%) 8 (6.3%) 0 (0%) 17 (15.7%) 772 (11.3%)
One-off sample 331 (8.9%) 116 (8.1%) 101 (17.0%) 33 (7.2%) 57 (22.3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 638 (9.4%)

Missing 3044 (81.6%) 1123 (78.3%) 444 (74.7%) 310 (67.4%) 170 (66.4%) 118 (93.7%) 111 (100%) 91 (84.3%) 5411 (79.3%)
Legionella spp (CFU/1)
Mean (SD) 6280 (63900) 1350 (14000) 5210 (31700) 1430 (10100) 2630 (21600) 8.89 (37.5) 1040 (3860) 5.47 (46.2) 4330 (48000)
Median [Min, Max] 0 [0, 1260000] 0 [0, 380000] 10.0 [0, 540000] 0 [0, 160000] 30.0 [0, 340000] 0 [0, 250] 0 [0, 15500] 0 [0, 400] 0 [0, 1260000]
Missing 1075 (28.8%) 333 (23.2%) 92 (15.5%) 0 (0%) 0 (0%) 79 (62.7%) 95 (85.6%) 33 (30.6%) 1707 (25.0%)
Legionella pneumophila (CFU/1)
Mean (SD) 7090 (88900) 5790 (130000) 4430 (28600) 1410 (10100) 2620 (21600) 7470 (64300) 4650 (32200) 0(0) 5880 (89700)
Median [Min, Max] 0 [0, 4100000] 0 [0, 4700000] 0 [0, 540000] 0 [0, 160000] 20.0 [0, 340000] 0 [0, 695000] 0 [0, 335000] 0[0, 0] 0 [0, 4700000]
Missing 21 (0.6%) 3(0.2%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (4.8%) 2 (1.8%) 1(0.9%) 33 (0.5%)
Compliance to the French regulation of
April 2002
Conformity 3193 (85.6%) 1303 (90.9%) 458 (77.1%) 397 (86.3%) 205 (80.1%) 109 (86.5%) 88 (79.3%) 107 (99.1%) 5860 (85.9%)
Nonconformity 518 (13.9%) 128 (8.9%) 136 (22.9%) 63 (13.7%) 51 (19.9%) 11 (8.7%) 21 (18.9%) 0 (0%) 928 (13.6%)
Missing 21 (0.6%) 3(0.2%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (4.8%) 2 (1.8%) 1(0.9%) 33 (0.5%)
Compliance to locally determined
thresholds (before national regulation)
Conformity 3504 (93.9%) 1377 (96.0%) 561 (94.4%) 422 (91.7%) 247 (96.5%) 117 (92.9%) 100 (90.1%) 107 (99.1%) 6435 (94.3%)
Nonconformity 207 (5.5%) 54 (3.8%) 33 (5.6%) 38 (8.3%) 9(3.5%) 3(2.4%) 9(8.1%) 0 (0%) 353 (5.2%)
Missing 21 (0.6%) 3(0.2%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (4.8%) 2 (1.8%) 1(0.9%) 33 (0.5%)
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Table Ill. Description of the samples by building — Brabois Hospitals

Brabois Hospitals

Adults hospital
(N=1474)

Children’s hospital

(N=1289)

Louis Mathieu Institute
(N=561)

Drouet tower
(N=203)

Inter-regional secured hospital unit
(N=68)

Characterization of the sampling point

Classic point of use
High-risk point of use
Return of the circulation system
Depart of the circulation system
Cold water
Temperature (°C)
Mean (SD)
Median [Min, Max]
Missing
Sampling schedule
Planned sample
One-off sample

1297 (88.0%)
81 (5.5%)
66 (4.5%)
29 (2.0%)

1(0.1%)

52.0 (11.0)
56.8 [5.00, 73.9]
951 (64.5%)

114 (7.7%)
58 (3.9%)

1174 (91.1%)
55 (4.3%)
37 (2.9%)
20 (1.6%)
3(0.2%)

52.0 (8.59)
55.0 [7.30, 63.3]
426 (33.0%)

41 (3.2%)
246 (19.1%)

535 (95.4%)
26 (4.6%)
0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

45.1(8.63)
43.5[20.0, 62.7]
25 (4.5%)

152 (27.1%)
19 (3.4%)

177 (87.2%)
25 (12.3%)
0 (0%)
1(0.5%)
0 (0%)

NA (NA)
NA [NA, NA]
203 (100%)

0 (0%)
0 (0%)

66 (97.1%)
0 (0%)
1(1.5%)
1(1.5%)
0 (0%)

51.8(7.80)
55.3 [37.0, 60.9]
16 (23.5%)

16 (23.5%)
4 (5.9%)

Missing 1302 (88.3%) 1002 (77.7%) 390 (69.5%) 203 (100%) 48 (70.6%)
Legionella spp (CFU/I)

Mean (SD) 13300 (102000) 3340 (20200) 53.2(573) 31600 (155000) 856 (2520)

Median [Min, Max] 0 [0, 1210000] 0 [0, 430000] 0 [0, 10000] 0 [0, 1260000] 0 [0, 15000]

Missing 641 (43.5%) 270 (20.9%) 4(0.7%) 135 (66.5%) 13 (19.1%)
Legionella pneumophila (CFU/I)

Mean (SD) 12500 (134000) 3290 (19500) 49.0 (567) 18600 (106000) 596 (2180)

Median [Min, Max] 0 [0, 4100000] 0 [0, 430000] 0 [0, 10000] 0 [0, 1260000] 0 [0, 15000]

Missing 1(0.1%) 11 (0.9%) 0 (0%) 7 (3.4%) 1(1.5%)
Compliance to the French regulation of April
2002

Conformity 1284 (87.1%) 998 (77.4%) 556 (99.1%) 160 (78.8%) 61 (89.7%)

Nonconformity 189 (12.8%) 280 (21.7%) 5(0.9%) 36 (17.7%) 6 (8.8%)

Missing 1(0.1%) 11 (0.9%) 0 (0%) 7 (3.4%) 1(1.5%)
Free chlorine

Mean (SD) NA (NA) 0.0946 (0.0995) NA (NA) NA (NA) NA (NA)

Median [Min, Max] NA [NA, NA] 0.0650 [0, 0.660] NA [NA, NA] NA [NA, NA] NA [NA, NA]

Missing 1474 (100%) 1045 (81.1%) 561 (100%) 203 (100%) 68 (100%)
Total chlorine

Mean (SD) NA (NA) 0.119 (0.0966) NA (NA) NA (NA) NA (NA)

