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1. PREAMBULE

La présence d’agents biologiques aéroportés dans nos environnements constitue une
préoccupation majeure en terme de santé publique, mais demeure difficile a évaluer. Les
¢tudes relatives a I’exposition des populations sont parcellaires et aucune relation causale
entre la contamination biologique aéroportée et la survenue de maladies n’est, a ce jour,
clairement établie.

C’est le cas de la 1égionellose ou la transmission humaine se fait exclusivement via la
formation d’un aérosol de Legionella pneumophila, a partir de milieux hydriques colonisés
(panache de tour aéroréfrigérante, pulvérisation de gouttelettes a partir de pommes de
douche,...). La méconnaissance de la contamination en Légionelles aérosolisées et les
lacunes pour appréhender ce volet sont parmi les raisons qui rendent la gestion de ce risque
biologique difficile, et ce, malgré une prévalence hydrique de la bactérie largement
documentée.

Ce rapport d’étude a pour objet une description de I’ensemble des principes et
moyens disponibles pour estimer 1’aérobiocontamination, appliqués ou applicables a la
mesure des aérosols de Légionelles.

Il s’articule autour de deux thémes, consacrés d’une part a I’échantillonnage des
aérosols biologiques, et d’autre part a 1’analyse spécifique des Légionelles.

La premiére partie aborde 1’approche échantillonnage en dressant un rappel succinct
des propriétés physiques relatives aux aérosols biologiques. Elle présente ensuite les
principales méthodes employées pour collecter ces bioaérosols, ainsi que les dispositifs
disponibles.

Les techniques d’analyse microbiologique explicitées dans la seconde partie se limitent
a celles utilisées pour la détection des Légionelles. Elles concernent la culture et des
méthodes alternatives basées sur les approches immunologiques et moléculaires.
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2. ECHANTILLONNAGE DES AEROSOLS BACTERIENS

2.1. NOTIONS THEORIQUES SUR LA PHYSIQUE DES BIOAEROSOLS

L’aérosol désigne une suspension dans un milieu gazeux, de particules solides ou
liquides, ou les deux, présentant une vitesse de chute négligeable (v < 25 cm.s”) (Renoux
et Boulaud, 1998). Le terme d’aérosol biologique est plus restrictif car il tient compte de la
nature biologique de l'aérosol et notamment de ses différentes propriétés : viabilité,
caractere infectieux, allergénique...

La composition d’un aérosol microbiologique est variable : il peut s’agir de cellules
microbiennes individualisées, agrégées entre elles et / ou avec d’autres entités biologiques
ou inertes. Le diametre aérodynamique de telles particules varie généralement entre 0.01 et
100 pm.

En suspension dans I’air, ces particules biologiques sont soumises aux mémes lois
physiques que les aérosols inertes qui reposent sur leur taille, forme et densité. Ainsi, leur
déplacement dans I’air obéit, entre autres, a la gravité (sédimentation), aux mouvements du
fluide porteur (diffusion, inertie), aux forces électriques, ou encore aux gradients de
température (thermophorese, photophorese).

2.1.1. Taille et forme des aérosols bactériens

Les bactéries sont initialement réparties en deux groupes majoritaires : les coques,
cellules sphériques ou ovoides et les bacilles, en forme de batonnets. Au sein de cette
classification sont observées des formes intermédiaires qui conduisent a une grande
variabilit¢ morphologique des cellules bactériennes (Figure 1 et Figure 2).

\ FORMES SPHERIQUES \
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Figure 1 : Exemples de formes sphériques (Marchal, 1976).
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Figure 2 : Exemples de formes bacillaires (Marchal, 1976).

En physique des aérosols, les théories sont établies, le plus souvent, pour des particules
sphériques. Le terme de diameétre équivalent est alors utilisé pour définir la taille des
particules en suspension dans 1’air. Ce diamétre correspond a celui d’une sphére possédant
une méme propriété physique que la particule de forme irréguliére mesurée.

Le diameétre équivalent répond a différentes nomenclatures selon les techniques mises
en ceuvre pour le mesurer. Quelques exemples de diamétre équivalent sont présentés dans
le Tableau 1. Parmi ceux-ci, le diamétre aérodynamique permet de décrire la déposition
des particules au niveau de I’appareil respiratoire. Il détermine également I’efficacité de
certains biocollecteurs, tels que les impacteurs (Baron et Willeke, 1993).

Diameétre

Symboles - Définition
équivalent
dac Aérodynamique Diamétre d’une sphére de densité unitaire qui a la méme vitesse
terminale de chute que la particule considérée.
dine Masse Diamétre de la sphére possédant la méme masse que la particule

équivalente et la masse volumique du matériau composant la particule.

dopt Optique Diamétre d’une sphere qui diffuse la lumiere avec la méme
intensité (selon indice de réfraction).

Tableau 1 : Définition de quelques diamétres équivalents.
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2.1.2.  Mouvement brownien et sédimentation

Les bioaérosols sont constamment soumis au bombardement aléatoire des molécules du
milieu. Le résultat de ces chocs est un mouvement aléatoire appelé mouvement brownien.
Son intensité augmente avec la température et sur les plus fines particules. Pour les
particules supérieures a 1 um, le phénomeéne de diffusion li¢ au mouvement brownien reste
négligeable par rapport aux forces de sédimentation.

La vitesse de chute d’une particule en suspension dans D’air est liée a sa masse,
dimension et forme. Elle résulte d’un équilibre entre deux forces, I’action de la pesanteur
terrestre sur la particule (phénomeéne de sédimentation), et la résistance du milieu
caractérisée par les forces de viscosité. En 1’absence de turbulence, la vitesse limite de
chute des particules sphériques est déduite de la loi de Stokes-Cunningham. Elle est
donnée par 1’équation :

p,d,.” -g-Cu
18-m

ou p, est la masse volumique de la particule (kg/m?), de, le diamétre aérodynamique
des particules (m), g, I’accélération de la pesanteur (9.81 m/s?), 1, la viscosité dynamique
de I’air en kg/m.s” et Cu, le facteur correctif de Cunningham dont il existe plusieurs
expressions.

2.1.3. Diffusion turbulente et forces d’inerties

Le déplacement rapide d’une masse d’air, par opposition a un écoulement régulier ou
laminaire, est dit turbulent ou instable. La transition entre ces deux régimes est quantifié¢e
par le nombre de Reynolds. En pratique, les turbulences entrainent un mouvement aléatoire
s’ajoutant a I’écoulement de 1’air. Le comportement aérodynamique et les propriétés de
transport des particules sont modifiés selon le régime dans lequel elles sont placées.

A proximité d’un aérosol, on considere le nombre de Reynolds de la particule (Re,) qui
se traduit par le rapport entre les forces d’inertie et les forces dues a la viscosité¢ du milieu.
I1 est défini par la relation :

p,-V-d,
n

Re =

p

ou p, est la masse spécifique du gaz porteur de viscosit¢ dynamique n et dge, le
diamétre aérodynamique de la particule de vitesse V.

Un Re, proche de 1 traduit le caractere turbulent du flux d’air autour de la particule se
déplacant dans le gaz. Lorsque ce flux d’air, vecteur des particules, change de direction,
les bioaérosols sont, par ailleurs, soumis a leur inertie. Si les particules ont une inertie trop
importante, elles pourront s'impacter sur les obstacles rencontrés. Cette propriété est
utilisée dans de nombreux dispositifs pour collecter les microorganismes de 1’air.



CSTB

RAPPORT DDD/SB-2006-011 Page 10 sur 40

2.1.4. Forces électriques

Les particules aérosolisées possedent des charges ¢électriques. Ces charges entrainent
une déposition rapide sur les surfaces et agissent sur la coagulation. Lors des
expérimentations, elles peuvent étre neutralisées par une source radioactive (par exemple
85Kr) afin de donner une charge globale proche de zéro (distribution de Boltzmann).
Néanmoins, cette neutralisation est susceptible d’entrainer une lyse cellulaire.

