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INTRODUCTION GENERALE

En janvier 1977, Joseph McDade du « Center for Disease Control » (CDC)
découvre une nouvelle espece bactérienne lors de ses travaux portant sur I'épidémie
de pneumonies inexpliquées ayant frappé les participants a un congrés de
'American Legion a Philadelphie en 1976 (Brenner 1987). Parmi les quelques
milliers de participants au congrés, 221 furent atteints de pneumonie, d’issue fatale
pour 34 patients. La bactérie responsable de cette épidémie largement médiatisée a
'époque a été isolée a partir des poumons de I'un des patients décédés (Anonymous
1997). Elle fit nommée Legionella en référence aux légionnaires victimes de cette
premiére épidémie et pneumophila en référence a son site d’infection privilégié. La
source de contamination était le systéeme de climatisation de I'nétel accueillant les
congressistes. Suite a [lidentification de cette nouvelle espéce bactérienne
pathogéne, des recherches portant sur des épidémies ou des cas isolés de
pneumonies inexpliquées furent menées. La transmission a I'homme se fait
essentiellement via l'inhalation ou I'aspiration d'aérosols contaminés (Brieland ef al.
1997) qui peuvent étre générés par différents types de dispositifs alimentés par les
réseaux d'eau potable : robinets, pommeaux de douches, tours aero-réfrigérantes,
nébuliseurs (Atlas 1999), ...

La connaissance du cycle de L. pneumophila aussi bien a l|'état libre dans
I'environnement que chez les différents hétes qu'elle parasite afin de se multiplier a
beaucoup progressé. La bactérie peut demeurer a I'état viable non cultivable dans
des eaux naturelles de qualités variées et pendant des durées importantes (Palmer
et al. 1993). L'ingestion de ces formes dormantes par des amibes provoquera leur
ressuscitation, suivie d'une multiplication intra-amibienne aboutissant a la libération
de plusieurs centaines de nouvelles bactéries (Steinert et al. 1997). Par ailleurs L.
pneumophila peut survivre dans des kystes amibiens hautement résistants aux
traitements de désinfection utilisés pour la potabilisation de I'eau (Kilvington et al.
1990), elle est donc particulierement récalcitrante a tout traitement chimique et
capable de coloniser la plupart des réseaux de distribution. L'intérét suscité par ce

mode de propagation s'est vu renforcé ces derniéres années par la mise en évidence
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d'autres espéces bactériennes pathogénes présentant une écologie proche, elles
aussi susceptibles d'infecter 'nomme. La problématique des relations amibes /
bactéries / Homme pourrait donc étre étendue a de nombreuses autres especes

dans les prochaines années (Winiecka-Krusnell et al. 2001).

Les interactions de L. pneumophila avec la flore bactérienne et les amibes ont
lieu au niveau des biofilms présents a la surface interne des canalisations des
réseaux de distribution d'eau potable. Le développement de ces communautés de
micro-organismes fixés et inclus dans une matrice extra-cellulaire est régit par de
nombreux mécanismes. Certains de ces mécanismes proviennent de la communauté
microbienne elle-méme : interactions métaboliques, transferts de génes, sécrétion de
signaux cellulaires interagissant entre les différentes especes, ... D'autres
mécanismes font intervenir des éléments extérieurs: apports de nutriments,
parameétres physico-chimiques, traitements de désinfection, ... A l'intérieur de ces
communautés L. pneumophila méne une "vie sociale complexe" (Fields 2002). Elle
interagit avec les autres espéces bactériennes du biofilm, certains auteurs suggerent
qu'elle pourrait trouver les nutriments nécessaires a sa croissance et se développer
en l'absence d'héte procaryote (Surman et al. 2002). Par ailleurs les biofilms
constituent de véritables réservoirs a l'intérieur desquels les bactéries sont protégées
de l'action des traitements de désinfection (Cochran et al. 2000). lls permettent la
recolonisation rapide de I'eau circulante a la moindre défaillance de ces traitements.
Cette résistance accrue est le résultat de plusieurs mécanismes : pénétration limitée

des molécules, phénotype particulier des bactéries, instabilité des produits utilisés, ...

Notre étude a été initiée afin de mieux comprendre I'écologie de L.
pneumophila dans les réseaux de distribution d'eau potable. Elle résulte d'une
convention CIFRE signée entre I'Equipe d'Accueil EA3542 Santé Publique
Environnement de la Faculté de Pharmacie de I'Université Paris-Sud 11, trois centres
de recherche du groupe SUEZ: le Centre International de Recherche sur I'Eau et
I'Environnement (C.I.R.S.E.E.) de SUEZ ENVIRONNEMENT, situé au Pecq (78),
Cylergie, centre de recherche de la société Elyo, basé a Ecully (69), LABORELEC,
centre de recherche de la société Tractebel, situé prés de Bruxelles (Belgique), et la

société Climespace, basée a Paris.
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Notre travail expérimental est organisé en trois parties dont I'ambition est de

répondre a trois types d'attentes différentes :

22

e Premiére partie : suivi de la colonisation d'un réseau intérieur par L.

pneumophila

Le but de cette premiére série de travaux est de comparer deux techniques de
détection des légionelles dans les biofiims des réseaux de distribution d'eau
potable. En effet il semblerait qu'étant donné I'écologie particuliere de L.
pneumophila, les moyens de détection par culture a partir de prélevements d'eau
ne soient pas les plus efficaces en termes de rapidité et de sensibilité. Les
techniques d'hybridation avec des sondes fluorescentes spécifiques sont
aujourd’'hui largement décrites dans la littérature. Elles sont rapides, relativement
simples a mettre en ceuvre et l'intensité du signal obtenu est fonction de I'activité
métabolique, donc de la viabilité des bactéries ciblées. Ces méthodes pourraient
donc répondre aux attentes des exploitants pour qui une réponse rapide et
adaptée a la contamination est cruciale. Afin de comparer ces deux techniques
nous avons suivi I'évolution de la contamination en légionelles d'un réseau
intérieur sur une durée de 12 mois. Nous avons sélectionné un site représentatif
pour y installer deux "incubateurs a biofilms" consistant en neuf cartouches
remplies de billes de verre, I'un sur le réseau d'eau froide et l'autre sur le réseau
d'eau chaude. Un certain nombre d'analyses ont par la suite été conduites
réguliérement, d'abord toutes les deux semaines puis tous les mois, afin de suivre
I'évolution de la contamination en Iégionelles de I'eau et des biofilms. Nous avons
utilisé la méthode de culture classique (norme AFNOR), ainsi que la technique
FISH pour la détection des bactéries. Les colonies isolées sur géloses ont été
typées par AP-PCR afin de suivre I'évolution des souches présentes et un certain

nombre de paramétres physico-chimiques ont été relevés.