Median [Min, Max] NA [NA, NA] 0.100 [0, 0.690] NA [NA, NA] NA [NA, NA] NA [NA, NA]

Missing 1474 (100%) 1052 (81.6%) 561 (100%) 203 (100%) 68 (100%)
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Table IV. Description of the samples by building — Central Hospital

Central Hospital

Neurology building Cha.h:wt Bonsecours building Collinet de la Salle Roger de _V_ldelange Alfred Krug pavilion Grosdidier pavilion
pavilion pavilion pavilion
(N=402) (N=184) (N=166) (N=123) (N=121) (N=86) (N=81)

Characterization of the sampling point

Classic point of use 330 (82.1%) 116 (63.0%) 156 (94.0%) 112 (91.1%) 111 (91.7%) 79 (91.9%) 73 (90.1%)

High-risk point of use 57 (14.2%) 55 (29.9%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (2.5%) 0 (0%) 1(1.2%)

Return of the circulation system 6 (1.5%) 7 (3.8%) 10 (6.0%) 5(4.1%) 7 (5.8%) 7 (8.1%) 7 (8.6%)

Depart of the circulation system 7 (1.7%) 6 (3.3%) 0 (0%) 6 (4.9%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Cold water 2 (0.5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Temperature (°C)

Mean (SD) 51.0 (8.07) 50.0 (10.3) 50.5 (9.11) 55.0 (9.33) 47.2 (8.90) 49.5 (9.79) 52.1(10.0)

Median [Min, Max] 53.0 [16.0, 74.0] 54.2 [11.4, 64.2] 52.2 [13.0, 75.0] 57.0 [15.0, 72.6] 49.7 [17.1, 62.0] 54.0 [20.0, 63.1] 56.3 [12.6, 62.0]

Missing 145 (36.1%) 92 (50.0%) 37 (22.3%) 70 (56.9%) 29 (24.0%) 24 (27.9%) 10 (12.3%)
Sampling schedule

Planned sample 31(7.7%) 22 (12.0%) 18 (10.8%) 17 (13.8%) 17 (14.0%) 14 (16.3%) 18 (22.2%)

One-off sample 55 (13.7%) 8 (4.3%) 25 (15.1%) 1(0.8%) 9 (7.4%) 4(4.7%) 2 (2.5%)

Missing 316 (78.6%) 154 (83.7%) 123 (74.1%) 105 (85.4%) 95 (78.5%) 68 (79.1%) 61 (75.3%)
Legionella spp (CFU/I1)

Mean (SD) 2260 (22400) 346 (1220) 1080 (3950) 47.5 (141) 95.5 (538) 1210 (4740) 27.4 (200)

Median [Min, Max] 0 [0, 380000] 010, 9100] 0 [0, 27000] 0 [0, 650] 0 [0, 5000] 0 [0, 35000] 0 [0, 1700]

Missing 105 (26.1%) 64 (34.8%) 23 (13.9%) 50 (40.7%) 24 (19.8%) 18 (20.9%) 8 (9.9%)
Legionella pneumophila (CFU/I)

Mean (SD) 18600 (244000) 362 (1510) 1090 (3840) 98.5 (368) 178 (1110) 795 (4090) 3.46 (23.7)

Median [Min, Max] 0 [0, 4700000] 0 [0, 15000] 0 [0, 27000] 010, 3350] 010, 11100] 0 [0, 35000] 010, 210]

Missing 2 (0.5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Compliance to the French regulation of April
2002

Conformity 348 (86.6%) 163 (88.6%) 146 (88.0%) 120 (97.6%) 118 (97.5%) 80 (93.0%) 81 (100%)

Nonconformity 52 (12.9%) 21 (11.4%) 20 (12.0%) 3 (2.4%) 3 (2.5%) 6 (7.0%) 0 (0%)

Missing 2 (0.5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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Table V. Description of the samples by building — Surgical centre Emile Gallé

Surgical centre Emile Gallé

Building A Building B Building C
(N=187) (N=49) (N=20)

Characterization of the sampling point

Classic point of use 187 (100%) 49 (100%) 20 (100%)
Temperature (°C)

Mean (SD) 52.7 (6.95) 51.5(7.41) 54.9 (9.53)

Median [Min, Max] 54.5[30.1, 68.6] 53.0[36.0, 64.9] 59.1[27.6, 64.4]

Missing 9 (4.8%) 0 (0%) 0 (0%)
Sampling schedule

Planned sample 17 (9.1%) 9 (18.4%) 3 (15.0%)

One-off sample 47 (25.1%) 6(12.2%) 4 (20.0%)

Missing 123 (65.8%) 34 (69.4%) 13 (65.0%)
Legionella spp (CFU/I)

Mean (SD) 1620 (4980) 336 (1310) 17600 (75900)

Median [Min, Max] 73.0 [0, 40000] 0 [0, 7200] 5.00 [0, 340000]
Legionella pneumophila (CFU/I)

Mean (SD) 1620 (4980) 322 (1310) 17600 (75900)

Median [Min, Max] 73.0 [0, 40000] 0 [0, 7200] 5.00 [0, 340000]
Compliance to the French regulation of April
2002

Conformity 143 (76.5%) 46 (93.9%) 16 (80.0%)

Nonconformity 44 (23.5%) 3(6.1%) 4 (20.0%)
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Table VI. Description of the samples by type of sampling point

Classic point of use  High-risk point of use  Return of the circulation system Depart of the circulation system Cold water Overall
(N=6164) (N=341) (N=215) (N=92) (N=9) (N=6821)

Temperature (°C)

Mean (SD) 50.9 (9.25) 43.7 (9.64) NA (NA) NA (NA) NA (NA) 50.7 (9.35)

Median [Min, Max] 54.0 [5.00, 75.0] 41.3 [20.0, 63.6] NA [NA, NA] NA [NA, NA] NA [NA, NA] 53.9[5.00, 75.0]

Missing 2001 (32.5%) 201 (58.9%) 215 (100%) 92 (100%) 9 (100%) 2518 (36.9%)
Legionella spp (CFU/I)

Mean (SD) 4520 (49300) 1050 (6520) 619 (3160) 0(0) 117 (286) 4330 (48000)

Median [Min, Max] 0 [0, 1260000] 0 [0, 85000] 0 [0, 19000] 010, 0] 0 [0, 700] 0 [0, 1260000]