2.1.5. Thermophoréese, photophorése

Les phénoménes de thermophorése et photophorése impliquent un gradient de
température responsable d’un mouvement des particules. Le premier est celui suivant
lequel les aérosols sont repoussés par les corps chauds, c’est-a-dire qu’ils vont se déplacer
dans la direction des températures décroissantes. La photophorése implique un rayon
lumineux qui appliqué sur des particules d’aérosol peut suivant les cas, attirer ou repousser
la particule. Ainsi, lorsqu’une particule possede une face plus chaude que 1’autre, il en
résulte une force de déplacement. Les particules translucides se dirigent vers les sources
chaudes car elles se comportent comme des lentilles qui focalisent I’énergie sur leur partie
distale. Les particules opaques (fortement absorbantes) suivent habituellement le gradient
thermique en s’échappant des zones chaudes vers les plus froides.

2.2. PRINCIPES DE COLLECTE

Les méthodes d’échantillonnage destinées au mesurage des aérosols bactériens sont
semblables a celles employées pour les particules inertes. Elles reposent sur la séparation
des particules du fluide porteur en utilisant les mécanismes physiques évoqués dans la
section précédente. Les trois principes de collecte les plus courants sont basés sur I’inertie
des particules (impaction en milieu solide et liquide) et la filtration.

2.2.1. L’impaction en milieu solide

L’impaction permet de séparer la particule du flux du gaz porteur, suivant les
propriétés d’inertie de celle-ci. L’air est aspiré a travers une série d’orifices (grille) et les
particules ayant une inertie suffisante viennent s’impacter sur une surface cible (support de
collecte) placée sur le trajet du flux d’air. Les particules de plus faible inertie sont
réentrainées dans le flux d’air sortant (Figure 3).

ajutage
d'accélération

Lignes de courant

Plaque de collection

Trajectoire d'une \ /

: i A Trajectoire d'une particule
particule qui impacte ntor

trop petite pour impacter

Figure 3 : Schéma du principe de I’impaction en milieu solide. D’aprés Renoux et Boulaud, 1998.
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L’impaction dépend des propriétés d’inertie de la particule (taille, densité, vitesse) et
des caractéristiques physiques de I’impacteur (géométrie, nombre et dimensions des
orifices, débit d’échantillonnage, trajectoire et vitesse du flux d’air) (Nevalainen et al.,
1993).

Le support de collecte consiste généralement en un milieu nutritif gélosé adapté pour
I’isolement du germe visé. Un matériau (lame, surface adhésive, filtre) peut lui étre
substitué¢ permettant une analyse microscopique ultérieure.

2.2.2.  L’impaction en milieu liquide ou impingement

Lors de I’'impaction en milieu liquide, 1’air est aspiré au travers d’un tube capillaire,
puis propulsé dans ou a la surface d’une suspension liquide.

DA :::I;I ¢

particle %
._t-f"’i’Jf'“tf__”"_}“'-a......-t_ : jj_:'

ey

rryys

Figure 4 : Schéma du principe de I’impaction en milieu liquide. D’aprés Buttner et al., 1997.

L’efficacité de captage est fonction de la vitesse d’aspiration et du diametre de 1’orifice
d’aspiration.

Le liquide de collecte est généralement de I’eau ou une solution physiologique a
laquelle peuvent étre ajoutés des agents de protection contre les chocs osmotiques ou la
dessiccation, des tensioactifs... Aprés 1’échantillonnage, le liquide de collecte peut étre
dilué ou concentré et est compatible avec un grand nombre de méthodes d’analyses
(culture, tests biochimiques ou immunologiques, analyse moléculaire).

2.2.3. La filtration

La méthode par filtration consiste a séparer les aérosols du fluide vecteur en les faisant
passer au travers d’un média filtrant. La collecte des particules repose sur 1’action
simultanée de différents mécanismes (impaction inertielle, interception, diffusion) dont
I’importance relative dépend de la dimension des particules et de la vitesse de
I’écoulement. Dans le cas d’une particule de 1 um, les deux mécanismes intervenants sont
I’interception et I’impaction (Figure 5).

La collecte des particules peut se faire soit a la surface du média filtrant, soit a
I’intérieur du réseau poreux. L’efficacité¢ de collecte est fonction de la porosité et de
I’épaisseur du filtre, du diamétre des particules et de la vitesse du flux d’air (Lee et
Ramamurthi, 1993).

Le support filtrant peut étre de nature fibreuse (fibres de verre), ou des membranes
(ester de cellulose, polycarbonate).
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Figure 5 : Représentation schématique de 1’efficacité d’un filtre en fonction de la dimension des particules et
des différents régimes de diffusion (Renoux et Boulaud, 1998).

D’autres méthodologies sont appliquées au prélévement des particules biologiques.

La sédimentation est I'une d’entre elles. Il s’agit d’une technique passive, fondée sur
le dépot des particules aéroportées sous I’action de la gravité. Pratiquement, elle consiste a
exposer un milieu nutritif contenu dans une boite de Pétri a I’air ambiant, pendant une
durée déterminée arbitrairement. Seules les particules sédimentables, ayant une vitesse de
chute suffisante, sont recueillies. La méthode est dite non volumétrique, car elle ne permet
pas de rapporter le nombre de particules collectées a un volume d’air échantillonné. Par
ailleurs, elle est tributaire des caractéristiques de 1’écoulement et des perturbations
aérauliques (Griffiths et DeCosemo, 1994).

La précipitation ¢€lectrostatique consiste a ioniser les aérosols échantillonnés avant de
les collecter sur des surfaces métalliques de charges opposées. Des applications récentes a
la mesure des aérosols biologiques sont décrites entre autres par Mainelis et al. (2002).

La précipitation thermique repose sur le recueil des particules aéroportées en utilisant
la propriét¢ de mouvement li¢ au gradient thermique. Les particules repoussées par les
surfaces chaudes viennent se déposer sur les zones froides. Ce mode de collecte n’est
efficace que pour les fines particules, de 5 a inférieures a 0.01 pm (Watson, 1958).

2.3. DISPOSITIFS D’ECHANTILLONNAGE

Un inventaire des dispositifs les plus courants pour I’échantillonnage des aérosols
bactériens est proposé dans cette section. Il est établi selon les deux catégories suivantes :
les systeémes inertiels et les systémes par filtration.
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2.3.1. Les systémes inertiels

Les systémes inertiels présentés regroupent les impacteurs en milieu solide et liquide et
les échantillonneurs centrifuges.

- Les impacteurs

Une grande variété d’échantillonneurs basés sur le principe de I’impaction sur milieu
solide ou semi-solide est commercialisée. Ils différent par le nombre et la forme des
orifices, ainsi que le nombre d’étages. La dénomination de sl/it sampler se référe a un
impacteur mono étage comportant une seule fente généralement rectangulaire, le sieve
sampler définit les impacteurs a crible avec orifices circulaires, existants dans des versions
mono- ou multi-étage(s). Dans ce second cas, on parle aussi d’impacteur en cascade.

Le premier slit sampler a été¢ développé par Bourdillon ef al. en 1941. Les modéles
Casella MK-II, Mattson-Garvin ou New Brunswick recueillent les particules biologiques
sur des géloses, dans une gamme de tailles comprise entre 0.5 et 1 um (Kang et Frank,
1989). Certains, comme le Casella MK-II, disposent d’une surface de collecte rotative,
permettant une analyse séquentielle de la flore aéroportée. Le systéme cassette Air-O-Cell
et le modele Burkard spore trap, sont privilégiés pour I’échantillonnage des spores et des
allergénes. Le support de collecte consiste en des lames recouvertes d’une substance
adhésive permettant une observation microscopique des bioaérosols collectés (Buttner et
al., 1997 ; Aizenberg et al., 2000).

L’échantillonneur SAS (Surface Air System) est un impacteur a orifices mono étage
portable et autonome (fonctionnement avec une batterie). Il recueille les particules sur des
milieux nutritifs contenus dans des boites contact ou de Pétri. Suivant la version (220 ou
260 orifices), son débit d’échantillonnage varie de 90 4 180 L.min™'. Lach (1985) montre
une efficacité proche de 100% pour des particules de 4 a 20 um, et réduite a 50% pour
celles de 2 um. Nevalainen et al. (1992) estiment un diamétre de coupure a 1.45 pm pour
la version a débit élevé. Le MAS-100, qui dispose des mémes caractéristiques de
portabilité et d’autonomie, est constitu¢ par un crible de 400 orifices, de 0.7 mm de
diamétre. La vitesse d’impaction est estimée a 11 m.s™ et favorise 1’échantillonnage des
particules supérieures a 1 um (Meier et Zingre, 2000).