e Seconde partie : évaluation de l'efficacité des traitements de désinfection sur

L. pneumophila, les amibes et les biofilms

Un grand nombre de traitements sont aujourd'hui disponibles pour empécher
la prolifération des micro-organismes dans les réseaux d'eau potable. La plupart

des études portant sur l'efficacité de ces traitements se limitent a I'évaluation
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d'une seule méthode, et la variabilité des parameétres physico-chimiques rend
difficile les comparaisons inter-études. Dans cette deuxiéme partie expérimentale
nous utilisons un pilote mis au point par I'équipe du CIRSEE afin de pouvoir tester
et comparer dans des conditions identiques les traitements de désinfection
couramment utilisés pour I'eau potable : chlore, monochloramine, dioxyde de
chlore, ozone et ionisation cuivre / argent. L'efficacité de ces traitements contre la
flore totale, les légionelles et les amibes dans I'eau aussi bien que dans les
biofiims est évaluée grace a difféerentes méthodes : culture et méthodes
moléculaires. Dans le but de suivre I'évolution des biofilms durant les traitements
nous avons utilisé deux types de marquages fluorescents : marquage de vitalité
sur biofiims entiers, et marquages a l'aide de sondes ciblant I'ARNr afin
d'identifier et de quantifier les groupes bactériens au sein de biofilms détachés.
Les images acquises aprés ces différents types de marquages ont été analysées
a l'aide de logiciels informatiques spécialisés. Les résultats obtenus durant cette
campagne d'analyses ont permis de mieux appréhender l'action des traitements
sur les biofilms et ont donné lieu a la rédaction de deux articles soumis pour
publication dans "Journal of Applied Microbiology" et "Journal of Water and
Health" (Annexe V, publications n° 2 & 3).

e Troisieme partie : recherche d'auto-inducteurs sécrétés par L. pneumophila

Ces derniéres années, limportance de signaux de communication inter-
cellulaires dans de nombreux processus écologiques a été mise en évidence :
formation des biofilms, expression de la virulence, ... sont contrdlées par ces
signaux chez de nombreuses especes bactériennes. Des alignements de
séquences realisés avec le génome en cours de séquencage de L. pneumophila
permettent d'envisager l'existence de tels systémes de régulation chez cette
espece. Nous avons donc mis au point et adapté des techniques d'extraction et
de purification des auto-inducteurs, afin de les utiliser sur plusieurs souches de L.
pneumophila. Les légionelles ont été cultivées dans différentes conditions afin de
tenir compte de l'impact que peut avoir la composition des milieux sur la sécrétion
de ces molécules. Par ailleurs il a été rapporté récemment la modulation de
I'expression de génes par des Al-1 et des Al-2 chez des cellules eucaryotes.

Dans les réseaux de distribution, les amibes se nourrissent en broutant le biofilm,

23



Chapitre | : Introduction

24

dans lequel les bactéries sécrétent des auto-inducteurs. Elles sont donc a
proximité de ces auto-inducteurs, et susceptibles d'y étre sensibles. Afin de
mettre en évidence une éventuelle modulation de la cinétique d'invasion des
amibes par L. pneumophila lors de telles expositions, nous avons incubé des
légionelles et / ou des amibes avec ces molécules avant de réaliser des tests

d'invasion et de croissance intra-amibienne.
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| - LEGIONELLA PNEUMOPHILA : POINT SUR LES
CONNAISSANCES

I-1. BIOLOGIE

1-1.1. Taxonomie

Le sous-groupe de la famille des Legionellaceae, appartient a la sous-division
gamma-2 des protéobactéries, il ne comprend qu'un genre : Legionella. Deux autres
genres ont été proposés : Fluoribacter pour les espéces fluorescentes telles que L.
bozemanii et Tatlockia pour l'espéce L. micdadei, mais les études récentes portant
sur l'analyse de I'ARN ribosomal 16S ont confirmé que la famille Legionellaceae ne
comprend qu'un seul phylum (Fields et al. 2002). L'espéce la plus proche
phylogénétiquement des Legionellaceae est Coxiella burnetii, 'agent de la fievre Q
(zoonose d'origine animale), qui présente des caractéristiques communes avec
Legionella pneumophila (Sturgill-Koszycki et al. 2000; La Scola et al. 2001a; Zusman
et al. 2003 ). Depuis la caractérisation de L. pneumophila en 1977 par Shepard et
McDade (CDC, Atlanta), 48 nouvelles espéces ont été décrites, dont 20 ont été
impliquées dans des pathologies infectieuses (Tab. I). Cinq sont des pathogéenes
amibiens "Legionella-like" qui ne peuvent pas étre cultivés sur milieux synthétiques,
et ne peuvent étre isolés que par coculture amibienne (Rowbotham 1993). L'espéce
L. pneumophila comprend 15 sérogroupes, les especes L. bozemanii, L.
longbeachae, L. feeleii, L. hackeliae, L. sainthelensi, L. spiritensis, L. erythra, et L.
quinlivanii en comprennent 2 et les autres especes un seul. L'identification des
Legionellae se fait aprés croissance sur milieu "Buffered Charcoal Yeast Extract",
avec confirmation par I'absence de croissance de la souche repiquée sur BCYE sans
L-cystéine car toutes les espéces sauf L. oakridgensis et L. spiritensis sont
auxotrophes pour cet acide aminé. Trois sous-espéces ont été décrites pour
Legionella pneumophila : L. pneumophila subsp. pneumophila, L. pneumophila

subsp. fraseri, et L. pneumophila subsp. pascullei (Brenner et al. 1988).
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Tableau | : Espéces et sérogroupes du genre Legionella® (Fields et al. 2002)