Missing 1329 (21.6%) 140 (41.1%) 156 (72.6%) 79 (85.9%) 3(33.3%) 1707 (25.0%)
Legionella pneumophila (CFU/I)

Mean (SD) 6410 (94300) 1320 (9930) 366 (2250) 461 (2380) 87.5 (247) 5880 (89700)

Median [Min, Max] 0 [0, 4700000] 0 [0, 150000] 0 [0, 21500] 0 [0, 20000] 0 [0, 700] 0 [0, 4700000]

Missing 22 (0.4%) 2 (0.6%) 4(1.9%) 4 (4.3%) 1(11.1%) 33 (0.5%)
Serogroup

L. pneumophila serogroup 1 542 (8.8%) 15 (4.4%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 557 (8.2%)

L. pneumophila serogroup 1 and 2-14 82 (1.3%) 10 (2.9%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 92 (1.3%)

L. pneumophila serogroup 2-14 340 (5.5%) 14 (4.1%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 354 (5.2%)

Missing 5200 (84.4%) 302 (88.6%) 215 (100%) 92 (100%) 9 (100%) 5818 (85.3%)
Compliance to the French regulation of April 2002

Conformity 5312 (86.2%) 255 (74.8%) 201 (93.5%) 84 (91.3%) 8 (88.9%) 5860 (85.9%)

Nonconformity 830 (13.5%) 84 (24.6%) 10 (4.7%) 4 (4.3%) 0 (0%) 928 (13.6%)

Missing 22 (0.4%) 2 (0.6%) 4(1.9%) 4 (4.3%) 1(11.1%) 33 (0.5%)
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Water chlorination

For all buildings of Nancy University Hospital Centre, the incoming water that is delivered by the water
tower contains 0.30 mg/| of free chlorine.

In some buildings, such as children’s hospital, a continuous chlorination of the water system has been
implemented: from 2013, the 9th of January, to 2016, the 11th of April (table 3).

The chlorination of the water system of the surgical centre Emile Gallé has also recently been
implemented, but fewer effects on Legionella concentrations were noticed; the measure was
therefore not sustained.

Sampling points

The average temperature recorded on the water samples processed in the framework of L.
pneumophila surveillance was lower in high-risk points of use than in classic points of use (respectively
50.9°C and 43.7°C), although there was a significant part of missing values (respectively 32.5% and
58.9%).

L. pneumophila average concentration was lower in high-risk points of use than in classic points of use.

L. pneumophila average concentration was higher in the samples collected in returns of the circulation
systems than in departs of the circulation systems (respectively 366 CFU/I and 461 CFU/I) (table 6).
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Table VII. Description of the serogroups in the positive samples for L. pneumophila by site

. . . . Surgical M.a ring.er
Brabois Central Saint Julien Regional o Jeanne d'Arc Villemin
. . . . Centre Emile . . Overall
Hospitals Hospital Hospital Maternity Gallé Hospital Fournier
Hospitals
(N=1004) (N=346) (N=275) (N=165) (N=144) (N=52) (N=24) (N=2010)
Serogroup
L. pneumophila serogroup 1 192 (19.1%) 16 (4.6%) 161 (58.5%) 93 (56.4%) 92 (63.9%) 0 (0%) 3(12.5%) 557 (27.7%)
L. pneumophila serogroup 1 and 2-14 3(0.3%) 16 (4.6%) 36 (13.1%) 17 (10.3%) 20 (13.9%) 0 (0%) 0 (0%) 92 (4.6%)
L. pneumophila serogroup 2-14 89 (8.9%) 170 (49.1%) 18 (6.5%) 41 (24.8%) 32 (22.2%) 0 (0%) 4 (16.7%) 354 (17.6%)
Missing 720 (71.7%) 144 (41.6%) 60 (21.8%) 14 (8.5%) 0 (0%) 52 (100%) 17 (70.8%) 1007 (50.1%)
Table VIII. Description of serogroups in the positive samples for L. pneumophila by building — Brabois Hospitals
Brabois Hospitals
Adults hospital Children’s hospital Louis Mathieu Institute Drouet tower Overall
(N=407) (N=479) (N=5) (N=74) (N=982)
Serogroup
L. pneumophila serogroup 1 29 (7.1%) 158 (33.0%) 5 (100%) 0 (0%) 192 (19.6%)
L. pneumophila serogroup 1 and 2-14 2 (0.5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (0.2%)
L. pneumophila serogroup 2-14 54 (13.3%) 1(0.2%) 0 (0%) 0 (0%) 71 (7.2%)
Missing 322 (79.1%) 320 (66.8%) 0 (0%) 74 (100%) 717 (73.0%)

Table IX. Description of the serogroups in the positive samples for L. pneumophila by building — Central Hospital

Central Hospital

Neurology Chalnot Bonsecours Collinet de la Salle Roger de Videlange Alfred Krug Grosdidier
- - - I - . . Overall
building pavilion building pavilion pavilion pavilion pavilion
(N=127) (N=48) (N=60) (N=27) (N=18) (N=15) (N=4) (N=299)
Serogroup

L. pneumophila serogroup 1 2 (1.6%) 4 (8.3%) 0 (0%) 0 (0%) 2(11.1%) 0 (0%) 0 (0%) 8(2.7%)
L. pneumophila serogroup 1 and 2-14 0 (0%) 10 (20.8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 10 (3.3%)
L. pneumophila serogroup 2-14 53 (41.7%) 18 (37.5%) 46 (76.7%) 4 (14.8%) 9 (50.0%) 12 (80.0%) 4 (100%) 146 (48.8%)
Missing 72 (56.7%) 16 (33.3%) 14 (23.3%) 23 (85.2%) 7 (38.9%) 3 (20.0%) 0 (0%) 135 (45.2%)
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Legionella pneumophila serogroups

Focusing on L. pneumophila positive samples, the serogroup was determined in 49.9% of cases.

The serogroups of L. pneumophila were only identified in points of use (mostly in classic points of use).
No identification of serogroups was made on other types of points.

Proportion of noncompliance was higher in high-risk points of use samples than in the other points
samples.

The most identified serogroup of L. pneumophila in surveillance water samples was serogroup 1
(27.7%), although L. pneumophila serogroup 2-14 was largely present in adults hospital (13.3% of
serogroup 2-14 versus 7.1% of serogroup 1), in building B of surgical centre Emile Gallé (76.5% versus
5.9%), and in all the studied buildings of Central Hospital (overall: 2.7% of isolated serogroup 1; 48.8%
of isolated serogroup 2-14).