Les impacteurs en cascade donnent une information supplémentaire par rapport aux
dispositifs mono étage, information relative a la distribution granulométrique de 1’aérosol
collecté. L’impacteur Andersen (Andersen, 1958), version la plus utilisée de ce type de
biocollecteur, consiste en une série de six cribles superposés de 400 trous de diameétres
décroissants a chaque étage de collecte. La vitesse des particules augmente a chaque
passage de crible et I’on réalise ainsi un échantillonnage sélectif suivant la taille des
particules, les plus grosses étant recueillies sur les premiers niveaux (Figure 6). Il existe
¢galement des modéles comportant 1 ou 2 étage(s) et un modele a 8 étages (Henningson et
Ahlberg, 1994). Pour la version unitaire, le crible est semblable a celui de 1’étage n°6 de
I’impacteur a 6 étages, avec un diamétre d’orifice de 0.25 mm. La déclinaison a 2 étages
comporte sur chaque crible 200 orifices et sépare 1’aérosol suivant les fractions respirable
et non respirable.
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Figure 6 : Schéma du dépdt des particules dans un impacteur multi-étages.

La plupart des impacteurs a crible consistent en I’impaction directe des particules sur
une surface gélosée, disposée sous la grille perforée. Pour des prélévements réalisés dans
des ambiances contaminées, la probabilité de passage de plusieurs particules au travers
d’un méme orifice est importante. Ce risque peut entrainer une sous-estimation quantitative
de I’aérosol collecté, une seule unité formant colonie étant comptée pour deux ou plusieurs
particules impactées au méme site. Pour limiter cette incertitude, il existe des tables de
correction qui déterminent le nombre de particules aéroportées a partir du nombre de
colonies dénombrées (Andersen, 1958 ; Leopold, 1988 ; Macher, 1989).

Figure 7 : Exemples d’impacteurs en milieu solide : I’Andersen a 1 et 6 étage(s), le MAS-100, le SAS.

- Les impinger

Le terme d’impinger désigne les impacteurs utilisant comme milieu de collecte un
liquide.

Le premier mod¢le d’impinger est le Greenberg-Smith développé initialement pour le
prélevement des poussieres, puis adapté ensuite a la collecte des aérosols bactériens
(Crook, 1995).

L’utilisation de la version AGI 30 des échantillonneurs All Glass Impinger, est
reportée par de nombreux travaux. Une grande partie d’entre eux est reprise dans la
synthése de Henningson et Ahlberg (1994) portant sur I’évaluation des biocollecteurs.
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L’air est aspiré horizontalement au travers d’un capillaire courbé qui se termine par un
orifice positionné perpendiculairement par rapport au fond du réservoir. La courbure de la
section de captage simule le passage des particules dans le systéme nasal, adaptant ce
préleveur a 1’étude des microorganismes responsables d’infections respiratoires (Grinshpun
et al., 1994 ; Jensen et al., 1994). Les particules déposées inertiellement sur les parois de
cette section peuvent étre réentrainées par un ringage avec le liquide de collecte. Ce
dispositif est une version améliorée du premier AGI, I’AGI 4, plus connu sous le nom
d’impinger Porton. La différence entre ces deux systémes repose sur la distance qui sépare
la section terminale du capillaire et le fond du réservoir de collecte (4 mm, pour ’AGI 4,
30 mm, pour I’AGI 30), distance rallongée pour améliorer les performances biologiques du
dispositif (Buttner et al., 1997). Le débit de prélévement, de 12.5 L.min™, résulte de la
vitesse sonique de la particule au travers d’un orifice de taille critique (& 1 mm). L’aérosol
est recueilli dans un volume de 20 mL d’eau ou d’un liquide de viscosité similaire. A
I’instar de I’impacteur Andersen a 6 étages, I’AGI 30 est référencé par de nombreux
travaux (Brachman et al., 1964 ; Jensen et al., 1992 ; Henningson et Ahlberg, 1994). Ceux
de Jensen et al. (1992) sur 8 échantillonneurs (Andersen 1, 2 et 6 étage(s), Mattson-Garvin,
SAS, RCS Biotest, AGI 30 et systéme de filtration avec membrane de 47 mm de diamétre)
indiquent des efficacités de collecte comparables pour les deux systémes vis-a-vis d’un
aérosol de Bacillus subtilis et d’Escherichia coli. Grinshpun et al. (1994) estiment une
efficacité de captage proche de 100% pour les particules supérieures a 1 pm, mais réduite
significativement pour celles de 5 um et plus.

Plus récemment, un échantillonneur appelé BioSampler® a été¢ développé (Willeke et
al., 1998 ; Lin et al., 1999 ; 2000). 1l est composé de trois parties : une section de captage
de I’aérosol similaire a celle de I’AGI 30, un orifice d’aspiration et un réservoir. Ce
dispositif couple I’impaction liquide a un effet centrifuge. Les particules sont impactées
tangentiellement a la surface du liquide de collecte, 4 un débit de 12.5 L.min" (Figure 8).
Cette déviation du flux d’aérosols permet de réduire le bullage et de limiter I’évaporation
du liquide de collecte (Lin et al., 1999).

Téte de
prélévernent

Port de sortie

© Volume de
collecte

Arrivée du jet /| [ as

Fluide de _/ T
collecte e

Particule
collectée

Figure 8 : Schéma du Biosampler (Lin et al., 1999).
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Une autre application du principe de collecte en milieu liquide est I’impinger multi-
¢tages (Multistage Liquid Impinger ou MLI) développé par May (1966). L’appareil est
compos¢ de trois niveaux de fractionnement de ’aérosol, correspondant aux principaux
sites de dépdt particulaire dans le systéme respiratoire (voies supérieures, bronches,
alvéoles pulmonaires). La vitesse d’impaction y est réduite par rapport a celle observée
dans I’AGI 30, ce qui permet de réduire le stress li¢ a la phase de collecte (Griffiths et
DeCosemo, 1994). Pour essayer de standardiser la fabrication du préleveur a 1’origine en
verre, des prototypes usinés en acier inoxydable sont développés par la suite (Bradley et
al., 1992), dont un modele commercialisé par Burkard.

Figure 9 : Exemples d’impacteurs en milieu liquide : I’AGI 30, I’impinger multi-étage MLI, le BioSampler.
D’apres Cox et Wathes, 1995.

- Les impacteurs centrifuges

Les impacteurs centrifuges impliquent la création d’un vortex dans lequel les particules
ayant une inertie suffisante vont quitter le flux d’air et s’impacter soit sur une surface de
collecte, soit directement sur les parois de 1’appareil. On retrouve parmi ces systémes le
cyclone et I’échantillonneur RCS de Biotest.

Concernant le cyclone, les aérosols sont introduits tangentiellement a la paroi du
préleveur au sommet d’un volume conique. Les particules entrainées dans un mouvement
tournant se déposent par inertie sur la paroi, conduisant a leur séparation du fluide porteur.
Celui-ci s'écoule a I’intérieur du systéme successivement par un mouvement hélicoidal
descendant le long de la paroi du cyclone, un mouvement en spirale centripéte sous le tube
de sortie, et un mouvement hélicoidal ascendant aboutissant dans le tube de sortie (Figure
10). A partir de 1969, les modeles développés intégrent durant 1’échantillonnage une
circulation de liquide le long de la paroi (Errington et Powell, 1969). Leurs débits de
fonctionnement peuvent varier de 75 a 1000 L.min™, les rendant particulierement adaptés
pour des prélévements en ambiances diluées (Henningson et Ahlberg, 1994 ; Crook, 1995).
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Figure 10 : Schéma du flux d’air dans le cyclone.