Espece Nbre de sérogroupes Nbre de sérogroupes
impliqués dans une infection

1. L. pneumophila 15 15

2. L. bozemanii 2 2

3. L. dumoffii 1 1

4. L. micdadei 1 1

5. L. longbeachae 2 2

6. L. jordanis 1 1

7. L. wadsworthii 1 1

8. L. hackeliae 2 2

9. L. feeleii 2 2
10. L. maceachermnii 1 1
11. L. birminghamensis 1 1
12. L. cincinnatiensis 1 1
13. L. gormanii 1 1
14. L. sainthelensi 2 2
15. L. tucsonensis 1 1
16. L. anisa 1 1
17. L. lansingensis 1 1
18. L. erythra 2 1b
19. L. parisiensis 1 1
20. L. oakridgensis 1 1
21. L. spiritensis 1 0
22. L. jamestowniensis 1 0
23. L. santicrucis 1 0
24. L. cherrii 1 0
25. L. steigerwaltii 1 0
26. L. rubrilucens 1 0
27. L. israelensis 1 0
28. L. quinlivanii 2 0
29. L. brunensis 1 0
30. L. moravica 1 0
31. L. gratiana 1 0
32. L. adelaidensis 1 0
33. L. fairfieldensis 1 0
34. L. shakespearei 1 0
35. L. waltersii 1 0
36. L. genomospecies 1 0
37. L. quateirensis 1 0
38. L. worsleiensis 1 0
39. L. geestiana 1 0
40. L. natarum 1 0
41. L. londoniensis 1 0
42. L. taurinensis 1 0
43. L. Iytica 1 0
44. L. drozanskii 1 0
45, L. rowbothamii 1 0
46. L. fallonii 1 0
47. L. gresilensis 1 0
48. L. beliardensis 1 0

“Les espéces sont présentées dans l'ordre chronologique de leur date d'isolement ou
d'identification
’Le sérogroupe 2 de L. erythra a été isolé chez 'Homme
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I-1.2. Caractéres biologiques

Les légionelles sont des bacilles Gram négatif (coloration peu marquée),
aeérobies, non sporulés et non capsulés. Leurs dimensions varient entre 0,5 a 1 um
de largeur et 2 a 20 uym de longueur (Winn 1988). Elles sont mobiles, a I'exception de
L. oakridgensis, L. nautarum et L. londiniensis, grace a un flagelle la plupart du
temps unique, en position polaire ou subpolaire (Ott et al. 1991). Elles sont chimio-
organotrophes, utilisent des acides aminés comme sources d'énergie et de carbone.
Leur paroi est trés particuliere par rapport a celle des autres bactéries Gram négatif :
riche en acides gras ramifiés qui sont habituellement retrouvés chez les bacilles
Gram positif, elle est aussi trés hydrophobe (Miller 1983). Les ubiquinones de la
membrane cytoplasmique sont elles aussi particulieres par la présence de chaines
latérales isoprénoides comprenant plus de 10 unités isoprenes. Les sucres ne sont
ni fermentés ni oxydés. Les légionelles sont incapables de réduire les nitrates, sont
uréase -, catalase et gélatinase + pour la majorité. L. pneumophila présente la

particularité par rapport aux autres espéces d'étre capable d'hydrolyser I'hippurate.

1-1.3. Epidémiologie

Aux Etats-Unis le nombre de personnes hospitalisées chaque année a cause
d'une légionellose est estimé entre 8 000 et 18 000 (Marston et al. 1997). En France
comme en Europe, le nombre de cas déclarés augmente d'année en année : 1 021
cas ont été déclarés en France en 2002 contre 807 et 610 en 2001 et 2000. Cette
augmentation est notamment due a un renforcement de la surveillance depuis 1997
(Campese et al. 2003). L'incidence globale calculée serait de 7 cas pour 100 000
habitants, soit environ 10 fois plus que le nombre de cas rapportés (Botzenhart et al.
2002). La contamination se fait par inhalation d'aérosols contaminés et/ou aspiration
de gouttelettes chargées de bactéries. La contamination inter-humaine n'a jamais pu
étre mise en évidence. Une étude internationale datant de 2002, portant sur 508
isolats cliniques provenant de patients atteints de l|égionellose d'origine
communautaire, a permis d'identifier L. pneumophila dans 91,5% des cas, dont
84,2% de sérogroupe 1. Les autres espéces retrouvées étaient L. longbeachae

(3,9%) et L. bozemanii (2,4%), suivies de L. micdadei, L. dumoffii, L. feeleii, L.
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wadsworthii, et L. anisa (2,2% en tout). L. longbeachae constituait 30,4% des isolats
provenant d'Australie et de Nouvelle Zélande (Yu et al. 2002). Cette prévalence de

L. pneumophila sérogroupe 1 en clinique n’est pas retrouvée dans I'environnement :
en France, elles ne représentent que 30% des souches environnementales (Doléans
et al. 2003). Une virulence plus élevée liée au sérogroupe 1 pourrait expliquer
'importance de ces souches en clinique. Le taux d'attaque de la Iégionellose est
faible : environ 1%. Il s'agit d'une maladie opportuniste qui frappe la plupart du temps
des personnes présentant déja un certain nombre de facteurs de risque : tabagisme,
éthylisme, immunodepression, maladie sous-jacente, ... Le sexe masculin et un age
supérieur a 50 ans sont aussi des facteurs de risque. Le taux d'attaque de la fievre
de Pontiac, forme bénigne de l'infection, est beaucoup plus élevé : 95%, mais les
bactéries n’ont jamais été isolées a partir de patients présentant une séroconversion
ce qui laisse penser que la maladie serait due a une toxine ou a une forte réponse
immunitaire vis-a-vis de la légionelle (Rowbotham 1980a). Bien que linfection
expérimentale de nombreux animaux soit possible, un seul cas d'infection

accidentelle a été rapporté chez du bétail (Fabbi et al. 1998).

I-1.4. Physiopathologie et clinique

Les particules infectieuses de taille inférieure a 8 um parviennent jusqu'aux
alvéoles pulmonaires, elles peuvent étre constituées de légionelles libres, de
vésicules amibiennes remplies de Iégionelles (Berk et al. 1998) ou encore d'amibes
contaminées (Brieland et al. 1997a; Brieland et al. 1997b). L'épithélium des alvéoles
est constitué en majorité de cellules de type 1 qui couvrent 90% de la surface
alvéolaire et interviennent dans les échanges gazeux. Elles forment une barriére de
protection pour les capillaires (Fig. 1). Ce sont ces cellules ainsi que les
macrophages alvéolaires qui sont la cible de I'invasion par L. pneumophila (Gao et
al. 1999a; Alli et al. 2000).
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L’Alvéocle

