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RESUME

Aprés la premiére épidémie de "maladie des légionnaires" reconnue pour la
premiére fois en 1976, la Iégionellose a été impliquée depuis dans de nombreux foyers
épidémiques hospitaliers ou communautaires. Cette maladie reste un modéle de la
transmission des infections de I'eau & I'homme.

Au Liban, aucune publication ou rapport scientifique sur la prévalence des
infections par Legionella pneumophila n’a été rapporté. Ce travail a donc pour but d’étudier
la prévalence de Iégionellose chez les malades hospitalisés pour pneumonie communautaire
et les malades ayant présenté des pneumonies durant leur séjour en réanimation «pneumonies
nosocomiales».

L'étude a eu lieu au Middle East Institute of Health (MEIH) a Bsalim, Metn, Liban,
et a I'népital Nini a Tripoli, au Nord du Liban, entre avril 2004 et ao(t 2007. Onze hdpitaux
ont participé a I'étude.

Au total 242 prélevements urinaires et 91 prélévements pulmonaires ont été
analysés, provenant de 242 patients agés entre 16 et 71 ans: Deux cent quinze admis a
I'hdpital pour pneumonies communautaires et 27 ayant présenté des pneumonies durant leur
séjour en réanimation « pneumonies nosocomiales ». L'antigene urinaire a été recherché
chez 242 malades; le kit Binax® a été utilisé pour cette recherche Dans les sécrétions
pulmonaires de 91 patients on a recherché la présence de Legionella pneumophila par
immunofluorescence directe et par culture.

Parmi les 215 prélévements urinaires provenant de malades hospitalisés pour
pneumonies communautaires, trois seulement étaient positifs en antigéne urinaire ce qui
aboutit a une prévalence de 1.4% ; parmi les 27 malades admis en réanimation et qui ont
présenté des pneumonies nosocomiales, il y avait un cas positif, soit 3.7 %.

Cette étude montre bien que la légionellose existe au Liban, d'ou I'importance de la
rechercher parmi d'autres agents responsables de pneumopathie.

Il est jugé utile que les laboratoires hospitaliers puissent posséder le test urinaire
de Legionella et que le ministére de la Santé réalise des progrés dans I'élaboration des
normes microbiologiques des eaux des hdpitaux concernant Legionella, pour diminuer le
risque des legionelloses nosocomiales.
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ABSTRACT

After the first outbreak of Legionnaire disease was described for the first time in
1976, legionellosis has been increasingly recognized in association with many outbreaks,
both community and hospital acquired. This disease remains a model of water borne
transmission.

In Lebanon, no report has yet been published on the prevalence of Legionella pneumophila
infections.

This study aims to evaluate the prevalence of legionellosis in hospitalized patients
with community acquired pneumonia (CAP) and in patients with nosocomial pneumonia
(HAP).

The study was conducted between April 2004 and August 2007. Eleven community
hospitals participated to this endeavour. Laboratory evaluation was conducted in two centers
(Middle East Health Institute, Bsalim, Lebanon and Nini Hospital, Tripoli, Lebanon). Two
hundred and forty two urinary samples and ninety one pulmonary samples from 242 patients
were analyzed. The age range was 16 to 71 years. Two hundred and fifteen were from
community acquired pneumonias and twenty seven were nosocomially acquired in intensive
care units. The urinary antigen was investigated in 242 patients; the Binax kit® was used in
this research. In lung secretions of 91 patients, the presence of Legionella pneumophila was
searched for using direct immunofluorescence method and culture.

Among the 215 urinary samples from patients with CAP, three were positive for
Legionella antigen with a prevalence of 1.4 %. Among the 27 patients with HAP, one was
positive for Legionella antigen with a prevalence of 3.7%.