L’exemple le plus connu des biocollecteurs centrifuges est le Biotest RCS ou Reuter
Centrifugal Sampler. 11 s’agit d’un échantillonneur portable, dont I’alimentation est relayée
par une batterie. L air est aspiré a ’intérieur d’une enceinte rotative ouverte, puis accéléré
par effet centrifuge en direction de la paroi interne. Cette paroi est recouverte d’une bande
gélosée sur laquelle vont s’impacter les particules. La bande est récupérée puis mise a
incuber pour isoler les microorganismes collectés. Clark er al. (1981) estiment que
I’appareil n’est pas efficace pour le prélévement de particules inférieures a 5 pm. Les
données expérimentales de Macher et First (1983) évaluent un diametre de coupure a 3 pm
et un échantillonnage efficace des aérosols supérieurs a 4 um. Ces décalages sont en partie
liés a une mésestimation du débit d’échantillonnage, du fait du passage des flux d’air
entrant et sortant au niveau de la méme section d’ouverture. La version RCS plus,
développée par la suite, permet de distinguer ces deux flux d’air, améliorant ainsi les
performances du préleveur sur la fraction particulaire micronique (Benbough et al., 1993).

Figure 11 : Exemples d’impacteurs centrifuges : le cyclone et le RCS. D’aprés Cox et Wathes, 1995.

2.3.2. Les systémes par filtration

Les systémes de filtration actuels consistent en un média filtrant monté sur portoir ou
dans des cassettes, le tout raccordé a une pompe.
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Il existe trois catégories de média filtrant : les filtres en fibre, les membranes en ester
de cellulose ou autre polymeére synthétique, et les filtres en polycarbonate. Les filtres en
fibres (ex. fibres de verre), constituent une matrice poreuse, enchevétrée dans laquelle sont
interceptées les particules. Ce type de filtre est réservé essentiellement a des analyses
gravimétriques de poussicres et d’allergenes. Les filtres membranes sont eux formés a
partir d’ester de cellulose, de PVC, PTFE ou gel de gélatine. Ceux en gélatine, décrits
comme favorables a la collecte des microorganismes aéroportés (Koller et Rotter, 1974),
permettent de les recueillir, soit a la surface, soit a ’intérieur de la membrane. Celle-ci peut
étre ensuite déposée directement sur un milieu de culture pour incubation. Pour les filtres
en polycarbonate (Nuclepore®), dont les pores sont obtenus par bombardement de neutrons
a leur surface, le dépdt de 1’aérosol s’effectue uniquement a la surface. Appliqués a la
mesure des aérosols biologiques, ils offrent la possibilit¢é d’une détection directe des
microorganismes a 1’aide de marqueurs fluorochromiques et de la microscopie a
épifluorescence (Lundholm, 1982 ; Palmgren et al., 1986).

La porosité des filtres varie de 0.01 a 10 um (Jensen et al., 1994). L’efficacité de
collecte du filtre dépend de la nature du média. Dans le cas des membranes en fibres de
verre, elle est fonction de 1’épaisseur du média, de la concentration collectée et de la
vitesse du flux d’air. Pour les particules submicroniques, elle diminue lorsque la vitesse
augmente et est supérieure a 99.9% sur la fraction supermicronique. Sur les filtres
membranes, 1’efficacité est maximale (100%) lorsque les particules sont supérieures au
diametre des pores (Lippmann, 1989).

Les filtres membranes (ester de cellulose ou polycarbonate) sont supportés par des
systemes de cassettes plastiques, disponibles pour les diamétres de 25 et 37 mm. Ces
cassettes peuvent Etre utilisées ouvertes ou fermées. La premiére option permet une
répartition uniforme des particules sur le média, ce qui est intéressant lorsqu’une analyse
microscopique est réalisée ensuite. Dans le second cas (cassette fermée), la section de
captage est réduite a une ouverture de 4 mm de diamétre. Ce mode opératoire permet alors
un échantillonnage sélectif de 1’aérosol en limitant la fraction collectée a celle inhalable.
Pour ce type de systeme, plutdt destiné a I’échantillonnage individuel, des pertes
significatives sur la fraction supermicronique sont observées du fait des dépots causés par
des effets ¢électrostatiques (Hinds, 1982). L’usinage des cassettes en polypropyléne carboné
noir limiterait ses phénomenes (Crook, 1995).

-
Figure 12 : Exemples de systémes de filtration : cassette filtrante pour membrane et MDS8 Sartorius.

L’échantillonneur MD8 Sartorius collecte les particules sur des filtres gélatine de 47
mm de diamétre. Ce média permet de réduire 1’inactivation des cellules microbiennes
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observée avec les autres filtres (Parks ef al., 1996). Du fait de son caractére hydrosoluble,
ce type de filtre n’est pas recommandé pour des mesures en environnements humides
(Macher et First, 1984). Il est ¢galement particulierement fragilisé par la dessiccation
induite par des prélévements de longue durée ou en atmosphere s¢che.

2.4. PERFORMANCES ET CHOIX DU BIOCOLLECTEUR

Il n’existe pas a ce jour de protocoles d’échantillonnage standardisés, ni de dispositifs
universels pour la mesure de 1’aérobiocontamination. La norme NF EN 13098 définit des
recommandations pour le mesurage des microorganismes dans I’air, mais ces données
guides ne concernent que les ambiances des lieux de travail (AFNOR, 2000).

Les systémes de collecte disponibles ne sont pas adaptés pour toutes les configurations.
L’utilisation préférentielle d’un biocollecteur doit découler d’une réflexion amont sur la
stratégie d’échantillonnage, ses objectifs, les paramétres a considérer, lesquels vont
déterminer les caractéristiques performancielles pré-requises.

2.4.1. Efficacité de collecte

Idéalement, un biocollecteur doit permettre de collecter une fraction représentative de
I’aérosol biologique avec un minimum de stress pour les microorganismes (Griffiths et
DeCosemo, 1994). Ainsi, Henningson et Ahlberg (1994), définissent 1’efficacité totale
d’un biocollecteur comme le produit de son efficacité physique de collecte par son
efficacité biologique.

L’efficacité de collecte est classiquement déterminée par des mesures physiques. Elle
prend en compte 1’aérosol pénétrant dans 1’appareil (efficacité de captage), celui déposé
sur les parois (dépdts), celui effectivement déposé sur le support de collecte et considére
ces données par rapport aux caractéristiques de 1’aérosol généré en terme de taille, de
concentration. Elle est généralement figurée par une courbe représentant le pourcentage
d’efficacité selon le diametre aérodynamique de la particule (Figure 13), le diamétre
aérodynamique correspondant au diamétre d’une sphére de densité unitaire et de méme
vitesse de chute que la particule considérée.
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Figure 13 : Exemples de courbes d’efficacité de collecte de certains préleveurs en fonction du diameétre
aérodynamique de la particule : impacteur Andersen a 8 étages ; BioSampler, AGI 30.
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Débit Vitesse Diamétre de coupure (um)
Echantillonneur . -l -1
(L.min") (m.s”) Théorique Reporté
Impaction
Air-0O-Cell 12-30 2.3
Impacteur Andersen 6 étages
étage 1 28.3 1.08 6.24 7
étage 2 28.3 1.80 4.21 4.7
étage 3 28.3 2.97 2.86 33
étage 4 28.3 5.28 1.84 2.1
étage 5 28.3 12.8 0.94 1.1
étage 6 28.3 233 0.58 0.65
Impacteur Andersen 2 étages
étage 0 28.3 1.33 6.28 8.0
étage 1 28.3 18.8 0.83 0.95
Impacteur Andersen 1 étage
étage N6 28.3 233 0.58 0.65
Biotest
RCS standard 280 7.5 3.8
RCS plus 100 0.82
Burkard, spore
Orifice standard 10 5.95 3.70
Orifice haute efficacité 10 16.7 2.17
Burkard, portable 10-20 1.94 4.18
Casella MK-IT 30 0.67
Mattson-Garvin 28.3 75.7 0.53
MAS-100 100 10.8 1.62 et 1.72
SAS
Compact 90 1.97 2.0
Flux élevé 180 1.52 et 1.45 2.0
Impingement
AGI 30 12.5 265 0.30
BioSampler 12.5 <0.3
MLI
étage 1 55 6
étage 2 55 33
étage 3 55 0.5
Cyclone jusqu’a 1000 <1 um
Filtration
Cassette (25, 37 et 45 mm) 1-50
Sartorius MD8 42-133

Tableau 2 : Quelques caractéristiques physiques de plusieurs biocollecteurs. D’apres Griffiths et DeCosemo,
1994 ; Jensen et al., 1994 ; Crook, 1995 ; Buttner ef al., 1997.
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Pour les impacteurs, 1’efficacit¢ de collecte est caractérisée par un nombre sans
dimension, appelé le nombre de Stokes. Ce nombre détermine le diametre de coupure (dsp)
du préleveur, qui littéralement se référe au diametre aérodynamique de la particule pour
lequel 50% des particules sont collectées. Hinds (1982) considére le diameétre de coupure
comme celui au-dessus duquel toutes les particules de taille supérieure sont en théorie
collectées. Il convient donc pour un prélévement efficace de choisir un impacteur dont le
dso est inférieur a la taille moyenne des microorganismes visés (Tableau 2).