Cellule non ciliée
Cellule ciliée —»=

Bronchiole
tarminale

Epithélium de type |

Capililaire sanguin

Figure 1 : Schéma simpilifié de I'appareil pulmonaire et des bronchioles

La période d'incubation dure de 2 a 10 jours, suivie de l'apparition d'un
syndrome pseudo-grippal avec fiévre, toux seche, céphalées, myalgie et anorexie. La
fievre devient élevée, accompagnée d'une dyspnée et d'une toux importante et
éventuellement d'expectorations purulentes. Des troubles digestifs et neurologiques
tels que délire, confusion peuvent étre retrouvés. Les deux complications majeures
sont une insuffisance respiratoire irréversible accompagnée d'une insuffisance rénale
aigué. Les manifestations systémiques avec défaillance multi-viscérale sont souvent
observées (Meyer 1983). La dose infectieuse n'est pas connue et dépend de ['état
immunitaire du patient. Le taux de mortalité varie de 15 a 20% (Marston et al. 1994).
Le traitement antibiotique fait appel aux macrolides et aux fluoroquinolones (Kac et
al. 2002). Méme aprés guérison, des lésions pulmonaires persistent. Elles seraient
dues a l'action de la lysophospholipase A qui dégrade le phosphatidylglycerol et la
phosphatidylcholine, constituants du surfactant pulmonaire, en
lysophosphatidylcholine hémolytique a l'origine du syndrome de détresse respiratoire
aigué et de l'inflammation (Flieger et al. 2002). Les enfants en bas age sont rarement
infectés, les cas rapportés concernent des nouveau-nés de méres ayant accouché

dans des piscines contaminées (Franzin et al. 2001; Nagai et al. 2003b). La réponse

29



Chapitre | — Introduction : Legionella pneumophila

immunitaire efficace est essentiellement cellulaire : ce sont les macrophages
alvéolaires pulmonaires activés par des cytokines qui contrélent l'infection (Deng et
al. 2001; Matsunaga et al. 2001). L'interféron gamma semble jouer un rdle majeur;
en cas de déficience la production de cytokines inflammatoires permettrait la
croissance bactérienne avec pour conséquence une pneumonie fulminante
(Shinozawa et al. 2002).

Des infections extrapulmonaires seules ou associées a une pneumonie ont été
observées : atteintes cardiaques (Camara Gonzalez et al. 1993), digestives (Leluc et
al. 2000), arthritiques (Bemer et al. 2002), rénales (Allen et al. 1985), encéphalites
(Karim et al. 2002), ...

1-1.5. Facteurs de virulence de Legionella pneumophila

De nombreuses lignées cellulaires, d'origine humaine ou non, permettent la
multiplication des légionelles (Tab. IlI) et ont donc permis d'étudier I'expression de

facteurs de virulence lors de l'infection.

Tableau Il : Lignées cellulaires d'origine mammifére supportant la multiplication de
L. pneumophila (Fields 1996)

Cellule Origine Espéce

CHO Fibroblaste ovarien Hamster chinois
H9 Lymphocyte T sanguin Homme
HL60 Promyelocyte sanguin Homme

Hela Cellule épithéliale cervicale Homme
HEp-2 Cellule épithéliale de larynx Homme
JEG-3 Cellule épithéliale choriocarcinomique Homme

L929 Fibroblaste conjonctif Souris
McCoy Fibroblaste Souris
MRC-5 Fibroblaste de poumon feetal Homme
RAW 264.7  Monocyte Souris

THP 1 Monocyte sanguin Homme
ua37 Lymphocyte, effusion pleurale Homme
VERO Fibroblaste de rein Singe africain
WI 26 VA4 Cellule épithéliale pulmonaire Homme
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[-1.5.1 Le systéme Dot/lcm

Les groupes de genes dot (Defective in Organelle Trafficking) et/ou icm (Intra-
Cellular Multiplication), situés sur deux régions distinctes du chromosome bactérien,
ont été identifiés indépendamment par deux équipes (Marra et al. 1992; Berger et al.
1993) (Tab. Ill). lls codent pour un appareil de sécrétion de type IV permettant la
synthése et la translocation de molécules effectrices dans le cytoplasme de la cellule
héte, modulant ainsi les propriétés du phagosome (Segal et al. 1999b; Christie et al.
2000; Christie 2001) et rendant possible la croissance des légionelles dans les
macrophages et les protozoaires (Sadosky et al. 1993; Segal et al. 1999a; Segal et
al. 2002). La région | contient 7 génes : icm-V, -W et —X et dot-A, -B, -C et -D, la
région Il 18 : icmT, -S, -R, -Q, -P, -0, -N, -M, -L, -K, -E, -G, -C, -D, -J, -B, —F et -H.
Ces génes sont probablement organisés selon 9 unités transcriptionnelles : icmTS,
icmR, icmQ, icmPO, icmMLKEGCD, icmdB, icmFtphA, icmWX, et icmV-dotA
(Zusman et al. 2003). La plupart d’entre eux interviennent dans le cycle intracellulaire

de L. pneumophila.

Quinze protéines Dot/lcm ont des homologies de séquences avec des
protéines impliquées dans le transfert conjugatif des plasmides IncL R64 et Col1b-P9
(Segal et al. 1997; Vogel et al. 1998; Komano et al. 2000). Par ailleurs des
expériences avec le plasmide IncQ RSF1010 non auto-transmissible ont démontré
que L. pneumophila est capable de transfert conjugatif a condition que certains

genes dot/icm soient présents et fonctionnels (Segal et al. 1998; Vogel et al. 1998).

Les fonctions de certaines protéines du complexe ont été en partie identifiées
(Fig. 2). DotA est une protéine membranaire comprenant de larges domaines
cytoplasmiques et périplasmiques (Roy et al. 1997), elle servirait de transporteur
pour d'autres facteurs codés par Dot/lcm. Les génes icmQ, icmR et icmS semblent
spécifiques au systeme Dot/lcm et ne sont pas retrouvés dans d'autres systemes de
sécrétion de type IV (Segal et al. 1998). IcmR exerce une activité chaperonne vis-a-
vis de IcmQ : en son absence celle-ci forme des complexes de haut poids
moléculaire a la fois in vivo et in vitro, tandis que IcmR prévient et renverse la

formation de ces complexes (Dumenil et al. 2001).