This preliminary study reveals the fact that legionellosis is indeed present in
Lebanon, hence the importance of considering it in the work-up and the management of
patients with pneumonia. Hospital laboratories should therefore routinely search for this
pathogen through at least urinary antigen detection. Health authorities should also enforce
microbiological regulations concerning water sanitation in hospitals and in the community to
prevent the establishment of this pathogen and prevent outbreaks such as those witnessed
recently in many countries.
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INTRODUCTION

Depuis la premiére épidémie de pneumopathies a Legionella pneumophila en 1976,
les connaissances épidémiologiques et bactériologiques de ses affections ont progressé. La
maladie peut revétir deux tableaux cliniques distincts, 1'un bénin, pseudo grippal appelé fievre
de Pontiac; 'autre plus sévére a type de pneumonie dont la gravité est liée au terrain et au
retard du diagnostic et du traitement (Bornstain & Fleurettre, 1994 ; Edelstein, 1993 ; Jarraud
et al., 2000).

Plus de 50 especes et 64 sérogroupes ont été identifiés. Legionella pneumophila est
le plus souvent en cause : 90-98 %, tout particulierement le sérogroupe 1 responsable de 84 a
90 % des cas déclarés en France (BEH, 2002).

Cette bactérie vit naturellement dans 1’environnement et prolifére dans les eaux
tiedes et les endroits tiédes et humides. Elle est fréquente dans les lacs, les rivieres, les



Lebanese Science Journal, Vol. 10, No. 1, 2009 47

ruisseaux, les sources chaudes et divers autres gites aquatiques. Elle s’observe également dans
le sol et dans le terreau de rempotage (Stojek & Dutkiewicz, 2006).

L'utilisation des eaux dans les diverses activités d'hygiéne et de soins, de loisirs et
de climatisation permet leur dispersion par aérosols favorisant la contamination humaine
(Harf-Monteil & Monteil, 1997; Hugosson et al., 2007; Kawano et al., 2007; O'Neill &
Humphreys, 2005).

Les légionelloses représentent, suivant les études de 0.5 % des pneumopathies
communautaires, pour certains, jusqu'a 25 % des pneumopathies atypiques, et 10 % des
pneumopathies nosocomiales pouvant aller jusqu'a 30 % lors d'épidémies hospitali¢res
(Bornstain & Fleurettre, 1994; Grove et al., 2002; Jarraud et al., 2002). Un cas est confirmé
lorsque des signes cliniques (signes de pneumopathies et/ou signes radiologiques) sont
accompagnés par des examens biologiques : culture et identification, immunofluorescence
directe, sérologie, mise en évidence d'antigénes solubles dans les urines et méthodes
moléculaires (De Ory et al., 2000; Helbig et al., 2001 ; Jaulhac et al., 1998 ; Kawano et al.,
2007; Lo Presti et al., 1998 ; Riffard et al., 1998).

Au Liban, il n’existe aucune publication ou rapport scientifique sur la prévalence
des infections par Legionella pneumophila. Ce travail a pour but d’étudier la prévalence de
Iégionellose chez les malades hospitalisés pour pneumonie communautaire et les malades
ayant présent¢ des pneumonies durant leur séjour en réanimation « pneumonies
nosocomiales ».

L'antigéne urinaire spécifique pour Légionella pneumophila a été recherché et sa
présence dans les sécrétions pulmonaires par immunofluorescence directe et par culture sur
milieu sélectif.

MATERIELS ET METHODES

Lieu et période de I'étude

L'étude a eu lieu au Middle East Institut of Health (MEIH) a Bsalim, Metn, Liban et
a I'hopital Nini & Tripoli, au Nord du Liban.

Onze hopitaux ont participé a 1'étude, trois a Beyrouth: Rizk, Militaire et MEIH, 6
au Nord: Nini, Mazloum, Haykal, Islami, Centre Hospitalier du Nord, Centre Médical Al-
Yousef, et un au Mont Liban: Notre Dame de secours, Jbeil.

Malades et méthodes de diagnostic

Au total 242 prélévements urinaires et 91 prélévements pulmonaires sont analysés,
provenant de 242 patients agés entre 16 et 71 ans, 215 admis a 1'hopital pour pneumonies
communautaires et 27 ayant présenté des pneumonies durant leur séjour en réanimation
«pneumonies nosocomialesy.

