Légionnelles dans les réseaux d’eau — Analyse quantitative selon 1ISO 11731

Les légionnelles sont des bactéries qui
peuvent conduire au développement de

la "maladie des Iégionnaires", infection
pulmonaire potentiellement mortelle. La
maladie n’est pas transmis d’humain a
humain mais peut étre provoquée suite

a une inhalation de gouttelettes d'eau
contenante des Iégionnelles.

Comme les légionnelles se dévelop-

pent de préférence dans l'eau tieéde (25-
45°C), les installations comme les pis-

cines, les bains a remous, les climati-

seurs et les douches peuvent présenter

un risque d'infection.

Pour évaluer le risque d'une infection
avec légionnelles, I'analyse bactériolo-
gique est effectué comme stipulé par
la norme ISO 11731. Avec cette analyse
seulement les légionnelles fertiles (alors
certainement vivantes) sont comptés.

L'Office fédéral de la santé publique (OFSP)
établie des valeurs seuil pour les concent-
rations de légionnelles dans des environne-
ments et situations différents (documents
mises a jour régulierement). Des concentra-
tions dépassant ces valeurs seuil indiquent
différents niveaux de risque de Légionellose.
Cette approche fait référence a la norme in-
ternationale 1SO 11731 qui propose un dé-
pistage de légionnelles en culture, méthode
mettant en évidence les bactéries vivantes
et capables de se reproduire. Il est donc im-
pératif de prendre en considération ces faits
dans la comparaison des résultats d'analyse
avec les valeurs seuils ainsi que lors de
I’évaluation des risques.

Analyse quantitative selon ISO 11731-1:

Cinq différentes cultures sélectives

Dans les circuits d'eau, qui présentent des
conditions particuliérement favorables a la
prolifération des légionnelles, se trouvent gé-
néralement d'autres bactéries en concentra-
tions également élevées. Détecter les égion-
nelles dans toute cette diversité de microbes
nécessite une méthode sélective. A cette fin,
la norme I1SO 11731-1 propose différentes
techniques de sélection qui, soit détruisent,
soit suppriment le développement d'autres
microbes que les légionnelles.

L'analyse quantitative de légionnelles dans
un échantillon d'eau se base donc sur cing
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cultures paralléles qui combinent différentes
stratégies de sélection:
- addition de substances antibiotiques
dans le milieu de culture
- traitement acide de I'échantillon avant la
mise en culture
« combinaison d'antibiotiques et traitement
acide
- traitement thermique de I'échantillon
avant la mise en culture
« combinaison d'antibiotiques et traitement
thermique
En fonction de la condition de I'échantillon
original, les uns ou les autres techniques
de sélection donnent de meilleurs résul-
tats. C'est surtout quand il s'agit d'endroits
échantillonnés pour la premiére fois ou
déchantillons de condition inconnue que
I'exécution compléte de cette méthode est
capitale pour I'évaluation du risque de résul-
tats faux ou de variances autour de la meil-
leure estimation du nombre de cellules.

Meilleur taux de récupération grace a la
centrifugation

La norme ISO 11731-1 propose une con-
centration de I'échantillon, soit par filtration,
soit par centrifugation. Selon des études ré-
centes basées sur des analyses paralléles et
des étalons certifiés, la centrifugation semble
permettre d’atteindre un meilleur taux de ré-
cupération que la filtration.

Afin d’assurer une identification fiable des
légionnelles capables de reproduction, un
échantillon d'eau doit étre concentré de
maniére optimale. Une concentration ex-
cessive, par exemple par une filtration de
grands volumes de 100 mL ou méme d’
1 L, a pour résultat une sensibilité apparem-
ment élevée mais est au détriment du taux
de récupération ; le prix de la concentration
d’un échantillon est la perte de cellules. Pour
permettre une comparaison des résultats
d'analyse avec les valeurs seuils proposés
par le OFSP pour les circuits deau chaude,
une concentration des échantillons par 10
est nécessaire et suffisante.

Dans une série des mesures avec 67 échan-
tillons nous avons enrichi tous les échantil-
lons une fois par centrifugation et une fois
par filtration avec une membrane. Nous
avons trouvé généralement une concentra-
tion (en UFC/L) augmenté avec la prépara-
tion par centrifugation en comparaison avec

la filtration. Les résultats sont illustrés dans
la figure suivante oU nous montrons la dif-
férence entre les résultats de la préparation
avec centrifugation moins les résultats de la
filtration avec une membrane.

Figure : La diffé-
rence des résultats
logarithmique entre
la préparation par

la centrifugation et

la préparation par

la filtration.

Une barre a cote gau-
che signifie un ren-
dement plus grand
avec la centrifugation
et une barre a céte
droite signifie un ren-
dement plus grande
avec la filtration.
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Evaluation préliminaire apreés cing jours
Pendant le temps d'incubation de dix jours,
comme stipulé par la norme ISO, les cultures
sur différents milieux sélectifs sont inspec-
tées tout les deux a quatre jours. Souvent,
une évaluation préliminaire au cinquiéme jour
correspond au résultat final. Dans des cas
urgents, Bachema peut communiquer cette
évaluation préliminaire au client. Le résultat
définitif, surtout quand il est négatif (pas de
Légionnelles mises en évidence) nécessite
le temps d'incubation complet de dix jours.
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