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Conflits d’intêrèts 

◼ Aucun
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◼ 1976 Philadelphie

 épidémie de pneumonies aiguës chez des 

vétérans de l’American Legion (182 

malades, 29 décès)

 agent causal : Legionella pneumophila

Historique

HISTORIQUE
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LEGIONELLA

57 espèces

64 sérogroupes

bacilles gram -

environnement homme

• toutes isolées 

au moins 1 fois

• Lp 1 : 30 % 

Legionella pneumophila

15 sérogroupes

autres espèces

• 20 espèces isolées chez l’homme

• L. pneumophila :98% des cas 

• L. pneumophila sérogroupe 1 : 90% des cas

•2ème espèce : L. longbeachae
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SÉQUENÇAGE DE L. PNEUMOPHILA

Construction Puce à 

ADN avec plus de 500 

sondes 

-Gènes communs

-Gènes spécifiques 

-Gènes de virulence

-Gènes du LPS 

Gomez-Valero 2009
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◼Les cibles 

Legionella : gène de ARN 16S ou ssrA

L. pneumophila : gène mip

L. pneumophila SG 1 : gène wzm

INTÉRÊT DE LA PCR POUR LE DIAGNOSTIC

Cazalet 2008
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◼Des PCR ont été développées

Bonne sensibilité (>86%)

Bonne spécificité (>95%)

 Séquençage

• 3/5 et 2/2 = vrais positifs

◼ tests rapides unitaires ou multiplex en expansion

•PCR multiplex (Benitez JCM 2013)

• Biofire / Genmark … : PCR Syndromiques

INTÉRÊT DE LA PCR POUR LE DIAGNOSTIC

Diederen et al JCM2008 
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L’HÔPITAL LIEU À RISQUE ? 

◼ Réseaux d’eau complexes

◼ Points d’eau dans presque chaque pièce

◼ Nombreux points de faible usage

 Hygiène des mains

 Modification destination locaux

◼ Patients immunodéprimés
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Arrêté du 1er février 2010

◼ Obligation de surveillance températures et légionelles dans ECS des 
établissements de santé (et autres établissements)

◼ Seuils d’action

 >1000 UFC/L L. pneumophila

 < seuil de détection pour les patients particulièrement vulnérables définis par le CLIN

◼ Accréditation COFRAC des laboratoires

 Analyse selon norme T90-431
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Indicateur Légionelles APHP

2018 : 8 cas de 

légionellose nosocomiale 

à l’APHP 
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Plan de prélèvements systématiques

◼ Pour chaque réseau d’eau chaude hospitalier 
 Une fois par an minimum
 Faire varier les points d’usage

Ballon 
d ’eau 
chaude

Eau froide

Bas de ballon

Retour

Pts usages 

représentatifs

Pt usages 

défavorisés

Pt usages patients  à risque

Eau froide

Circulaire n°2002/243 du 22 avril 2002
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CULTURE PRINCIPE

◼ Ensemencement direct de l’échantillon en milieu sélectif

◼ Concentration

 Eaux propres : concentration en membrane en nitrate  (ou ester) de cellulose et

décontamination par traitement acide
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Norme AFNOR T90-431 (2017) Echantillon d’eau propre

Echantillon 

pur

Concentration par filtration
sur membrane(s) en nitrocellulose

 47 mm,  nominal pore : 0,45 

Décontamination sur filtre 

Acidification pH 2, 5 min

Filtration 100ml Filtration 10ml

Ensemencement sur GVPC

0,2ml filtre filtre

CULTURE PRINCIPE

Incubation 8 à 10j et Identification



14

Identification Legionella caractères culturaux et immunologiques
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Identification Legionella et spectrométrie de masse

Identification au 

niveau de l’espèce 

après extraction : 

Pas prévu dans la 

norme T90-431

Fujinami 2010
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◼ Rendement dépend 

 du niveau de contamination (rendement meilleur pour ensemencement direct)

 de la présence ou non d'une flore interférente

◼ Absence de mise en évidence des bactéries "stressées" ou non 

cultivables sur milieu gélosé (VBNC)

◼ Inversement, un technicien peu entraîné peut surestimer le nombre de 

colonies de légionelles en comptant des colonies d'autres espèces 

bactériennes.