L’efficacité de captage dépend non seulement de la section d’entrée du biocollecteur
(Wedding et al., 1977 ; Grinshpun et al., 1994), mais aussi de 1’écoulement et du caractere
isocinétique du prélévement. Dans les conditions idéales de prélévement (isocinétisme), la
vitesse du flux d’air entrant est égale a celle dans ’orifice de captage de 1’échantillonneur.
En revanche, lorsque le flux est perturbé par un rétrécissement (superisocinétisme) ou un
¢largissement (subisocinétisme) de la section de captage, I’échantillonnage peut suivant le
cas, surestimer ou sous-estimer la fraction des particules ayant une inertie élevée. Par
exemple, Willeke et al. (1992) estiment, pour I’impacteur, que sur un prélévement réalisé
dans le vent 4 une vitesse de 5 m.s™, le nombre de particules supérieures & 10 pm peut étre
surestimé de 50%. En revanche, lorsque celui-ci est effectué¢ en positionnant I’ Andersen
perpendiculairement a la trajectoire du vent, moins de 5% des particules de 10 pum sont
collectées. Dans les mémes conditions de vitesse de vent, ils évaluent, pour I’AGI 30, une
efficacité maximale sur les particules microniques, de 20 a 30% pour celles supérieures a
10 um. Pour les systémes de filtration a « face ouverte », un sur-échantillonnage est
observé lorsqu’ils sont positionnés dans le sens de 1’écoulement (Mitchell, 1995).

D’autres facteurs sont également a prendre en considération. En effet, 1’efficacité de
collecte des systémes inertiels (ex. impacteur Andersen) peut étre diminuée par des
phénomenes de dépodts pariétaux et rebonds (Marple et Willeke, 1976). Sur les modéeles
AGI, les performances sont assujetties a la réaérosolisation des particules, liée a 1’agitation
permanente du liquide de collecte. Ce phénomeéne, limitant sur des échantillonnages longs,
conduit a la remise en suspension des particules collectées dans le flux d’air sortant avec
pour conséquence une réduction de I’efficacité de prélévement (Grinshpun et al., 1997 ;
Lin et al., 1997). Dans la version BioSampler, ce réentrainement est limit€ par une
impaction tangentielle du flux d’aérosols a la surface du liquide de collecte, réduisant
significativement le bullage et la dispersion des particules dans les gouttelettes.

Nevalainen et al. (1992) définissent 1’efficacité biologique comme la capacité du
biocollecteur a préserver la viabilit¢é microbienne durant le prélevement. Elle est plus
difficile a déterminer, en raison des effets cumulatifs liés a I’étape d’aérosolisation, aux
stress de 1’environnement (températures extrémes, déshydratation, réactions d’oxydation
avec les polluants de 1’air, présence de rayonnements) et a 1’échantillonnage. Dans la
plupart des travaux, la caractérisation de cette efficacité biologique est réalisée de maniére
relative, soit par des évaluations in sifu de dispositifs, soit par des expérimentations a 1’aide
d’aérosols microbiens tests contrdlés (Henningson et Ahlberg, 1994). L’intercomparaison
des mesures d’efficacité est cependant délicate compte tenu de la nature du bioaérosol et de
la variabilité des conditions opératoires d’une étude a 1’autre.

L’impaction est un mécanisme de collecte par lequel les microorganismes aéroportés
sont généralement altérés relativement a leur faculté de développement sur des milieux
nutritifs (Stewart et al., 1995). Ce stress est particulierement important pour les impinger
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type AGI, ou la vitesse interne des particules atteint celle du son (Tyler et Shipe, 1959).
Les forces de cisaillement induites par I’accélération du flux d’air, ajoutées a 1’agitation du
liquide de collecte, entrainent des pertes de viabilit¢ conséquentes sur la fraction
microbienne recueillie. Concernant les systémes par filtration, le passage du flux d’air au
travers du média est relat¢ comme la premicre cause de 1étalité¢ des cellules végétatives
(Jensen et al., 1994 ; Lundholm, 1982). La nature du matériau filtrant peut également étre a
I’origine des effets déléteres observés (Lundholm, 1982 ; Lee et Ramamurthi, 1993). C’est
pourquoi, les techniques de filtration sont classiquement privilégiées pour la collecte de
formes résistantes a la dessiccation, comme les spores fongiques ou les endospores
bactériennes. Jensen et al. (1992) révelent ainsi un taux de recouvrement comparable a
ceux des dispositifs Andersen a 1, 6 étage(s) et I’AGI 30 lorsque des spores aéroportées de
Bacillus subtilis sont ciblées. Sur des cellules d’E. Coli sous forme végétative, le systéme
de filtration témoigne en revanche du rendement le plus faible.

2.4.2.  Volume et temps d’échantillonnage

Ces parameétres déterminent le caractére représentatif de I’échantillon. Ils dépendent
principalement de la charge microbienne présumée dans 1’air et des niveaux de sensibilité
requis par le type d’analyse souhaité.

Pour la plupart des dispositifs basés sur I’'impaction en milieu solide (Andersen, MAS-
100, SAS, Biotest RCS, slit sampler), le recueil des particules biologiques s’effectue sur
des géloses afin d’évaluer la flore cultivable. Cette combinaison présente des
limitations majeures : la déshydratation du milieu de collecte sous I’effet du flux d’air
aspiré, la saturation des géloses par des germes interférents et dans les ambiances
contaminées, le stress bactérien induit par 1I’échantillonnage (Stewart et al., 1995). Le
choix d’un prélévement de courte durée permet de réduire ces phénomenes, mais peut
affecter la représentativité de 1’échantillonnage, surtout avec des systémes a débit faible ou
modéré. Le caractére représentatif de I’échantillon doit refléter la biocontamination
ambiante tout en intégrant la limite de quantification imposée par le dispositif de collecte.
Relativement aux impacteurs, cette limite de quantification est définie par la surface de
collecte. Lorsqu’il s’agit d’une gélose contenue dans une boite de Pétri standard, le temps
de prélévement mis en ceuvre doit borner le nombre de colonies isolées a une plage de 30 a
300 unités formant colonies (Jensen ef al., 1994). Si aucune donnée ne permet de présumer
du niveau de contamination ambiant, la multiplication de volumes d’échantillonnage
différents est recommandée pour appréhender cette contrainte.

Le prélevement en milieu liquide permet de s’affranchir de la déshydratation des
cellules microbiennes collectées. La possibilité de manipuler I’échantillon préalablement a
I’analyse culturale, soit par des dilutions, soit par concentration, dispense des
considérations relatives a la charge aéroportée présente. Néanmoins, les ambiances
polluées, notamment en poussieres ou autres agrégats particulaires restent problématiques
pour les observations microscopiques sur filtre. En terme de durée d’échantillonnage, les
préleveurs, type AGI ou cyclones, sont sujets par ailleurs a des contraintes inhérentes a
I’évaporation du liquide de collecte lors d’une utilisation prolongée (White et al., 1975).
Traditionnellement, les prélévements avec I’AGI 30 n’excédent pas 30 minutes, limite en
deca de laquelle I’efficacité de collecte reste intégrale (Grinshpun et al., 1997 ; Lin et al.,
1997). Le BioSampler peut pallier a ce probléme par I’emploi de liquides non volatils et
plus visqueux dans la récupération des microorganismes aérosolisés. L’évaporation faible,
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voire quasi-nulle, de ces derniers permet alors de maintenir 1’efficacité¢ de collecte du
systéme pendant plusieurs heures (Lin ef al., 1999 ; 2000).