All the nonconform samples from Louis Mathieu Institute (n=5) were positive for L. pneumophila
serogroup 1.

All the nonconform samples from the inter-regional secured hospital unit (n=6) were positive for L.
pneumophila serogroup 2-14.

Table X. Description of the serogroups in the positive samples for L. pneumophila by building — Surgical centre
Emile Gallé

Surgical centre Emile Gallé

Building A Building B Building C Overall
(N=117) (N=17) (N=10) (N=144)
Serogroup
L. pneumophila serogroup 1 82 (70.1%) 1(5.9%) 9 (90.0%) 92 (63.9%)
L. pneumophila serogroup 1 and 2-14 17 (14.5%) 3(17.6%) 0 (0%) 20 (13.9%)
L. pneumophila serogroup 2-14 18 (15.4%) 13 (76.5%) 1(10.0%) 32 (22.2%)
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Nosocomial cases

A few probable nosocomial cases have been retrieved from the archive. The first two cases seemed to
be related to the same source of contamination.

Case n°1 (february 1994)

Patient: Man (no other information).

Path: Brabois Hospitals, adults hospital (department of nephrology).

Points for legionellosis diagnosis: 23 days after admission: fever and asthenia; 33 days after admission:
positive serology for L. pneumophila serogroup 6; pneumopathy on the radiograph.
Differential diagnosis: no mention.

Case n°2 (february 1994)

Patient: Man (no other information).

Path: Brabois Hospitals, adults hospital (department of nephrology).

Points for legionellosis diagnosis: 22 days after admission: fever and numerous adenopathies; 32
days after admission: positive serology for Legionella micdadei.

Differential diagnosis: EBV infection.

Environmental assessment: Threshold of Legionella concentration exceeded in the concerned
department in November and December 1993: 750 and 2400 CFU/| at the shower of the concerned
bathroom (where the two patients showered). Applied preventive treatmentin the department:
purges and disinfection (formaldehyde) of the shower head twice a week. L. pneumophila serogroup
2 and 6 were found in the environmental samples processed; but no L. micdadei. Ongoing chlorination
of the hot water loop of the department, regardless of the rest of the building (inefficient). Sampling
of the substation (500 liters hot water tank): 130.10° CFU/| before disinfection, 9.5.10% CFU/I after the
first disinfection, 2.9.10% CFU/I after the second disinfection.

Corrective measures: two successive disinfections of the hot water tank.
Conclusion of the investigation: probable case of nosocomial legionellosis considering the Legionella
contamination of the water system.

Case n°3 (december 1998)

Patient: Woman, 71 years old, multi-disease (mostly cardiovascular).

Path: addressed by a peripheral hospital after a 13 days stay to Nancy University Hospital
Centre (Central Hospital, then Brabois Hospitals — adults hospital).

Points for legionellosis diagnosis: 22 days after admission: strongly positive serology for L.
longbeachae 1 and 2, and Legionella jordanis (negative serology for L. pneumophila).

Differential diagnosis: acute pulmonary edema, acute coronary syndrome.

Environmental assessment: no threshold exceeded in the concerned departments (detection
threshold: 50 CFU/I); species never isolated in environmental samples.

Corrective measures: none.

Conclusion of the investigation: probable case of nosocomial legionellosis considering the hospital
stay duration; but the contribution of the peripheral hospital remains unclear (no available data).

Case n°4 (July 2007)
Patient: Man, 59 years old, smoking 14 pack years, pharmacy technician.
Path: hospital staff, working at children’s hospital, no hospital stay mentioned (living at home).
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Points for legionellosis diagnosis: L. pneumophila serogroup 1; unspecified evocative symptoms of
legionellosis.

Differential diagnosis: none.

Environmental assessment: Use of a hand shower at work to wash the parenteral nutrition diving suit.
Low frequency of use of the point (about every three weeks). Eight days after DO of the symptoms, the
sampling of the point showed 25,000 CFU/I; shortly after corrective actions: 2100 CFU/I; three weeks
after corrective actions: undetectable concentration of L. pneumophila.

Observed technical dysfunction: no chlorination of the water by the central chlorinator of the
children’s hospital.

Corrective measures: Disinfection of the hand shower and the shower hose with peracetic acid and
hydrogen peroxyde (devices change planned); restart of the water chlorination; implementation of a
manually operated periodic purge.

Conclusion of the investigation: probable case of nosocomial legionellosis considering the technical
dysfunction of the hot water system chlorination, and the exceeded threshold of Legionella
concentration.

Case n°5 (september 2017)

Patient: Man, multiple myeloma under treatment, type 2 diabetes

Path: hospital stay of three weeks in august, then at home for one week, then back in hospital (positive
diagnosis 2 days after admission).

Points for legionellosis diagnosis: Pneumonia on x-ray; Legionella positive culture in bronchoalveolar
lavage and L. pneumophila serogroup 1 specific antigen found in urine sample.

Differential diagnosis: none.

Environmental assessment: three rooms occupied by the patient, all only equipped with hand-washing
facilities (no shower); two common bathrooms in the service equipped with filters (changed
monthly with correct traceability); L. pneumophila concentrations in a sample in a room of the
service in july 2017: null; L. pneumophila concentration in samples in depart and return of the
circulation : 10 CFU/I of serogroup 2-14; no temperature abnormality.

Observed technical dysfunction: none.

Corrective measures: none.

Conclusion of the investigation: possible case of nosocomial legionellosis; a patient’s home origin
cannot be excluded.

The origin of the statement made to the hospital hygiene was the health executive of the concerned
department for the first two cases. For the case n°3, it was the DDAS?® medical inspector. For the case
n°4, it was an alert transmitted by the environmental control laboratory

After the first two cases discovery, it must be emphasized that all of the one-off samples collected to
assess the contamination of the water system locally far exceeded the authorized thresholds (>10,000
CFU/I in place of expected undetectable concentration of L. pneumophila).

It is to highlight that the case n°3 was reported to the hospital hygiene department only three months
after its occurrence, that made difficult the screening of an environmental cause.

28 Departmental direction of the medical and social businesses
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Furthermore, for three of the four retrieved nosocomial cases, no microbiological alert was

transmitted by the environmental control laboratory to the hygiene hospital department, because the
only test processed was the serology.