Variations liées à la méthode bactériologique
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Analyse par PCR 

1L

Filtration

DNA 
extraction

DNA 
extract

q-PCR

Water 
sample

Filtration 100 ml

Filtration 10 ml 
1L

polycarbonate membrane
0.40 µm

100ml

Filtration

DNA 
extraction

DNA 
extract

q-PCR

Water 
sample

Filtration + 

acidification

100ml

polycarbonate membrane
0.40 µm

nitrocellulose membrane

0,45µm

Incubation 10j

Identification

24 à 48h
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PCR/ culture

◼ Echantillonnage des prélèvements d’ECS

 209 prélèvements provenant de 14 hôpitaux de l’AP-HP

• 20 bâtiments choisis selon un plan d’échantillonnage (établi par un questionnaire envoyé aux 

hôpitaux participants)

→ Bâtiments contaminés ou non, chlorés ou non, récents ou vétustes…

• 10 prélèvements par bâtiment

→ 3 points d’usage représentatifs, 4 défavorisés, départ et retour de boucle, et un point d’eau 

froide
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Comparaison qualitative PCR/ culture

Résultats par culture Résultats par qPCR

(% de plt positifs) culture qPCR

Legionella sp. 40 % 93 %

L. pneumophila 33 % 53 %

L. pneumo sg1 19 % 29 %

209

échantillons prélevés

125

Legionella

non détectés

84

Legionella

détectés

15

L. pneumophila

non détectés

69

L. pneumophila

détectés

30

Lp sg1

non détectés

39

Lp sg1

détectés

209

échantillons prélevés

125

Legionella

non détectés

84

Legionella

détectés

15

L. pneumophila

non détectés

69

L. pneumophila

détectés

30

Lp sg1

non détectés

39

Lp sg1

détectés

209

échantillons prélevés

15

Legionella

non détectés

194

Legionella

détectés

98

L. pneumophila

non détectés

111

L. pneumophila

détectés

55

Lp sg1

non détectés

56

Lp sg1

détectés

4

Lp sg1

détectés

209

échantillons prélevés

Legionella

non détectés

Legionella

détectés

L. pneumophila

non détectés

L. pneumophila

détectés

Lp sg1

non détectés
Lp sg1

détectés

Lp sg1

détectés

6 faux-neg PCR Lp

6 faux-neg PCR Lp1

4 bât. indemnes en PCR lp

8 bât. indemnes en PCR Lp1

culture (méthode AFNOR T90-431 2003)

kit Biorad qPCR Legionella sp.

kit Biorad qPCR L. pneumophila (tous Sg)

qPCR Lp Sg1 maison
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Comparaison qualitative PCR/culture

2015

• Technique maison

• Essais de 

reproductibilité, 

inclusivité, exclusivité

• Comparaison à culture 

selon ISO11731 (1998)
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Comparaison qualitative PCR/Culture

L. pneumophila SG1 en fonction du type d’eau

Mérault et al, 2011
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Comparaison quantitative PCR/culture

Essais de corrélation PCR/ culture

◼ Pas de normes réglementaires pour 

la PCR en France

 Propositions avis de l’ANSES – rapport 

d’expertise collective non retenues (avril 

2011)

◼ Collins 2015

 Très faible corrélation linéaire

R2 0.13

R2 0.007

Pas de seuil d’action 

pour la PCR
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PCR Legionella

◼ ADN bactéries mortes

 Ethidium monoazide (EMA) ou Propidium monoazide (PMA) (Inoue et al 2014)

• Pénétration dans les cellules mortes + traitement UV

 traitement enzymatique  : 

• destruction ADN libre (Biorad)

 RT PCR  (Boss et al 2018)

• Détection ARNm produit par cellules vivantes

◼ Faut-il vraiment s’affranchir de cette information?
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Utilisation de la PCR en screening
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Quantification de Legionella par qPCR: utilisation en routine?  