Dans des environnements peu contaminés ou dilués, I’emploi de dispositifs a fort débit
est préférable pour avoir un échantillonnage représentatif, sans recourir a des temps de
prélévement trop longs. Les systémes portables Biotest RCS, MAS-100, SAS, (~100-200
L.min") ou encore les cyclones pouvant fonctionner jusqu’a 1000 L.min" (Griffiths et
DeCosemo, 1994) peuvent répondre a ce besoin. L’intérét supplémentaire du cyclone vient
de la recirculation du liquide de collecte, qui permet d’intégrer simultanément a
I’échantillonnage, une concentration du prélevement. De plus, le format liquide de
1I’échantillon offre tous les avantages liés au choix et a la multiplication des analyses.

Concernant les échantillonneurs a filtres, le temps de collecte va étre conditionné par le
colmatage du média et la concentration particulaire présente dans 1’environnement. La
dessiccation des microorganismes collectés est également a considérer dans la
détermination du parametre temps. Par exemple, lorsqu’il s’agit d’évaluer une fraction
cultivable, I’application de la filtration n’est conseillée que pour des ambiances chargées et
des durées de prélévement courtes (Palmgren ef al., 1986). Dans des ambiances faiblement
contaminées, il peut étre intéressant d’agir sur la surface filtrante si ce mode de collecte est
retenu. En effet, 1’utilisation d’une section surfacique réduite permet de concentrer le
prélévement sur une zone déterminée. Au cas ou le prélévement s’avérerait trop dense, il
est toujours possible d’¢luer, de diluer, puis de filtrer a nouveau I’échantillon, avant de
procéder a I’analyse. Néanmoins, cette opération n’est pas recommandée, les dilutions
successives risquant de favoriser la détection des populations prédominantes au détriment
des espéces minoritaires.

2.4.3. Analyses de I’échantillon

Le mode de collecte va conditionner les techniques d’analyse mises en ceuvre a
posteriori.

Le principal avantage des impacteurs sur gélose est la collecte des microorganismes sur
des milieux de culture qui sont ensuite directement placés dans des conditions d’incubation
favorables au développement des germes cibles. L’analyse par méthode culturale, comme
il est détaillé par la suite, limite la détection a la flore cultivable, c’est-a-dire a celle
capable de se multiplier sur des substrats nutritifs. Or, la plupart des bactéries stressées de
I’environnement et particulicrement la flore aéroportée présentent de réelles difficultés a se
développer dans de telles conditions. Par ailleurs, ce couplage métrologique ne permet pas
de cibler simultanément plusieurs microorganismes. Pour cela, il serait nécessaire de
multiplier le nombre de prélévements, avec I’incertitude associée a la variation spatiale et /
ou temporelle de 1’aérosol environnemental.

La nature liquide des échantillons obtenus par impingement permet d’appliquer un
panel de techniques analytiques plus large : ensemencement sur milieux de culture, tests
biochimiques ou immunologiques, analyse moléculaire. L’impaction en milieu liquide est
particuliérement adaptée a des ambiances contaminées puisque 1’échantillon peut subir des
dilutions préliminaires a I’analyse (Lin ef al., 2000), ce qui n’est pas le cas avec les
impactions sur gélose. L’une des difficultés concerne la conservation de 1’échantillon, de
manicre a préserver la viabilité des cellules microbiennes d’intérét et ne pas favoriser le
développement d’une flore parasite. Cet aspect peut étre abordé par le choix d’un milieu
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spécifique ou I’addition de certains agents protecteurs dans le liquide de recueil (Anderson
et Cox, 1967). Néanmoins, 1’analyse doit se faire le plus rapidement possible pour limiter
le temps de séjour des microorganismes. S’il s’agit de détecter des microorganismes
cultivables, il est recommandé de procéder dans un délai de 24 heures. La méme contrainte
existe avec le prélevement sur filtre ou un contact prolongé entre les cellules bactériennes
et le média est susceptible d’altérer leur viabilité (Parks et al., 1996).

Les particules collectées sur filtre peuvent €tre analysées in situ par microscopie ou
aprés remise en suspension du média dans une solution tamponnée, permettant dans ces
conditions I’ensemble des analyses applicables aux échantillons liquides. En cas de remise
en suspension, le rendement associé a cette étape varie suivant la nature des matrices
filtrantes, faible pour les membranes en ester de cellulose, de par le piégeage des particules
a I’intérieur des pores, plus élevé avec les filtres polycarbonate de surface lisse. Les filtres
en gélatine peuvent étre visualisés en microscopie, mais il est également possible d’évaluer
la flore cultivable par un dépo6t direct sur gélose.

2.4.4. Application au mesurage des aérosols de L.égionelles

A ce jour, peu d’études relatives & la mesure des Légionelles dans les aérosols
environnementaux sont relatées dans la littérature. Celles listées dans le Tableau 3
présentent parmi les sources investiguées, principalement des douches et des tours
aéroréfrigérantes, contaminées par la bactérie.

Les dispositifs d’échantillonnage les plus utilisés sont basés sur I’inertie des particules,
la filtration n’ayant pour I’heure pas été reportée pour cette application spécifique. On
retrouve en particulier I’ Andersen a 6 étages, pour les impacteurs sur gélose, et I’impinger
AGI, pour les impacteurs en milieu liquide (Bollin ef al., 1985 ; Breiman et al., 1990 ;
Ishimatsu et al., 2001 ; Bordenave et al., 2002). Lorsque les deux principes de collecte sont
employés simultanément, 1’impaction en milieu liquide semble donner de meilleurs
résultats en terme de recouvrement.

En terme d’analyse, les prélevements d’aérosols ne sont évalués dans ces études que
par culture. Mais sur les échantillons contaminés en Légionelles, le nombre de colonies
isolées est faible, de 1 a 5 colonies au maximum, ce qui sous-entend une incertitude
importante compte tenu de la variation de la méthode par culture estimée a une unité log.
En outre, en ne ciblant que la flore cultivable en Légionelles, la concentration réellement
présente dans D’air est sous-estimée. C’est ce que révele 1’étude de Pascual ef al. (2001)
lesquels, en introduisant une détection par technique PCR, ont pu mettre en évidence la
présence de L. pneumophila dans certains échantillons alors que les mesures réalisées par
culture s’avéraient négatives.
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Références Sources Biocollecteurs Volume, temps Milieu de collecte ~ Ceoa (UFC/L)  Cair (UFC/L)
testés d’échantillonnage
T Page’s sali
Dennis et al., 1984 Douches Cyclone 7500 L, 15 min ampon Fage 5 Saltie 10° ~3.10"
(10 mL)
Andersen 6 ét. 430 L, 15 min Gélose BCYE s 7.10%4 12.10°
Douches >2.10
Andersen 2 ét. 280 L, 10 min Gélose BCYE 0
Bollin et al., 1985 ;
Andersen 6 ét. 430 L, 15min G¢élose BCYE s 5.10°
Robinets 0a>2.10 3 3
Andersen 2 ét. 141 a430L, 5-15 min G¢élose BCYE 2.107a11.10°
Andersen 6 ét. 810 L, 30 min Gélose BCYEa 6 ND
Aérocondenseur >9.10
AGI 240 L, 30 min Bouillon (20 mL) 2,3
Breiman et al., 1990
Andersen 6 ét. 270 L, 10 min Gélose BCYEa 3 0
Douches 14120.10
AGI 80 L, 10 min Bouillon (20 mL) 0
Andersen 6 ét. 849 L, 30 min Gélose WYOuo 0
Ishimatsu et al., 2001 TAR’ Bouillon BYE 1,2+0,3.10°
Impinger modifié 600 L, 120 min 9.10° @
(110 mL)
. 250a 1000 L, ) ®
Pascual et al., 2001 TAR MAS 100 . ) Gélose BCYEa 10 0
2,5 a 10 min
) 280a840L, ; 3 4 3
Andersen 6 ét. . . Gélose GVPC 2.107a4.10
10 a 30 min
Bordenave et al., 2002 TAR" 1004 1000 L, ) <10*a7.10° s
ATQ . i Gélose GVPC 0a2.10
1210 min
AGI 30 360 L, 30 min Tampon PBS (20 mL) 0a3.10°

Tableau 3 : Biocollecteurs utilisés pour le prélévement d’aérosols de Legionella.