Temporal evolution

The number of samples realized within the framework of Legionella monitoring per year varied from
35 (in 1995) to 732 (in 2015) (Figure 2).
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Figure 2 : Evolution of the number of samples realised from 1994 to 2021 — Annual number of samples —
University hospital of Nancy

On the overview of the proportion of noncompliance per year since 1994, there is a global decrease
with two distinct periods: 1994-2001, over which the noncompliance was always higher than 20%, and
from 2002, over which the only peak higher than 20% can be noticed in 2012 (figure 3).
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Figure 3 : Evolution of samples nonconformity from 1994 to 2021 — Annual percentage of nonconformities —
University Hospital of Nancy
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A similar trend can be observed for the samples processed in adults hospital, with an initial faster
decrease and without peak in 2012 (figure 4).
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Figure 4 : Evolution of samples nonconformity from 1994 to 2021 — Annual percentage of nonconformities —
Adults Hospital

L. pneumophila average concentrations per year, on a logarithmic scale, shows a global decrease from
1994 in adults hospital (figure 5).
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Figure 5 : Evolution of L. pneumophila concentration from 1994 to 2021 — Annual mean — Adults hospital

The profile of the annual percentage of nonconformity in children’s hospital displays two peaks: the
first one in 2000, with a notable percentage of noncompliance of 100%, and the second one in 2012
(superior to 50%, whereas all the samples were conform in 2011).

Smaller increases up to 25% can also be noticed (figure 6).
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In 1996, the unexpected null rate of noncompliance is related to the fact that in all the samples, only
Legionella spp concentration was available (rare missing values for L. pneumophila concentration
mainly concern the year 1996). Nevertheless, two-third of the samples of that year show a
concentration of Legionella spp exceeding 1000 CFU/I (not displayed in the figure 6).
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Figure 6 : Evolution of samples nonconformity from 1994 to 2021 — Annual percentage of nonconformities —
Children’s hospital

Contrary to adults hospital, the evolution of annual mean concentration of L. pneumophila fluctuates
since 2004 (year of the lowest concentration achieved) and do not seem to level off under 1000 CFU/I
(figure 7).
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Figure 7 : Evolution of L. pneumophila concentration from 1994 to 2021 — Annual mean — Children’s hospital

Annual percentages of nonconformity in Saint Julien Hospital also vary periodically, with frequent
peaks higher than 25% (figure 8). It may be noted that in the year 1999, no data concerning hot water
samples was available.
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Figure 8 : Evolution of samples nonconformity from 1996 to 2021 — Annual percentage of nonconformities —
Saint Julien Hospital

Mean annual concentrations of L. pneumophila in Saint Julien Hospital underline the unstable control

of the contamination in the water system of Saint Julien Hospital, with five peaks exceeding 1000 CFU/I
since 2000 (figure 9).
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Figure 9 : Evolution of L. pneumophila concentration from 1996 to 2021 — Annual mean — Saint Julien Hospital

From 2017 to 2019, nonconform samples exceeded 20% three consecutive years in surgical centre
Emile Gallé (figure 10).
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Figure 10 : Evolution of samples nonconformity from 2016 to 2021 — Annual percentage of nonconformities —
Surgical centre Emile Gallé

The mean concentration of L. pneumophila reached 10,000 CFU/I in the middle of 2019 (figure 11).
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Figure 11 : Evolution of L. pneumophila concentration from 2016 to 2021 — Quaterly average — Surgical centre
Emile Gallé
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Discussion

Representativeness of the sampling

The sampling has changed over time:

— Total number of sampling points: following the French ministry of health and social services
guidelines on the number of points to sample per bed, the sampling frequency;

— Representative character of the points in relation to the water systems: the interpretation of
the notion by the hygienist in charge of the sampling plan also has some repercussions on the
surveillance outcomes.

The indicators presented synthesize the contamination by type of point (depending on the French
regulation), site and building. Nevertheless, some other sources of variability may have influenced:

— Indications of the samples (hygiene department and technical services practices,
communication patterns on ongoing and forthcoming work on the water systems): dead
spaces, vacant departments, after major maintenance work...

— Different staff in charge of the sampling: technical conditions for the sample achievement
(purging...), reproducibility of the sampling...

— Segments of the water system sampled: for example, bottoms of hot water tanks are not
usually considered as representative of the water system;

— Evolution of the French standard NF T 90-431.

Those variables have not been included in the analysis primarily due to their aleatory recording in the
database.

Development of analytical techniques

The detection threshold and the limit of quantification have changed with the successive evolution of
the standard NF T T90-431. From 2003, the detection threshold was 50 CFU/I, and the limit of
quantification was 250 CFU/I. From 2014, both were 10 CFU/I.

Relation between hospital water systems and Legionella infections

Three other Legionella species (micdadei, longbeachae and jordanis) than pneumophila were identified
in two of the five suspected nosocomial cases.

In France, current case definition for legionellosis as a reportable disease include not one, but two
consecutive serologies to confirm the diagnosis. One isolated positive serology for Legionella must be
accompanied by points for a pneumopathy to be qualified as a « probable case », which can, though,
also be reported.

The first two cases were discovered in transplanted patients. It was at the very beginning of the
surveillance and the Legionella concentrations in the water systems, measured for the first time, were
high. There was still no national regulation at this time.
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For the case n°3, it is difficult to determine accurately the source of the contamination (peripheral
hospital may be involved).

The fourth case has underlined a technical dysfunction, and the probable source of the contamination
was an infrequently used point.

In the fifth case, a community-acquired infection cannot be excluded. A point for that is the duration
of the first hospital stay (three weeks), which may foster standing water; but no investigation has been
conducted in the patient’s home to our knowledge.

Assessment of the water systems contamination

According to the French High Council for Public Hygiene: « The measured concentration varies
depending on the sampling strategy »:

— Location of sampling: water tanks for production and storage, water distribution systems,
points of use...

— Moment of sampling: in the morning before consumption (stagnation of the water during the
night) versus in the middle of the morning, on the first spray or after flowing versus 24 to 72h
after a shock disinfection to evaluate short-term effects.

Both have an impact on Legionella concentrations in the samples.

Furthermore, a study has shown a significant variability of Legionella spp concentrations in a short
period of time for a given point of a water system (28).

This retrospective study underline that the framework of the sampling work and the identification of
representative points from the water systems are not yet well defined. Despite the availability of a
few criteria, the choice of the points to sample remains currently for a large part left to the discretion
of the hygienist.

The study duration was twenty-seven years. It was difficult to zoom in the scale and observe Legionella
concentrations in departments for all the samples, because of the equivocal character of the
department’s identification.