31



Chapitre | — Introduction : Legionella pneumophila

Tableau lll : Correspondances des systémes Dot/lcm et génes homologues du plasmide R64

(Sexton et al. 2002)

Homologue dans

Systéme Dot Systéme lcm le plasmide R64
DotA TraY
lemV TraX
lemw TraV
lemix TraWW
DotD TraH
DotC Tral
DotB Trad
lemT Trak
lemnS
lernR
lernQ
DotM lemP TrbA
DotL lemO TrbC
Dotk lermiN Tral
DotJ lemiv
Dot lemL TraM
DotH lemk TraN
DotG lemE TraO
DotF lemG TraP
DotE lemC TraQ
DotP lemD TraR
Dot lemd TraT
DotO lemB Tral
lermF
Dot
DotV

Facteur de trafic
de I’héte

ANy

PIYIRRIYIY P IYRIVETY,

Complexe
Dot/lcm

AP e

Protéine effectrice

N —
IemW

f

ARIRIARRAA AR

AL RARRNATACAYH

QUG ui it

‘Q—P ADP + Pi

Cytoplasme du macrophage

Cytoplasme bactérien

Trafic phagosomal

Formation du pore

Figure 2 : Fonctions hypothétiques de certaines protéines du systéme Dot/lcm (Coers et al.

2000)
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Le complexe lcmQ-IcmR semble réguler la formation d'un canal de translocation qui
permet la sécrétion de protéines dans la cellule héte. Le complexe lcmS-lcmW
pourrait servir de systeme chaperon pour I'exportation de facteurs de virulence qui
modulent le trafic des phagosomes (P130) (Coers et al. 2000). Le géne icmX code
pour une protéine périplasmique de poids moléculaire 50kDA indispensable pour la
biogenése de la vacuole réplicative; elle est excrétée dans le milieu de culture quand
les bactéries sont cultivées en bouillon nutritif mais n’est pas retrouvée dans le
cytoplasme des cellules infectées (Matthews et al. 2000). Elle est transloquée dans
le périplasme grace au systeme Sec et pourrait servir de pont entre les composants
du systeme Dot/lcm situés au niveau de la membrane interne et ceux situés au

niveau de la membrane externe.

Les fonctions des autres constituants du systéme Dot/lcm sont mal connues.
Les mutants dotA, dotDCB, icmT, icmGCD, et icmJB sont incapables d'induire
I'apoptose chez les macrophages, et ont une capacité réduite a se multiplier dans les
cellules et a induire une cytotoxicité par formation de pores (Molmeret et al. 2002;
Zink et al. 2002). L'expression de icmP, icmT et icmR est modérément régulée par
LetA (Gal-Mor et al. 2003). Des sites promoteurs en amont de certains genes dot/icm
ainsi que des sites de liaison de facteurs régulateurs ont été identifiés (Gal-Mor et al.
2002).

Bien que DotG/IcmE et DotB possedent des homologies qui permettent de les
classer dans les familles de protéines VirB10 et VirB11 codant pour des facteurs de
virulence chez de nombreuses especes bactériennes (Day et al. 2001; Taminiau et
al. 2002), il n'existe pas d'homologies de séquences entre les autres produits du
systéme dot/icm et d'autres facteurs des systémes de sécrétion de type IVA. Pour
cette raison, les produits des génes de conjugaison IncL et les génes dot/icm ont été
placés dans une nouvelle catégorie : les systéemes de sécrétion de type IVB (Christie
et al. 2000; Sexton et al. 2002). L. pneumophila posséde aussi un systeme de
sécrétion de type IVA : Ivh (Legionella vir homologues) qui peut servir au transfert
conjugatif mais qui n'a pas un réle essentiel dans la croissance intracellulaire (Segal
et al. 1999b).
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[-1.5.2 Autres facteurs de virulence

1-1.5.2.a. Structures de surface

Le lipopolysaccharide (LPS) produit par L. pneumophila est un déterminant
immunogéne de surface majeur qui peut activer la voie classique ou la voie
alternative du complément. In vivo, la modulation de l'expression d'un épitope du
LPS chez des souches de L. pneumophila sérogroupe 1 est associée a une
modulation de la virulence (Luneberg et al. 1998). La modulation de cette expression
est contrblée par l'incision et I'excision chromosomale d'un élément instable de 30
kilo-bases, probablement d'origine phagique. Chez la souche sauvage virulente
I'élément est chromosomal, tandis que son excision et sa réplication en un grand
nombre de plasmides résulte dans I'expression du phénotype avirulent (Luneberg et
al. 2001). L'hydrophobicité importante du LPS de certaines souches de L.
pneumophila sérogroupe 1 est due a la présence du géne /ag-1 codant pour une O-
acétyltransferase entrainant la formation de résidus O- acétylés sur le polysaccharide
O du LPS (Zou et al. 1999; Kooistra et al. 2001). Cette hydrophobicité pourrait
expliquer en partie une meilleure survie dans les aérosols (Dennis et al. 1988), ainsi

qgu'une meilleure adhésion aux amibes et aux surfaces inertes (Davies 2000).

La chaine polysaccharidique Le coeur est composé de 5 La région lipidique A est
0 est un homopolymere types de sucres : acide 3- con§tltuee ,dg longues
d’acide . légionaminique deoxy-D-manno-octqusonic., challn(?s dagldes gra§
terminé par un épimére L-rhamnose. , 2-acetamido- ramlﬁes_ au faible pogvow
d’'acide |égionamique<:> 2,6-dideoxy-D-glucose C} , endotgmque. Ces (.:ha|.nes
mannose ) N-acétyl- sont liées aux 2,3-diamino-
glucosamine ) 2,3-dideoxy-D-glucose @
OPS Ceeur Lipide A

¥esese! ,

n OH OH OH O 0
% %
8-O-acétylation O- et N-acétylations Souche virulente @ @ = 20 carbones
=p deépendante de /ag-1 indépendantes de /ag-1 Souche avirulente @ = 16 carbones
=» indépendante de /ag-1 @ = 18 carbones

Figure 3 : LPS de L. pneumophila (d'apres Kooistra et al., 2001)
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Par ailleurs il a été démontré que chez certaines souches le géne /lag-1 est instable :
il peut étre excisé, voire inséré (Bernander et al. 2003). L'excision résulte dans une
absence de réactivité avec les anticorps monoclonaux de type 3/1 mais ne modifie
pas le pulsotype obtenu en électrophorése en champ pulsé. La forte prévalence de
souches Mab 3/1 parmi les isolats cliniques semble confirmer l'importance de /ag-1

et de I'nydrophobicité dans la virulence.

Parmi les structures de surface impliquées dans la virulence, la protéine
MOMP (Major Outer Membrane Protein) encodée par ompS permet |'attachement
aux macrophages via les récepteurs CR1 et CR3 (Krinos et al. 1999). Les pili de type
IV et la protéine de choc thermique Hsp60 (Fernandez et al. 1996) interviennent
dans un mécanisme d'attachement aux amibes et aux cellules mammiferes

indépendant du complément (Stone et al. 1998).