" Tour aéroréfrigérante ; ND : Non Déterminé (a) : isolement apres stockage pendant 16 jours a 4°C ; (b) L. pneumophila (+) par PCR
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3. METHODES D’ANALYSE DES LEGIONELLES

Au cours des investigations environnementales, les Légionelles sont principalement
détectées dans les échantillons d’eau. Le volet analytique couvre trois approches :
macroscopique (isolement de colonie sur milieu gélosé), microscopique (observation a
I’échelle de la cellule) ou génomique (caractérisation du contenu en acides nucléiques).

3.1. CULTURE

A T’heure actuelle, la recherche et le dénombrement des Legionella dans
I’environnement reposent sur des techniques culturales. La procédure relative a la mesure
de la bactérie dans I’eau est réglementée en France par la norme AFNOR NF T90-431
(AFNOR, 1993) actualisée en 2003. Elle est également établie au niveau international au
sein de la norme ISO 11 731 de 1998.

La mise en culture des Legionella est longue et requiert des conditions trés spécifiques.
Plusieurs milieux de culture sont disponibles, mais ont été particuliérement adaptés pour
I’isolement de 1’espece Legionella pneumophila (Lee et al., 1993). Le plus utilisé est le
milieu BCYE ou « Buffered Charcoal Yeast Extract », dont la composition consiste en une
base de charbon activé et d’extrait de levures (Edelstein, 1981). Il est supplémenté en
acides aminés et certains agents antimicrobiens peuvent lui étre ajoutés pour inhiber la
flore satellite, susceptible d’affecter la croissance des Légionelles (Paszko-Kolva et al.,
1993). C’est le cas du milieu sélectif GVPC qui n’est autre que le milieu de base BCYE,
additionné de glycine et des antibiotiques vancomycine, polymyxine et cycloheximide.

Le recours a des traitements préliminaires et sélectifs permet d’optimiser 1’isolement
du germe a partir des échantillons d’origine environnementale. Ils consistent en une
concentration du prélévement et des traitements du concentré (dilution, chauffage et mise
en contact avec une solution acide), qui utilisent les critéres de résistance de la bactérie aux
températures €levées et aux pH faibles.

Les géloses ensemencées sont incubées a 36 + 1°C pendant 10 jours, avec des
observations intermédiaires réalisées tous les 2 a 3 jours. Les colonies suspectées sont
examinées sur la base de leur dépendance a la L-cystéine, en les ensemengant sur un milieu
dépourvu de I’acide aminé et une gélose au sang. La limite de quantification basse associée
a cette technique est de 5 unités formant colonie (UFC) dénombrées sur la gélose. La limite
de détection est estimée a 50 Légionelles cultivables par litre d’eau, avec une incertitude
sur les mesures définies a un logarithme décimal.

L’identification des souches au niveau du genre, de 1’espece et du sérogroupe se fait
ensuite, soit par une approche immunologique a 1’aide d’anticorps conjugués a des
marqueurs fluorescents (immunofluorescence directe), soit par des tests d’agglutination
avec des particules de latex. Le sous-typage des especes permet de donner des informations
relatives a la source et a I’épidémiologie des cas d’infections. Il est réalisé par différentes
techniques de séquengage moléculaire : électrophoreése sur gel en champ pulsé (PFGE),
amplification aléatoire d'acide désoxyribonucléique polymorphique (AP-PCR ou RAPD),
amplification sélective de fragments de restriction (AFLP).
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La limitation majeure de la méthode culturale concerne I’existence de Légionelles
viables mais non cultivables (Hussong et al., 1987 ; Steinert et al., 1997). Dans des
environnements hostiles, les bactéries alors stressées présentent des difficultés a se
multiplier, méme dans des conditions optimales. Néanmoins, il a ét¢ démontré que les
Légionelles a 1’état viable non cultivable pouvaient recouvrer leur faculté de réplication
cellulaire aprés inoculation a des membranes vitellines embryonnées (Hussong et al.,
1987) ou par une co-culture en présence de modeles amibiens (Rowbotham, 1983 ; Steinert
et al., 1997). Par conséquent, en bornant 1’information a la flore cultivable, la culture sous-
estime la proportion de bactéries viables, potentiellement infectantes (Hussong et al.,
1987). L’autre inconvénient est li¢ au phénomeéne de compétition des microorganismes et
le développement de colonies confluentes qui rendent la lecture des boites de Pétri délicate,
voire impossible. Les traitements préliminaires et sélectifs de 1’échantillon limitent en
partie ces difficultés.

3.2. MARQUAGES IMMUNOLOGIQUES

L’approche immunologique repose sur une association spécifique d’un antigéne avec
un anticorps. Il s’agit de méthodes simples de mise en ceuvre qui se déclinent sous
différentes formes liées a la nature de ’anticorps et au moyen de mesure de la liaison
antigeéne - anticorps.

La méthode immunoenzymatique (ELISA ou Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)
consiste a détecter un antigéne en le liant a un anticorps spécifique, lui-méme fixé sur un
support. Un deuxiéme anticorps lié¢ a une enzyme est utilisé pour la détection. L’ensemble
anticorps - enzyme vient se fixer sur I’antigéne. Mise en présence de son substrat,
I’enzyme fixée catalyse une réaction dont le suivi permet de connaitre la quantité
antigénique présente dans 1’échantillon initial.

Les anticorps peuvent étre également marqués par des marqueurs radiologiques (RIA
pour Radio Immuno Assay) ou fluorescents (DFA pour Direct Fluorescent Antibody et IFA
pour Indirect Fluorescent Antibody). Le marquage a 1’aide de fluorochromes permet la
détection directe des bactéries, soit par microscopie a épifluorescence, soit par cytométrie
en flux ou en phase solide.

Suivant le niveau de spécificité recherché, il est possible d’utiliser un pool d’anticorps
polyclonaux, ciblant plusieurs sérogroupes de 1’espece L. pneumophila, ou monoclonaux,
spécifiques d’un sérogroupe.

Outre I’application dans le diagnostic clinique, l’isolement des Légionelles par
immunofluorescence a ¢té¢ décrite sur des échantillons issus d’environnements aquatiques
naturels et domestiques (Fliermans et al.., 1981, Hussong et al., 1987 ; Alary et Joly,
1992).

L’approche immunologique est une méthode rapide qui permet d’accéder a la flore non
cultivable. Elle est freinée par des limites liées a la spécificité des anticorps relativement a
I’agent cible et aux liaisons non spécifiques avec les éléments présents dans 1’échantillon.
L’¢tude d’Aurell et al. (2004) montre que certains anticorps disponibles peuvent réagir
avec des souches non-Legionella. 11 s’agit notamment d’anticorps polyclonaux moins
spécifiques que les anticorps monoclonaux testés, ces derniers n’entrainant quant a eux
aucune réaction croisée avec d’autres souches que Legionella.
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La spécificité de la réaction antigéne - anticorps peut étre prévue, entre autres, par
I’¢élément cible contre lequel est dirigé I’anticorps. Parmi les cibles d’intérét, sont cités les
épitopes de surface de la protéine « macrophage infectivity potentiator » (mip) ou de
I’élément lipopolysaccharide (LPS) particulier aux bactéries a Gram négatif. Dans 1’étude
mentionnée précédemment, 1’utilisation d’anticorps dirigés contre les épitopes de surface
du LPS caractéristique de L. pneumophila (sérogroupes 1, 2-6, 8-10, 12-15) a permis le
dénombrement de la bactérie dans des échantillons d’eau de réseau, en moins de 3 heures,
avec une sensibilité comprise entre 10 et 100 bactéries par litre (Aurell et al., 2004).

3.3. BIOLOGIE MOLECULAIRE

Les méthodes de biologie moléculaire sont basées sur la reconnaissance d’une
séquence d’acides nucléiques spécifique du genre ou de I’espece (ADN ou ARN). Il s’agit
ici de la technique par hybridation fluorescente in situ (FISH) et de la détection par
amplification génique (PCR).

3.3.1. Latechnique FISH

La technique d’hybridation in situ repose sur I’'une des propriétés physico-chimiques
des acides nucléiques : la complémentarité des bases constitutives de ’ADN (A T G C) et
de PARN (A U G C). L’hybridation se définit comme étant I’appariement de deux
séquences homologues grace a la formation de liaisons hydrogeéne entre les bases puriques
et pyrimidiques : 2 liaisons entre A et T (ou U) et 3 liaisons entre G et C. Elle a pour but de
localiser une séquence particuliere de 1’acide nucléique (cible) au sein de la cellule (in situ)
par association avec une sonde oligonucléotidique de séquence complémentaire. La sonde
est marquée par un fluorochrome permettant sa détection au microscope a épifluorescence.