Therefore, only 65.2% (n=4448) of the samples processed had an identifying number enabling to locate
accurately the point on the water systems. Furthermore, some departments have been transferred,
sometimes from a building to another, that can change the characterization of the sampling point and
the related regulation (this creates challenges to retrieve this information a posteriori when it has not
been recorded).

This point could be improved in the years ahead by a better traceability of the corrective actions on
sanitary hot water systems of the university hospital of Nancy (proceeded since 2010 by technical
services), an accurate identification of the sampling points with a correspondence on updated water
systems plans, exposed patients degree of vulnerability registering (which influences the regulation at
the point of use) and the analysis of water points usage frequencies.
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4. DISCUSSION

4.1. Données descriptives retrouvées dans la littérature

D’autres études ont cherché a évaluer la contamination des réseaux d’ECS par Legionella.

Une étude norvégienne sur la prévalence et la distribution des sérogroupes de L. pneumophila a
notamment été menée entre 2010 et 2021 dans des douches municipales suite a I'émergence, en
2007, de cas probablement reliés (29). Dans cette étude, les batiments municipaux sont séparés en
groupes de niveaux de risque sur deux criteres (groupes d’usagers exposés, et détection de L.
pneumophila sérogroupe 1). Ces groupes de risque déterminent la fréquence d’échantillonnage.

Contrairement a ce qui est décrit dans I’étude norvégienne, le plan d’échantillonnage actuel du CHRU
de Nancy ne prend pas en compte la nature des légionelles (sérogroupes identifiés) pour déterminer
la fréquence de prélevement des réseaux d’ECS. Or, les formes de légionellose les plus préoccupantes
sont liées a L. pneumophila de sérogroupe 1; une possibilité d’ajustement serait d’intégrer
I'identification de I'espéce bactérienne dans la conception du plan de surveillance.

Comme il n'y a pas de recommandation préconisant un seuil d’action en Norvége, les auteurs de
I’étude évaluent les réseaux d’ECS en niveaux de colonisation, c’est-a-dire le pourcentage de
prélevements de surveillance pour lesquels la bactérie est détectable (culture positive). Un taux
supérieur a 30% conduit a considérer le réseau prélevé comme hautement colonisé par Legionella.

Concernant les especes de Legionella retrouvées, les auteurs notaient dans la majorité des réseaux
d’eau colonisés étudiés des proportions équivalentes de légionelles de sérogroupes 1 et 2-14 (50/50).

4.2. Que mesure-t-on vraiment ?

Comme évoqué précédemment, I'état des légionelles dans I'eau est variable. Sous l'influence de
facteurs environnementaux (par exemple, un traitement par choc thermique), certaines légionelles
deviennent non cultivables sur les milieux de culture gélosés habituellement employés. La réversibilité
de cet état pourrait en partie expliquer les recontaminations des réseaux d’eau observées apres
traitement correctif. D’autres légionelles sont contenues dans un biofilm ou hébergées par des hotes
(amibes, protozoaires). L'infectiosité de Legionella ne semble cependant pas étre affectée par ces
changements d’états (30). L'organisation en biofilms de la bactérie peut induire une sous-estimation
de la concentration en légionelles dans les prélévements d’eau. Une surestimation est également
possible lorsqu’une partie du biofilm est détachée lors du prélevement ; ce qui peut générer une
importante variabilité des résultats.

Des études mettent en évidence le potentiel de méthodes analytiques telles que la v-qPCR pour
sélectionner et quantifier, les légionelles viables (31). Néanmoins, les mesures actuelles des
concentrations en légionelles dans les réseaux d’ECS étant essentiellement basées sur la culture,
puisque seule méthode de détection exigible réglementairement, une incertitude demeure
concernant la quantité de bactéries du genre Legionella non planctoniques et/ou non cultivables dans
les réseaux d’ECS surveillés.
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Par ailleurs, il faut distinguer la contamination de I'eau du réseau de la contamination terminale des
points sous-utilisés : la contamination dite « terminale » correspond a I’eau stagnant dans la portion
du réseau de distribution en contact avec |'utilisateur (robinetterie, pommeaux de douches...). Or, dans
le plan de surveillance, les prélévements sont prévus pour étre une estimation du niveau de
contamination du réseau et non le reflet d’une prolifération isolée a un point d’usage ; raison pour
laquelle I'eau est purgée avant chaque prélévement. Cela n’est donc pas strictement représentatif du
risque auquel sont exposés les patients. De plus, les actions correctives mises en ceuvre pour diminuer
les concentrations en légionelles dans I'eau agissent peu sur ces contaminations terminales, pour
lesquelles un autre type de surveillance serait plus adéquat, comme la mesure de la fréquence
d’utilisation des points de puisage.

4.3. Les prélevements sont-ils représentatifs du niveau de contamination du

réseau d’eau ?

La surveillance environnementale du risque lié a la |égionelle dans les réseaux d’ECS ayant débuté il y
avingt-sept ans au CHRU de Nancy, cette étude rétrospective bénéficie d’un large recul et d’un nombre
important de prélévements par batiment (réseau d’ECS) étudié.

Cependant, si le degré de vulnérabilité des patients exposés est pris en compte dans la réglementation
francaise par des seuils de concentrations en Iégionelles autorisés différents, le type de point prélevé
I’est moins.

En effet, une non-conformité constatée sur un prélévement concernant un fond de ballon ne
représente pas le méme risque pour le patient que la méme non-conformité observée sur un point
d’usage. Il est également préconisé de prélever le point le plus éloigné du réseau (conditions favorables
a la survie des légionelles (32)). Les circulaires du ministére des solidarités et de la santé présentent
qguelques éléments pour guider I'interprétation selon le point de recueil de I'eau. Néanmoins, ces
informations complémentaires nécessiteraient une analyse plus fine qui n’a pas été réalisée dans cette
étude. Des analyses complémentaires permettraient d’apporter des nuances aux résultats obtenus, et
éventuellement d’attribuer une pondération aux différents types de points prélevés.

La question de la temporalité se pose également : peut-on déterminer les points du réseau qui se
positivent les premiers en cas de contamination par les légionelles ? Certains points sont-ils plus
prédictifs que d’autres d’'une future détérioration globale de la qualité de I'’eau du réseau ?