Recherche de I'antigéne urinaire

Les urines sont collectés dans des pots stériles, acheminés au laboratoire dans des
glacieéres a +4°C. Si l'analyse n'est pas effectuée le jour du prélévement, les urines sont



Lebanese Science Journal, Vol. 10, No. 1, 2009 48

conservées & +4°C. Le kit Binax® commercialisé par la société Oxoid, Dardilly, France, a été
utilisé pour cette recherche. Le protocole proposé par le fabriquant a été suivi pour la
réalisation du test.

Recherche par immunofluorescence directe (IFD) et culture

Lors de la premicre partie de 1'étude, la présence de Legionella pneumophila a été
recherchée dans 91 prélevements pulmonaires par IFD et culture sur milieu spécifique. L'TFD
est réalisée en utilisant le Monofluo Legionella pneumophila IFA test kit (Biorad). Le
protocole proposé par le fabriquant a été suivi. La culture est réalisée sur milieux spécifiques
de Legionella. Le milieu BCYE (Buffer Charcoal Yeast Extract ) a été utilisé seul ou
supplémenté par des antibiotiques (Biolife-Italie); conditions de culture: a 35£1°C, sans CO,
ou avec 2.5% de CO,.

La technique utilisée au Centre National de Référence —Lyon —France (Diagnostic
des légionelloses, CNR Lyon, 2004) a été adoptée.

Identification

Les colonies sont observées a la loupe binoculaire et toute colonie suspecte fait
I'objet d'une coloration de Gram, d'une recherche de l'oxydase (résultat souvent négatif ou
faiblement positif), d'une recherche de la catalase (résultat généralement positif), d'une
recherche de 1'hydrolyse de I'hippurate (résultat positif pour Legionella pneumophila mais
aussi pour Legionella geestiana, Legionella spiritensis et Legionella waltersii ) et d'une
inoculation en galerie API 20E (tous les caractéres sont négatifs sauf, pour la majorité des
espéces, I'hydrolyse de la gélatine) (Hebert, 1981; Jarraud et al., 2000; Jones & Hebert, 1979).

RESULTATS

Le Tableau 1 regroupe les résultats obtenus lors de la premiére partie de 'étude sur
les 91 prélevements pulmonaires ou, la recherche de 'antigéne urinaire a été performée, la
culture et I'IFD. Les résultats ont montré un cas positif en antigéne urinaire, en culture et [FD.
Il s’agit d’un cas de pneumonie nosocomiale.

TABLEAU 1
Hoépital Nbr Femmes | Hommes | Agurinaire IFD Culture
malades

Nini 13 5 8 13 négatifs | 13 négatifs | 13 négatifs
Haykal 11 5 6 1 positif 1 positif 1 positif
10 négatifs | 10 négatifs | 10 négatifs
Rizk 32 11 21 32 négatifs | 32 négatifs | 32 négatifs
MEIH 23 12 11 23 négatifs [ 23 négatifs | 23 négatifs
Militaire de Beyrouth 7 3 4 7 négatifs 7 négatifs | 7 négatifs
Islami — Tripoli 2 2 2 négatifs 2 négatifs [ 2 négatifs
CHN 1 1 1 négatif 1 négatif | 1 négatif

Notre Dame - Jbeil 2 1 1 2 négatifs 2 négatifs [ 2 négatifs

Total 91 37 54 91 91 91

Nbr = nombre ; Ag = antigéne ; IFD = immunofluorescence
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Le Tableau 2 révele les résultats d'analyses de 151 prélévements urinaires réalisés

lors de la deuxiéme phase de I'étude. On note ici la présence de trois cas de pneumonies
communautaires positifs.