L'action du flagelle augmente la probabilité de rencontre avec la cellule héte et
la capacité d'invasion (Bosshardt et al. 1997; Dietrich et al. 2001) mais n'est pas
requise pour la multiplication intracellulaire (Dietrich et al. 2001). La synthése de la
sous-unité majeure FlaA du flagelle est sous la régulation du systeme LetA/LetS
décrit par Lynch et al. et Hammer et al. (Hammer et al. 2002; Lynch et al. 2003). Elle
est par ailleurs sous linfluence de différents facteurs environnementaux
température, viscosité, osmolarité, composition en acides aminés du milieu, ... Elle
est régulée au niveau transcriptionnel par le facteur sigma-28 FIiA (Heuner et al.
2002) et probablement par FlaR, un régulateur appartenant a la famille LysR (Ott et
al. 1991; Heuner et al. 1999). La surexpression du géne csrA (carbon storage
regulator) est associée a une réduction de la transcription de fliA et flaA par
déstabilisation des ARN messagers correspondants (Fettes et al. 2001), et il a été
démontré récemment que CsrA semble jouer un réle important dans la régulation de
I'expression des phénotypes de transmission et de multiplication intra-cellulaire de L.

pneumophila (Molofsky et al. 2003).

Enfin, la protéine de surface LvgA serait impliquée dans un grand nombre de
fonctions contribuant a la résistance intra- et extra-cellulaire de L. pneumophila, les
mécanismes dans lesquels elle serait impliquée restent a élucider (Edelstein et al.
2003).
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I1-1.5.2.b. Sécrétion et acquisition de métabolites

Le systeme de sécrétion de type Il permet le transport de phosphatases, d'une
RNAse, d'une zinc metalloprotéase, de mono- et tri-acylglycerol lipases, de la
phospholipase A, de la lysophospholipase A et de la p-nitrophenyl phosphorylcholine
hydrolase. Il est sous la dépendance du locus pilBCD impliqué dans la synthése des
pili de type IV et du locus IspFGHIJK qui code pour des pseudopilines (Rossier et al.
2001). La mutation de pilD empéche la légionelle d'infecter les cellules hotes quelles
qu'elles soient tandis que la mutation de IspGH n'empéche que la multiplication dans
les amibes (Hales et al. 1999b; Aragon et al. 2000). Les facteurs sécrétés
comprennent aussi la Iégiolysine qui permet I'hnémolyse, la pigmentation marron et la
résistance accrue a la lumiére chez L. pneumophila mais qui n'intervient pas dans la

croissance intracellulaire (Steinert et al. 2001).

La dépendance des légionelles vis-a-vis du fer a pour conséquence l'existence
de nombreux mécanismes permettant son acquisition : synthése de plusieurs
chélateurs, dont la Iégiobactine (Liles et al. 2000), fixation et utilisation de I'hémine
comme source de fer (O'Connell et al. 1996), synthése d'enzymes ferrique-
réductases périplasmiques et cytoplasmiques (Johnson et al. 1991), synthése d'une
zinc metalloprotéase extracellulaire qui serait responsable de la digestion de la
transferrine (James et al. 1997). L'expression des génes impliqués dans l'acquisition
du fer est régulée par le régulateur transcriptionnel Fur. Le géne frgA spécifique de L.
pneumophila régulé par Fur code pour une protéine homologue des aérobactine
synthétases IucA et lucC (chélateurs de fer) d'Escherichia coli (Hickey et al. 1997).
Un opéron double géne iraAB serait nécessaire a l'assimilation du fer, a l'infection
intracellulaire et a la virulence (Viswanathan et al. 2000). Le géne iraA jouerait un
réle dans la virulence grace a une methyltransférase, et iraB permettrait I'acquisition
du fer extracellulaire selon un nouveau mécanisme utilisant des peptides chargés en
fer. Le géne de maturation du cytochrome c, ccmC (Polesky et al. 2001), ainsi que le
géne feoB impliqué dans le transport des ions ferreux (Robey et al. 2002) jouent

aussi un réle dans l'acquisition du fer.
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1-1.5.3.c. Infection des macrophages

La protéine Mip (Macrophage Infectivity Potentiator) est importante pour
l'invasion et I'établissement intracellulaire de L. pneumophila dans les macrophages
et les protozoaires mais pas pour la réplication (Wieland et al. 2002). Bien que la
structure de la protéine Mip et ses fonctions enzymatiques soient élucidées, on ne
connait toujours pas les mécanismes exacts qui l'impliquent dans la virulence.
Récemment il a été démontré que la partie N-terminale et la dimérisation de Mip,
ainsi que son activité peptidylprolyl cis/trans isomérase sont nécessaires a l'infection
des cellules pulmonaires du cobaye. En revanche, l'activité enzymatique n'est pas
nécessaire a l'invasion d'A. castellanii, tandis que la partie N-terminale et la
dimérisation le sont (Kohler et al. 2003). Des protéines "Mip-like" ont été mises en
évidence chez d'autres pathogénes : Chlamydia trachomatis, Chlamydia psittaci,

Coxiella burnetii, Trypanosoma cruzi et Escherichia coli.

Les régions pmi (protozoa and macrophage infectivity), mil (macrophage
infectivity loci), eml (early stage macrophage-induced locus) et enh (enhanced entry)
codent pour des facteurs intervenant dans la virulence (entrée dans les cellules et
modification de la voie endosomale) mais dont le role exact est généralement mal
connu (Abu Kwaik et al. 1996; Gao et al. 1997; Harb et al. 2000). Seul le géne rtxA
appartenant au locus enh1 a été caractérisé. Il est impliqué dans l'adhérence, la
cytotoxicité, la formation de pores et I'entrée de L. pneumophila dans la cellule héte
(Cirillo et al. 2001).

1-1.5.3.d. Facteurs de virulence divers

Le géne ptsP serait impliqué dans la transduction du signal pour I'expression
de facteurs de virulence. Sa mutation entraine une absence de multiplication dans
certains types de cellules mammiféres et une absence compléte dans d'autres (Higa
et al. 2001). Récemment, une enzyme UDP-glucosyltransferase, possédant un
substrat chez I'néte eucaryote, a été isolée et pourrait représenter un facteur de
virulence important (Belyi et al. 2003). Un ilot de pathogénicité de 65 kb a été mis en
évidence chez les souches de L. pneumophila Philadelphia-1. Il code pour 70

protéines, dont un certain nombre de facteurs de virulence : régulateur de stockage
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du carbone csrA, peptide methionine sulfide réductases msrAB, groupes de génes
présentant de fortes similarités avec des génes codant pour des appareils de
sécrétion de type |V et des protéines transmembranaires. L'importance de cet ilot de

pathogénicité dans la virulence n'a pas été démontrée (Brassinga et al. 2003).