◼ Séquences cibles, amorces et sondes libres

◼ Nécessité d’utiliser une gamme d’étalon externe et calibrée et témoin interne 

d’amplification, calibrage complexe (raccord étalon primaire)

◼ Résultats en Unité Génome (UG)

◼ Liste d’inclusivité : comprend 21 espèces de Legionella et les 15 sérogroupes de 

L. pneumophila

◼ Liste d’exclusivité minimale : 16 espèces non Legionella

◼ ISO/TS 12869: 2012
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Recherche de légionelles dans l’eau

Avantages Inconvénients

culture • Méthode de référence

• Accréditation COFRAC

• Comparaison souches

• Identification des SG

• Longue et complexe

• Faible sensibilité pour 

Legionella non pneumophila

• Inhibition par flore 

interférente

• VBNC (Viable but non 

cultivable) non détectées

PCR • Rapide (mais reste 

complexe)

• Détection objective 

• Plus sensible notamment 

pour Legionella sp

• Non reconnue par

législation française (Ar. 

01/02/2010) 

• Nécessite appareil PCR

temps réel et courbe 

étalonnage

• Risque d’inhibition PCR

• Détection de VBNC, 

bactéries lésées ou mortes

• Non corrélée avec la culture

Avantage / inconvénients
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Recherche de légionelles dans l’eau

Avantages Inconvénients

culture par la méthode 

du nombre le plus 

probable

• Facile à mettre en œuvre 

(pas de filtration)

• Obtention souches pour 

comparaison moléculaire

• Bonne spécificité

• Nécessite scelleuse

• Lecture à 7jours

• Incubateur

Séparation par billes 

immuno-magnétiques et 

détection enzymatique 

(IMS)

• Rapide

• Matériel simple

• automatisable

• Nombreuses étapes 

(concentration par filtration)

• Possible détection des VBNC

Immuno-

chromatographie

• Rapide • Sensibilité faible 

(concentration par filtration)

• Non quantitatif

• Spécifique  de L. 

pneumophila SG1

Autres techniques
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Perspectives

◼Etude du microbiome de l’eau hospitalière 

Essai en cours 

• 3 bâtiments chlorés

• 2 bâtiments non chlorés 

 Prélèvements ECS même point d’eau une fois par mois

 Impact de facteurs physico-chimiques sur le microbiome

Dr Laura Gomes-Valero

Institut Pasteur
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The machine learning 

algorithm LEfSe was used to 

identify significant taxa 

associated 

with the condition studied

Richer in 

proteobacteria as 

Sphingomonadaceae 

or Acidovorax known 

to be resistant to 

chlorine (Vaz-Moreira 

et al. 2011)

Richer in Acidobacteria, 

Planctomycetes, 

Firmicutes and 

Bacteroidetes→probably 

susceptible to chlorine 

disinfecrtion

What are these differences in bacterial composition regarding 

extrachlorination? (RDP)

Gomez-Valero

Unpublished data
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What are these differences in bacterial composition regarding 

temperature? (RDP)

Thermoresistant 

bacteria

Gomez-Valero

Unpublished data
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◼56 souches humaines comparées à des souches 

environnementales 2019

Profils identiques dans 45 cas

•ECS 8 hôpitaux, 6 maisons de retraite, 12 domiciles, 10 

etab. de tourismes 9 autres étab. accueillant du public

•Pas de lien avec TAR

=> Ne serait pas possible uniquement avec les techniques 

de PCR

TYPAGE DES SOUCHES AU CNR
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◼ Meilleure sensibilité : détection des légionelles non cultivables mais aussi ADN de 

bactéries mortes

◼ Plus rapide (24 à 48h)

◼ Utilisation en screening ou sur points sentinelles

Mais

◼ Pas de réelle corrélation quantitative (r<0.5)

◼ Pas de seuils réglementaires 

◼ Pas de souches pour comparer à des souches cliniques

CONCLUSION
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Merci de votre écoute