TABLEAU 2
Hépital Nbr malades Femmes Hommes Ag urinaire
Nini 37 10 27 37 négatifs
Haykal 22 9 13 1 positif
21 négatifs
Rizk 70 38 32 1 positif
69 négatifs
MEIH 16 11 5 16 négatifs
Islami — Tripoli 3 1 2 3 négatifs
Al-Youssef Medical Center 1 1 1 négatif
Mazloum 1 0 1 1positif
Notre-Dame de Secours - Jbeil 1 0 1 1 négatif
Total 151 69 82 148 négatifs
3 positifs

Nbr = nombre ; Ag = antigéne.

Le Tableau 3 regroupe les caractéristiques des patients atteints des légionelloses.

TABLEAU 3
Cas clinique | age profession facteur@e] risque et prese gtatlon Radiologie
antécédents clinique
Fievre . .
Tabac (1paquet / Dyspnée Pneumonic lobaire
Chauffeur de . > Lipaque ysp . gauche inférieur
Homme (1) 47 . jour) lithotripsie + Toux productive ,
taxi . avec épanchement
sonde double J Confusion .
pleural minime
mentale
Broncho pneumonie
Tabac (1 paquet et Fiévre > 40 bilatérale avec un
Homme (2) 43 Menuisier demi / jour) diabete Céphalée intense foyer du segment
HTA Toux productive supérieur du lobe
inférieur gauche
Intubé .
Homme (3) 66 Commergant Taba(f > Fievre Pneym(?p athie
corticothérapie . bilatérale
Dyspnée
Fonctionnaire Fievre Pneumonie lobaire
Homme (4) 47 dans une Transplanté rénale . P
usine Dyspnée gauche inférieur

Legionella pneumophila est une bactéric ubiquiste,

DISCUSSION

non commensale, a

développement intracellulaire facultatif. Le diagnostic de l'infection peut étre évoqué devant
toute pneumopathie vu la non spécificité radiologique et/ou clinique de la 1égionellose. Le

diagnostic peut étre confirmé par des examens biologiques

réalisables selon différentes
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méthodes : isolement de la bactéric a partir d’un prélévement bronchique sur milieu
spécifique, présence d'antigénes solubles dans les urines, augmentation des titres d'anticorps
par quatre entre deux prélévements sanguins successifs, immunofluorescence directe positive
et par les méthodes moléculaires (De Ory et al., 2000; Helbig et al., 2001; Jaulhac et al.,
1998; Kawano et al., 2007; Lo Presti et al., 1998; Riffard et al., 1998).

Les connaissances sur l'importance clinique des autres espéces de Legionella sont
limitées, car les tests disponibles sont orientés vers la détection du sérogroupe 1 de
L. pneumophila. Les pratiques en maniére courante de laboratoire réduisent la probabilité de
cultiver des espéces de Legionella a partir des isolats cliniques. La séroconversion est souvent
tardive et peut étre indétectable en particulier avec des espéces autres que L. pneumophila . La
recherche d'antigénes urinaires manque de sensibilité, ils détectent seulement des infections
du sérogroupe 1 de L. pneumophila. La PCR offre des techniques extrémement sensibles
pour un diagnostic rapide pour toutes les espéces de Legionella, mais les limitations dans les
essais courants rendent difficile sa validation (Waterer et al., 2001).

Au Liban, il n'existe aucune information sur la prévalence de la Iégionellose. Les
tests de diagnostic ne sont pratiqués dans presque la totalit¢ des hopitaux. En plus, la
recherche de Legionella dans le réseau hydrique hospitalier n'est jamais réalisée. Par
conséquent, la 1égionellose ne figure pas dans la liste des maladies a déclaration obligatoire.