4.4. Indicateurs de risque

Certaines études ont cherché a identifier I'indicateur le plus représentatif de la contamination d’un
réseau d’ECS et le risque en découlant pour les patients qui y sont exposés : les concentrations en
UFC/I, le taux de non-conformités défini a partir d’un seuil de concentration, la proportion de
prélevements dans lesquels est détectée la bactérie... La question ne semble pas formellement
tranchée a I’heure actuelle, et méme si les établissements de santé ont |'obligation de mesurer des
concentrations en L. pneumophila dans chaque échantillon de surveillance, la proportion de points non
conformes et les concentrations en légionelles par point d’usage sont les plus fréquemment utilisés en
France.
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Une étude statistique mentionne un seuil de 30% de prélevements positifs a Legionella par batiment,
au-dela duquel un probléme sur le réseau d’eau peut étre suspecté (33). L'analyse des taux de
positivité pour L. pneumophila au CHRU de Nancy montre que huit batiments ont un taux de positivité
des prélévements de surveillance supérieur & 30% : le centre chirurgical Emile Gallé (56,3%), I’hopital
Jeanne d’Arc (46,8%), I'hopital Saint Julien (46,3%), I’'hopital d’enfants (37,2%), le batiment Bonsecours
(36,1%), la tour Drouet (36,5%), la maternité régionale (35,9%), et le batiment de neurologie (31,6%).

Néanmoins, il faut prendre en compte I'ancienneté du batiment car les seuils de détection étaient
auparavant plus hauts (et pour tous les prélevements pour lesquels Legionella était indétectable, une
valeur de concentration nulle a été attribuée). Ainsi, en considérant comme indicateur le taux de
positivité des préléevements, 'amélioration des méthodes de détection défavorise les batiments les
plus récents, qui présentent un taux de positivité plus élevé.

Il n"existe pas de pourcentage de non-conformités « acceptable » officiel ou consensuel ; mais cette
étude rétrospective met en lumiére un taux de non-conformités de 13,6% sur vingt-sept ans, avec la
limite que le seuil a partir duquel étaient déclenchées des actions correctives était de 10000 UFC/I
entre 1994 et 2002 pour les points d’usage classiques ; cette tolérance ayant probablement un impact
sur le taux de non-conformités observé.

La réglementation ne prend pas en compte de la quantification des légionelles lorsque la non-
conformité est établie. Une fois le seuil dépassé, il est nécessaire d’investiguer les causes potentielles
et de mettre en ceuvre une action corrective. Néanmoins, les données de surveillance présentées dans
cette étude mettent en évidence des concentrations maximales a plusieurs centaines de milliers
d’UFC/I, ce qui interroge quant a une gestion univoque de toute non-conformité observée.

Cette remarque est a nuancer par le fait que les quelques cas d’origine probablement nosocomiale
retrouvés sur la période étudiée sont peu superposables a des taux élevés de contamination des points
d’usage locaux par rapport a I'ensemble des résultats de prélevements enregistrés dans la base de
données. De plus, la dose infectante de Legionella pour ’homme n’est pas déterminée a ce jour.

Certains indicateurs de type « proxies », visant a estimer la concentration en Iégionelles dans I'eau par
la mesure d’autres parametres ont été envisagés. L’ATP, la consommation du chlore injecté en continu
dans le réseau en sont des exemples et ont été étudiés au CHRU de Nancy. lls ne sont néanmoins pas
utilisés en routine et ne peuvent se substituer a la mesure des concentrations en légionelles dans le
cadre de la surveillance réglementaire.

4.5. Evaluation de I'impact sur les patients

Les cas probablement nosocomiaux comptabilisés dans cette étude ne peuvent étre un reflet exact de
la totalité des infections a Legionella acquises a I'hopital, en raison de la fréquence des formes
asymptomatiques ou paucisymptomatiques. Si la population des patients du CHRU est en majorité plus
a risque que la population générale, certains batiments ou services recgoivent des populations
globalement moins vulnérables : I'hOpital pédiatrique, la maternité régionale universitaire de Nancy.
Ces formes en général non diagnostiquées d’infections a Legionella ne font pas l'objet d’une
notification, et ne génerent pas d’enquéte environnementale. Elles ne peuvent donc étre reliées a
I’"hopital.
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Les directives ministérielles définissent une population a haut risque pour laquelle les concentrations
en légionelles doivent étre indétectables. Dans cette étude, les prélevements ont été classifiés en
fonction des services dans lesquels étaient situés les points d’'usage. Les services hébergeant les
patients les plus a risque ont été en grande partie identifiés a posteriori, selon I'activité enregistrée, ce
qui peut créer un biais d’information (peu de prélevements étaient néanmoins sujets a discussion).

Outre L. pneumophila, une vingtaine d’espéces de légionelles sont pathogénes pour I'homme. Une
étude espagnole réalisée sur des réseaux d’ECS extrahospitaliers (34) retrouvait L. anisa et L. jordanis
comme especes de légionelles non-pneumophila les plus fréquemment isolées. Dans 15,79% des
échantillons d’eau (1754 analysés au total) était détectée la bactérie Legionella, et parmi ceux-1a,
environ un quart étaient positifs pour d’autres espéces que L. pneumophila. L’étude de la surveillance
menée au CHRU de Nancy montre, pour une partie des prélévements, une différence entre les
concentrations en Legionella spp et celles en L. pneumophila. Cette différence peut comprendre
certaines de ces especes pathogenes. Si leur identification dans I'eau n’est pas prévue par les textes
réglementaires en raison de la rareté de ces infections chez ’homme, on observe cependant dans cette
étude que certains cas de légionellose d’origine probablement nosocomiale sont liés a d’autres
espéces.
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5. CONCLUSION

L’étude de résultats de la surveillance des réseaux d’ECS du CHRU de Nancy a permis de mettre en
évidence la diminution globale des concentrations en légionelles depuis 1994, premiere année de
préléevements systématiques. On note toutefois des anomalies ponctuelles, et parfois récurrentes,
dans certains batiments : I’hdpital pédiatrique, le centre chirurgical Emile Gallé, et I’hopital Saint Julien.

Ce travail contribue également a la démarche qualité en mettant en lumiéere la proportion de données
manquantes pour chaque variable surveillée. D’'un point de vue technique, des contrdles a la saisie des
données, modalités pré-enregistrées pourraient faciliter les analyses ultérieures. L’enregistrement de
renseignements sur la fréquence d’utilisation des points prélevés pourraient également guider
I'interprétation des résultats et la réponse a apporter. Cette étude souligne par ailleurs I'intérét de
I’harmonisation de l'identification des batiments et des sites entre le laboratoire de microbiologie
environnementale et les services techniques.