Généralement les ARN ribosomaux (ARNr), notamment I’ARNr 16S, sont choisis
comme cible. L’ARNr est composé de s€équences constantes et de séquences variables qui
permettent I’identification de taxons a différents niveaux : groupes, genres, especes. Par
ailleurs, les bactéries contiennent des quantités importantes de ribosomes, de 10* a 10°
ribosomes pour une cellule a croissance rapide (Delong et al., 1989), lesquels sont autant
de sites de fixation pour les sondes.

Pour la détection spécifique des Légionelles, les sondes disponibles permettent
d’identifier, soit le genre Legionella (Manz et al., 1995), soit I’espeéce L. pneumophila
(Grimm et al., 1998).

La méthodologie FISH a été appliquée avec succes a la détection et au dénombrement
des bactéries Legionella en milieu liquide (Manz et al., 1995 ; Steinert et al., 1997 ; Grimm
et al., 1998 ; Buchbinder et al., 2002 ; Declerck et al., 2002). Buchbinder et al. (2002)
soulignent sa spécificité, particuliérement appréciée sur des prélevements pluri
microbiens : sur 100 échantillons d’eau contaminée en Légionelles, la FISH a révélé une
sensibilit¢ de 67% et une spécificité de 72%. L’analyse parallele par PCR s’est avérée
sensible a 96%, avec une spécificit¢ plus faible de 47%. En outre, I’approche par
hybridation in situ permet de visualiser les Légionelles directement au sein des amibes
(Manz et al., 1995 ; Grimm et al., 1998).

L’application de la technique FISH, relativement a la mesure des Légionelles dans les
aérosols, n’est pas encore reportée par la littérature. Il s’agit d’une approche expérimentale
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dont la pertinence a toutefois été¢ validée par un travail de recherche réalisé par 1’équipe
INSERM [EP] 2R en collaboration avec le CSTB (Mathieu et al., 2004). Ce dosage a
¢galement ét¢ expérimenté lors de 1’investigation menée suite a 1’épidémie de Lens. Elle a
permis de mettre en évidence la présence de Légionelles aéroportées, non détectées par
culture, dans des prélévements aériens de tours aéroréfrigérantes et d’une station
d’épuration (Robine et Mathieu, 2004).

La FISH est une méthode rapide (résultat obtenu en une demie journée), qui permet en
outre d’apprécier la viabilité des cellules. En effet, I’intensité de la réponse est fonction du
pool d’ARN ribosomal contenu dans la bactérie, qui lui-méme est associ¢ a 1’état
métabolique cellulaire. Le signal sera d’autant plus intense que la cellule sera active. Cette
relation constitue également le principal facteur limitant, la détection pouvant étre biaisée
par la présence de bactéries stressées, quiescentes, contenant peu de ribosomes (Manz et
al., 1993).

3.3.2. Latechnique PCR

La technique PCR (Polymerase Chain Reaction) est actuellement en cours d’étude
pour une application réglementaire a la détection des Legionella. Le principe consiste a
amplifier in vitro un fragment d’acide désoxyribonucléique (ADN) pour en faciliter la
détection. Cette amplification est réalisée en introduisant des séquences primaires
complémentaires et spécifiques de la chaine d’ADN a amplifier, appelées amorces. L’ADN
cible peut étre ainsi multiplié¢ de 10°a 10"

Les systémes d’amorces disponibles visent I’ADN des Legionella, I’ ARN ribosomal 5S
(MacDonell et Colwell, 1987), I’ARN ribosomal 16S (Lisby et Dessau, 1994 ; Jonas et al.,
1995), ou encore le gene mip spécifique de Legionella pneumophila (Mahbubani et al.,
1990).

La technique PCR permet de détecter la flore bactérienne totale, active et morte, a des
concentrations plus faibles qu’avec les méthodologies par culture ou utilisant le marquage
par anticorps fluorescents (Yamamoto et al., 1996). Elle posséde un fort pouvoir
discriminant grace a I’utilisation d’amorces spécifiques (Miller et al., 1993 ; Palmer et al.,
1995). Son application a la mesure de Légionelles contenues dans un aérosol est décrite par
Pascual et al. (2001) et révele une détection plus sensible par rapport a la culture. Sa mise
en oeuvre est également plus rapide, de 5 a 6 heures contre 3 a 10 jours pour la méthode de
référence. Les limites des tests d’amplification génique sont liées a la présence
d’inhibiteurs des enzymes de réplication (faux négatifs) et a la contamination des acides
nucléiques lors de I’extraction de ’ADN a amplifier (faux positifs). La méthode semi-
nested PCR réduirait les problémes d’inhibition rapportés pour les échantillons
environnementaux, sans altérer la sensibilité de la détection (Miyamoto et al., 1997).
L’information donnée par la PCR classique est qualitative : elle permet 1’identification des
souches et I’intercomparaison de celles issues de prélevements différents.

Le développement de la PCR quantitative introduit I’appréciation en temps réel de
Iefficacité¢ de ’amplification et la quantification du matériel amplifi¢ (Ballard et al.,
2000 ; Wellinghausen et al., 2001). Les résultats sont exprimés en nombre de copies
d’ADN ou unités génomiques par litre d’eau ou d’air. En terme de sensibilité, les résultats
sont comparables a ceux obtenus avec une PCR classique (Ballard et al., 2000).
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4. CONCLUSION

Diverses méthodologies de collecte et d’analyses sont actuellement disponibles pour
appréhender le mesurage des aérosols biologiques. Néanmoins, aucune métrologie
recensée ne dispose d’une application universelle et il n’existe pour I’heure aucune
procédure standardisée pour évaluer la contamination biologique aéroportée.

Le choix d’un biocollecteur doit dépendre des objectifs de la mesure (microorganisme
cible, détermination de la flore totale, viable ou cultivable) et des contraintes inhérentes a
I’environnement investigué (niveau de contamination, parametres aérauliques, variables
météorologiques, accessibilité).

En termes de performances, un biocollecteur doit permettre de collecter une fraction
représentative de [’aérosol biologique avec un minimum de stress pour les
microorganismes. Les études relatives a I’évaluation des biocollecteurs permettent de
dégager une efficacité physique de collecte caractéristique pour la plupart des systémes
disponibles. L’efficacité¢ biologique, quant a elle, est bien moins connue, I’impact du
préleveur sur la viabilité des microorganismes collectés, n’étant, dans les travaux décrits,
généralement pas dissocié des phénomenes induits par la phase d’aérosolisation et 1’état
d’aérosol.

La mesure des Légionelles dans les aérosols est un champ d’investigation encore peu
développé. Les travaux référencés sur ce sujet mentionnent 1’utilisation de préleveurs
inertiels, impacteur Andersen, impinger AGI ou cyclone, efficaces sur la fraction
particulaire micronique. Aucune relation claire entre les concentrations mesurées dans 1'eau
et dans l'air ne ressort de ces études. La variabilité des conditions opératoires rend
complexe I’intercomparaison des mesures d’aérobiocontamination d’une étude a I’autre.
Neéanmoins, en terme de recouvrement de bactéries cultivables, les prélévements réalisés
en milieu liquide semblent donner de meilleurs résultats. Ils offrent en outre I’avantage de
pouvoir procéder a des traitements préalables de I’échantillon et d’appliquer plusieurs
techniques analytiques suivant I’information recherchée. Parmi ces préleveurs en milieu
liquide, le cyclone favorise, par ses caractéristiques de fonctionnement, la représentativité
de I’échantillonnage.

En matiere de détection de Légionelles, la méthode normative repose sur un
dénombrement des bactéries planctoniques présentes dans 1’eau, mais affiche des limites
sur la représentativité de la contamination mesurée et le délai d’obtention des résultats. Le
développement de méthodes alternatives par biologie moléculaire (techniques FISH et
PCR) permet de disposer d’outils de détection plus performants, en termes de sensibilité et
de spécificité et améliore considérablement le temps de réponse. Dans cette approche
moléculaire, la technique par hybridation in situ s’avere particulierement intéressante par
son appréciation quantitative de la contamination en Légionelles.
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