Cette étude est la premiére tentative pour rechercher la prévalence de la 1égionellose
au Liban. Parmi 215 prélévements urinaires provenant de malades hospitalisés pour
pneumonies communautaires, trois seulement étaient positifs en antigéne urinaire ce qui
aboutit a une prévalence de 1.4 % ; parmi les 27 malades admis en réanimation et qui ont
présenté des pneumonies nosocomiales, il y avait un cas positif, soit une prévalence de 3,7 %;
a signaler que ce cas était positif en antigéne urinaire, IFD et en culture. Ces taux sont proches
des données de la littérature (Jarraud et al., 2002; Muder et al., 1989). Beaucoup d'études ont
rapporté, l'intérét du test urinaire dans le diagnostic des infections a Legionella pneumophila.
Environ 80 % des malades présentent des antigénes solubles urinaires des l'apparition des
symptomes et chez certains sujets, l'élimination se prolonge durant plusieurs semaines ou
plusieurs mois. La détection de cet antigéne se réalise grace a des tests commercialisés faisant
appel a la radio-immunologie, a I'immuno-enzymologie ou a une immunochromatographie sur
membrane. Aucun test ne permet la détection de tous les sérogroupes de Legionella
pneumophila et de toutes les espéces de légionelles. Compte tenu de la sensibilité et de la
spécificité de ces tests et compte tenu de la prévalence de l'infection, la valeur prédictive
positive est estimée a 86 % et la valeur prédictive négative a 95 %. Les avantages sont
toutefois nombreux : précocité, rapidité, détection possible des antigénes malgré une
antibiothérapie, recueil facile du prélévement, conservation possible des urines plusieurs jours
a température ambiante, plusieurs mois a 4 °C et jusqu'a 265 jours a -70° C. L'utilisation de ce
test dans le diagnostic rapide de l'infection a permis une prise en charge adaptée et précoce
des légionelloses et contribué de ce fait a la diminution de la mortalité (Helbig et al., 2001;
Montagna et al., 2005 ; Stypulkowska-Misiurewicz & Pancer, 2003).

La culture des 1égionelles est difficile mais elle reste la méthode de choix pour un
diagnostic de certitude. Les prélévements (liquide broncho-alvéolaire, ponction
transtrachéale, liquide pleural, biopsie pulmonaire broyée, crachats...) contaminés peuvent
étre traités par la chaleur (60 °C durant 2 minutes) ou par acidification (HCI-KC1 0.2 N, pH 2,
temps de contact de 15 minutes, neutralisation a la potasse 0.1 N durant 15 minutes). Chang et
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al. (1995), en comparant la culture a la multiplex PCR pour la détection de Legionella dans
les échantillons d'eau, ont constaté que l'isolement de Legionella était possible dans les
échantillons ou la PCR était positive.

L'immunofluorescence directe sur les prélévements (expectorations, aspirations
trachéales, lavages bronchiques, biopsies pulmonaires, liquide pleural) fait appel a des réactifs
commercialisés. La majorité d'entre eux permet le diagnostic de tous les sérogroupes de
Legionella pneumophila mais, aucun kit ne permet la détection de toutes les especes du genre.
Cette technique, couramment employée, permet une détection des légionelles en moins de
deux heures mais elle manque de sensibilité et de spécificité (réactions croisées avec
Bacteroides fragilis, Bordetella pertussis, Francisella tularensis, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens et Stenotrophomonas maltophilia) (Liick et al., 1989; Wever et al.,
2003; Yamamoto et al., 1993).

L’incidence des légionelloses pulmonaires communautaires varie considérablement
selon le lieu de 1'étude et la méthode de diagnostic utilisée. Dans la mesure ou un grand
nombre de pays manque de moyens diagnostiques appropriés ou des systémes de surveillance
capables de suivre la situation, ’ampleur réelle du probléme est inconnue. En 2003, 34 de 36
pays du groupe de travail européen sur les légionelloses (soit 467.76 millions d’habitants) ont
signalé un total de 4578 cas, ce qui aboutit a une fréquence moyenne en Europe de 9.8 cas
par million d’habitants. D’aprés les données venant du Danemark, ou la recherche des
légionelles en cas de pneumopathie est bien développée, il serait plus réaliste d’envisager une
incidence proche de 10 000 cas par an pour ces mémes 36 pays. Aux Etats-Unis, les CDC
(Centers for Diseases Control) estiment qu’entre 8.000 et 18.000 personnes contractent une
légionellose chaque année mais les autorités sanitaires estiment que seulement 10 % sont
déclarées. (Styputkowska-Misiurewicz & Pancer, 2003; WHO, 2005).