Cette étude rétrospective a concerné la surveillance microbiologique et épidémiologique du risque lié
a la légionelle dans les réseaux d’ECS du CHRU de Nancy. Cette surveillance constitue un des moyens
de prévention possibles du risque ; il en existe d’autres. En particulier, la conception et |a structuration
des réseaux d’eau est essentielle. Les anomalies structurelles amoindrissent les effets des traitements
anti-légionelles vus précédemment ; et leur correction génére des colts importants pour I’"hopital.

Le risque de contamination ne peut étre abordé sous un seul angle; plusieurs facteurs sont
fréguemment en cause et, le plus souvent, c’est leur conjonction qui va générer I'infection.

Une vigilance particuliere vis-a-vis des usages qui sont faits des points et des consommations d’eau
chaude par les services hospitaliers, un entretien régulier du réseau, une surveillance des
concentrations en légionelles dans I’eau et I’évaluation de I'état des patients exposés sont nécessaires.

Par conséquent, une bonne coordination entre les différents services —techniques, médico-techniques
et cliniques — impliqués dans la gestion du risque nosocomial lié a la |égionelle doit étre favorisée.

Enfin, cette étude donne une vision globale de la distribution des sérogroupes dans les réseaux d’ECS
du CHRU de Nancy et de I'évolution de la colonisation de ces réseaux au fil du temps. L’analyse de ces
données de surveillance était I'opportunité d’étudier en conditions réelles le comportement de la
bactérie sous l'influence des caractéristiques des réseaux d’ECS locaux, et des actions correctives
conduites en cas de dépassement des seuils réglementaires. Cette vue synthétique pourra constituer
une aide dans les futures investigations en cas de légionellose diagnostiquée chez un patient pour
lequel une origine nosocomiale ne peut étre éliminée d’emblée.
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6. PERSPECTIVES

Si la part de responsabilité des réseaux d’ECS hospitaliers dans I'augmentation globale du nombre de
cas de légionellose en France semble faible au vu du nombre de cas nosocomiaux de légionellose
enregistrés ces derniéres années, le nombre élevé de cas pour lesquels aucune exposition a risque n’a
pu étre identifiée laisse a penser que certaines sources environnementales sont actuellement sous-
estimées, ou n’ont pas été identifiées a ce jour.

En effet, hors des établissements de santé, certaines installations peu contrélées, I'existence de seuils
réglementaires différents, ou encore les difficultés a maitriser le risque infectieux dans certains types
d’infrastructures constituent autant de facteurs potentiellement impliqués dans I'absence de
régression du nombre de cas de légionellose annuellement constaté en France, et ce malgré une
réglementation qui tend vers des limites et des controles plus stricts.

En décembre 2020, une refonte des directives européennes concernant la qualité des eaux destinées
a la consommation humaine a rendu prioritaire I'évaluation des risques liés aux installations privées
de distribution d’eau potable. Le risque généré par la présence de Legionella y était inclus (35).

En juillet 2021, la France a ajouté a la liste existante des installations classées pour la protection de
I’environnement (ICPE) soumises au régime de déclaration les installations de récupération de chaleur
par dispersion d’eau dans des fumées émises a I'atmosphere (36).

La connaissance exhaustive de ces installations classées a risque sur le territoire national devrait
permettre un renforcement des contréles et une meilleure efficience des enquétes environnementales
menées par les autorités sanitaires locales.

Legionella est une bactérie pathogene opportuniste. Le risque d’infection pour 'homme est
étroitement lié aux usages multiples de I’'eau chaude ; que ce soit dans I'industrie, ou pour des raisons
de confort ou d’agrément. De maniere plus générale, la surveillance de ces usages peut donc
également concourir a la détection précoce de nouvelles situations a risque pour la santé humaine.

La présence ubiquitaire de Legionella dans I'environnement rend son éradication impossible. La
gestion du risque reste donc primordiale dans toutes les infrastructures ou la température de I'eau
atteindra les températures favorables a la prolifération de la bactérie, ol des personnes vulnérables
seront exposées, et ou des dispositifs créés par I'homme permettront la formation de
microgouttelettes.
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RESUME DE LA THESE :

Introduction : Depuis 2002, en France, les établissements de santé ont 'obligation de maitriser le
risque d’infection nosocomiale lié a Legionella. Dans chaque réseau d’eau chaude sanitaire de
I’établissement, la contamination doit étre évaluée et un suivi de la concentration en Legionella
pneumophila mis en ceuvre. L’objectif de cette étude observationnelle était de décrire les résultats des
échantillons environnementaux issus des réseaux du CHRU de Nancy, dans le cadre de la surveillance
réglementaire du risque lié a la légionelle.

Méthodes : Les échantillons collectés dans les réseaux d’eau des batiments composant le CHRU de
Nancy sont analysés sur place depuis 1994, afin d’évaluer régulierement la contamination des réseaux
d’eau chaude sanitaire et surveiller la concentration en légionelles lorsqu’une action corrective est
mise en ceuvre. Les cas de légionellose dont |'origine nosocomiale est probable ou possible ont
également été examinés.

Résultats : Au total, 6821 échantillons ont été analysés. Le taux de non-conformité global, basé sur la
réglementation frangaise d’avril 2002 (avec différents seuils selon les caractéristiques du point de
prélevement), était de 13,6% (n = 928). L'espece L. pneumophila était identifiée dans 2010
prélevements. Le sérogroupe était identifié dans 1003 échantillons : 27,7% (n = 557) étaient constitués
de sérogroupe 1, 4,6% (n = 92) montraient la présence concomitante de sérogroupes 1 et 2-14, et
17,6% (n = 354) étaient constitués de sérogroupes 2-14. Des différences en termes de
distribution étaient observées : il y avait une prédominance de sérogroupes 2-14 a I'Hépital Central,
tandis qu’a I'Hopital d’Enfants, les préléevements montraient une présence majoritaire de sérogroupe
1.

Conclusion : Une diminution globale de la contamination des réseaux d’eau chaude sanitaire dans le
temps avec I'évolution de la réglementation est observée, malgré la persistance de non-conformités
ponctuelles a I’échelle de quelques batiments. Certains cas de légionellose d’origine probablement
nosocomiale peuvent étre superposés a des dépassements des seuils autorisés aux points
représentatifs du réseau prélevés localement; d’autres semblent étre liés a une contamination
terminale du point d’usage, secondaire a une utilisation non réguliere.

TITRE EN ANGLAIS : Environmental monitoring of Legionella risk at Nancy University Hospital Centre
from 1994 to 2021
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