I-1.5.3. Transfert conjugatif de la virulence chez L. pneumophila

Une étude récente publiée par Miyamoto et al. démontre qu'une souche
avirulente de L. pneumophila peut acquérir le phénotype virulent grace a un transfert
conjugatif d'ADN chromosomal a partir d'une souche virulente (Miyamoto et al.
2003). Les auteurs ont démontré que le locus dotlicm peut étre transféré
horizontalement via ce mécanisme de conjugaison, et que la conjugaison peut avoir
lieu entre deux souches de sérogroupes différents. C'est semble-t-il la premiére fois
qu'un tel transfert de virulence a partir d'/ADN chromosomal est observé. Les auteurs
suggeérent que ce transfert pourrait avoir lieu dans les biofilms, et qu'il pourrait jouer

un réle important dans I'évolution des Iégionelles.

I-1.6. Cycle intracellulaire de Legionella pneumophila (Fig. 4)

[-1.6.1. Evénements précoces

I-1.6.1.a. Phagocytose

Plusieurs modes de pénétration de L. pneumophila dans les monocytes et les
macrophages sont rapportés dans la littérature. La phagocytose conventionnelle
dépend de l'opsonine et se fait via la liaison des bactéries aux récepteurs des
intégrines CR1 et CR3 (Payne et al. 1987). La protéine de surface OmpS forme un
canal perméable aux ions et se lie a des composants du complément : C3b et C3bi
qui feront le lien avec CR1 et CR3 (Bellinger-Kawahara et al. 1990). La fixation de L.
pneumophila a CR3 active une tyrosine kinase et une protéine kinase, conduisant a
la phosphorylation de protéines cellulaires entrainant un réarrangement du
cytosquelette (polymérisation de l'actine) qui permet la pénétration de la bactérie
(Coxon et al. 1998). Ces mécanismes de phagocytose médiée par CR3 ne seraient
pas spécifiques aux I|égionelles. Il semblerait que certaines bactéries soient

phagocytées par un processus d'enroulement d'un pseudopode autour de la bactérie
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("coiling phagocytosis"), ce processus ne serait pas lié a la virulence des souches
(Rechnitzer et al. 1989) mais serait plus spécifique du phénotype exprimé par les
légionelles déja issues d'une multiplication intra-cellulaire (Faulkner et al. 2002).
Watarai et al. ont aussi évoqué l'existence d'une pénétration par macropinocytose
médiée par Dot/lcm et qui serait relativement indépendante de ['opsonisation
(Watarai et al. 2001). Chez la souris ce mécanisme fait aussi intervenir un locus
appartenant a I'héte : Ign 1, codant pour des protéines impliquées dans la régulation
de [l'apoptose. Des mécanismes non spécifiques d'adhésion aux cellules,
indépendants du complément et des anticorps, ont aussi été mis en évidence et
permettent la pénétration dans les cellules épithéliales (Gibson et al. 1994; Garduno
et al. 1998b).

I-1.6.1.b. Interception du trafic vésiculaire et inhibition de la fusion
phagolysosomiale

Dés que la bactérie a pénétré dans la cellule, le trafic vésiculaire provenant du
réticulum endoplasmique est détourné. Par ailleurs, I'apoptose est déclenchée tres
rapidement aprés la pénétration dans la cellule, via I'activation de la caspase 3 par le
systéme Dot/lcm (Gao et al. 1999a, b). Des vésicules ainsi que des mitochondries se
lient immédiatement au phagosome (Tilney et al. 2001) et la fusion avec les
lysosomes n'a pas lieu. Ces événements seraient directement contrélés par des
substrats injectés par Dot/lcm dans la cellule hote (Hilbi et al. 2001; Watarai et al.
2001). DotA semble jouer un réle important dans la formation de pores dans la
membrane de la cellule hote et pourrait elle-méme étre injectée dans le cytoplasme.
En effet, elle est sécrétée en quantités importantes par des bactéries cultivées en
bouillon. C'est une protéine de membrane interne qui posséde 8 hélices
transmembranaires (Roy et al. 1998). Par ailleurs, des essais de mutation de dot/icm
ont montré que seuls les mutants des génes icmW ou icmS sont encore capables de
la sécréter, les mutations des autres génes entrainant une absence de sécrétion et
une incapacité des mutants a survivre dans la cellule (Zuckman et al. 1999). Si les
bactéries expriment DotA pendant l'infection mais ne I'expriment plus juste apres la
pénétration dans la cellule, elles restent capables de se multiplier dans la cellule :
ceci suggére que DotA joue un rdle fondamental dans la régulation du trafic

phagosomal initial, mais n'est pas indispensable dans les étapes de multiplication
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(Roy et al. 1998). Le recrutement de vésicules provenant du réticulum
endoplasmique fait aussi intervenir une protéine ARF (ADP-ribosylation factor) liant
le GTP et habituellement impliquée dans le transport vésiculaire entre le réticulum
endoplasmique et I'appareil de Golgi chez les cellules eucaryotes. La présence chez
la cellule héte d'une protéine ARF fonctionnelle est indispensable. L'addition de
bréfeldine A, un inhibiteur de [l'activation de ARF, interrompt le transport des
vésicules et |'établissement d'une vacuole de réplication est rendu impossible (Kagan
et al. 2002).