En France, la surveillance de la 1égionellose a commencé en 1987 avec un systéme
de déclaration obligatoire a partir des cliniciens. Entre 1988 et 1995, cinquante quatre cas en
moyenne ont été¢ déclarés chaque année et six agrégats de cas non-nosocomiaux ont été
identifiés. En 1995, une évaluation des systémes francais de surveillance des maladies
infectieuses a été réalisée et la révision de la surveillance de la 1égionellose a été considérée
comme une priorit¢ (BEH, 1997). La loi du 9 aolt 2004 relative a la politique de santé
publique a défini comme objectif prioritaire de santé publique la réduction de 50 % de
l'incidence de la 1égionellose a I'horizon 2008 (Hubert & Haury, 1996).

Le Tableau 3 révele les caractéristiques de ces malades. D'aprés ce tableau on
constate que deux de ces patients ont développé la maladie en été et le troisiéme en automne.
Les légionelloses sont observées tout au long de 1'année, mais il existe un pic saisonnier en été
et a l'automne (Edelstein, 1993).

Les facteurs de risque de la 1égionellose contractée en communauté ou a 1’occasion
d’un voyage sont notamment: sexe masculin, dge plus de 50 ans, tabagisme, antécédents
d’alcoolisme, immunodépression, affection chronique débilitante. Chez ces patients, le
tabagisme est retrouvé chez les trois et le diabéte chez un. Le patient 1 prenait son bain dans
un espace trés étroit et insuffisamment aéré, ce qui permet l'inhalation massive des
gouttelettes d'eau. Le patient 2 utilisait fréquemment la climatisation dans son lieu de travail
et dans la salle a coucher; le troisi¢éme était transplanté du rein et qui travaille dans une usine
avec un systéme de climatisation centrale.
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Les légionelloses nosocomiales existent sous forme épidémique, mais aussi sous
forme sporadique; les taux d'incidence reportés dans la littérature sont corrélés a la
disponibilité des tests de diagnostic et la présence de Legionella dans le réseau hydrique
hospitalier (Grove et al., 2002; O'Neill & Humphreys, 2005; Ozerol et al., 2006; Sopena et
al., 2005; Stout & Yu, 1997).

Les facteurs de risque de pneumonie nosocomiale sont : chirurgie récente,
intubation, ventilation assistée et utilisation de dispositifs de traitement respiratoire. Les
patients les plus sensibles sont les immunodéprimés, notamment les receveurs de greffe
d’organes et les patients sous corticoides.

Dans cette étude, la recherche de Legionella était positive (culture, IFD et Ag
urinaire) chez un malade transféré d'un autre hopital aux soins intensifs et qui a développé par
la suite une pneumonie nosocomiale.

CONCLUSION

Cette ¢tude montre bien que la 1égionellose existe au Liban, d'ou l'importance de la
rechercher parmi d'autres agents responsables de pneumopathie. Il est possible de réduire le
risque lié aux légionelles en agissant prioritairement sur une bonne conception et sur
I'entretien des circuits et des installations susceptibles de diffuser des aérosols contaminés par
des légionelles: tours aéroréfrigérantes, jaccuzzis, installations de production et de distribution
d'eau chaude sanitaire (ballons de stockage, réseaux d'eau, pommeaux de douche, robinets,
etc...) dans les ¢établissements recevant du public, les établissements de santé, les
établissements thermaux, les logements collectifs et les maisons individuelles.

11 est jugé utile que les laboratoires hospitaliers puissent posséder le test urinaire de
Legionella et que le ministére de la Santé réalise des progrés dans 1'élaboration des normes
microbiologiques des eaux des hopitaux concernant Legionella, pour diminuer le risque des
légionelloses nosocomiales.

Il est important de continuer ce travail afin de mieux connaitre la situation réelle de
la 1égionellose dans ce pays.
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