La protéine de choc thermique Hsp60, membre de la famille de protéines
chaperonnes GroEL, serait nécessaire pour I'adhérence et l'invasion des cellules
épithéliales HelLa par des souches virulentes de L. pneumophila (Garduno et al.
1998c; Garduno et al. 1998a). De plus, sa synthése est augmentée trés rapidement
apres la pénétration dans la cellule hote et elle est libérée dans les phagosomes
(Fernandez et al. 1996). La glycoprotéine LAMP-1 est habituellement retrouvée en
grandes quantités dans les membranes des endosomes et des lysosomes matures,
son réle serait de protéger ces membranes de leur contenu acide et protéolytique.
Cette protéine, ainsi que la protéase lysosomale cathepsine D, sont relativement peu
abondantes (25 et 10% respectivement) dans les phagosomes précoces contenant
une souche virulente de L. pneumophila vivante (Roy et al. 1998). Des études de
colocalisation a l'aide de marquages fluorescents complétent ces observations.
Aprés marquage des bactéries a la fluorescéine et des les lysosomes a la
rhodamine, I'observation en microscopie confocale permet la mise en évidence de la
colocalisation. Ces études ont permis de montrer que seulement 25 a 30% des
phagosomes contenant une souche sauvage de L. pneumophila colocalisent avec
les lysosomes 30 minutes aprés l'infection, tandis que pour des souches mutées
pour icmX, dotA, dotB, icmE, icmR et icmB cette colocalisation s'éléeve a 70 a 80%
des phagosomes (Wiater et al. 1998). Dans les deux cas, ces pourcentages restent
stables 6 heures aprés linfection, indiquant que le détournement du trafic

phagolysosomal a lieu précocement.

[-1.6.2. Réplication et fusion avec le réticulum endoplasmique

Le phagosome est entouré de nombreuses vésicules, mais aussi de

ribosomes (Tilney et al. 2001). La protéine eucaryote ARF1 s'accumule dans les
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phagosomes grace a la protéine RalF sécrétée par L. pneumophila. Cette protéine
serait sécrétée dans le phagosome grace au systeme de sécrétion de type IV, puis
une translocation I'aménerait jusqu'au cytoplasme de la cellule héte. Elle stimulerait
alors la conversion de GDP en GTP, permettant la conversion des complexes ARF-
GDP cytoplasmiques en complexes ARF-GTP qui se lient majoritairement a la
surface cytosolique des membranes des vésicules (Kagan et al. 2002; Nagai et al.
2002). Bien que le réle exact de RalF soit encore mal connu, elle pourrait aider a la
biogenése efficace d'une vacuole de réplication dans des conditions de stress pour la
cellule héte telles que les échanges vésiculaires devraient normalement étre faibles.
Elle interviendrait donc aussi dans le processus de fusion avec le réticulum

endoplasmique (Kahn et al. 2002; Nagai et al. 2003a).

Aprés une phase de latence de 6 a 10 heures durant laquelle le phagosome
s'associe avec le réticulum endoplasmique, la réplication bactérienne débute. La
bactérie passe de l'expression d'un phénotype virulent, nécessaire a la survie dans
I'environnement et a l'infection des cellules hétes, a I'expression d'un phénotype de
croissance exponentielle. Aprés 10 a 14 heures la croissance est maximale et le
phénotype des bactéries est nettement différent de celui des bactéries en phase
infectieuse (Faulkner et al. 2002). Sturgill et al. ont observé que les bactéries en
phase exponentielle de croissance sur milieu de culture n'expriment pas les facteurs
de virulence leur permettant d'échapper a la fusion phagolysosomale et ont formulé
I'nypothése qu'il en serait de méme pour les bactéries en phase exponentielle de
croissance dans les cellules. En effet, leurs expériences semblent démontrer
qu'aprés 16 a 18 heures un nombre important de vacuoles de réplication acquiert
des caractéristiques lysosomales : 70% contiennent LAMP-1, 40% de la cathepsine
D et 50% des traceurs endosomaux ajoutés aux cellules avant ou aprés l'infection
(Sturgill-Koszycki et al. 2000). Ainsi, aprés 16 a 18 heures, deux types de vacuoles
de réplication coexisteraient : des vacuoles de pH 7,4 ayant échappé a la fusion
lysosomale (environ 60%) et des vacuoles a pH 5,6 ayant fusionné (environ 40%). La
contribution de chaque type de vacuoles a la multiplication de L. pneumophila n'est
pas connue. La maturation du phagosome contenant L. pneumophila ressemble
donc a un processus d'autophagie (Sturgill-Koszycki et al. 2000), mécanisme par
lequel les cellules eucaryotes lysent des organelles cellulaires via une fusion de

vésicules provenant du réticulum endoplasmique avec les lysosomes.
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Figure 4 : Représentation schématique des cycles de croissance intra- et extra-cellulaire de L. pneumophila. D’aprés Faulkner et al., 2002, Kahn et
al., 2002, Garduno ef al., 2002 et Dietrich, 2000.
(1) Différents phénotypes de Lp peuvent s’attacher et entrer dans la cellule héte (2) Le phagosome s’associe avec le Reticulum Endoplasmique (RE)
pour former le compartiment réplicatif (3) Des formes intermédiaires présentant une morphologie distincte apparaissent tandis que la réplication se
poursuit (4) A la fin de la réplication intra-cellulaire les formes MIFs se différencient et acquiérent un phénotype de virulence maximale (5) Les MIFs
sont libérées, extra-cellulaires ou dans des vésicules (6) Les MIFs ou les vésicules remplies de MIFs peuvent entamer un nouveau cycle (7) Les MIFs
libérées peuvent aussi initier un cycle de croissance extra-cellulaire aprés différentiation en une forme intermédiaire réplicative (8) Les formes
intermédiaires se différencient en formes extra-cellulaires a réplication active (9) pendant le cycle de croissance extra-cellulaire Lp alterne entre le
phénotype de croissance exponentielle et le phénotype de phase stationnaire (10).
A : Aspect du phénotype MIF en coloration de Gimenez et en microscopie électronique a transmission
B : Aspect du phénotype en phase post-exponentielle de croissance extra-cellulaire
C : Recrutement de ARF1-GTP a la surface cytosolique des membranes des phagosomes grace a la protéine RalF
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[-1.6.3. Sortie de la cellule

En fin de phase de croissance intracellulaire, la déplétion en acides aminés
entraine la transition du phénotype réplicatif vers le phénotype infectieux. Cette
réponse stringente est une réponse globale résultant de la fixation d'ARNt non
chargés aux ribosomes qui activent alors I'enzyme RelA, une guanosine 3P,5P-
bispyrophosphate synthétase. L'accumulation de ppGpp (alarmone) dans la cellule
entraine une inhibition de la synthése d'ARN stables et une accumulation du facteur
stationnaire sigma RpoS (Hammer et al. 1999). Ce facteur est indispensable a la
croissance dans Acanthamoeba castellanii mais pas a celle dans les cellules
humaines HL-60 et THP-1 (Hales et al. 1999a). Sa transcription est régulée par
LetA/LetS (Hammer et al. 2002; Lynch et al. 2003). L'accumulation de RpoS entraine
I'expression de facteurs de virulence : sensibilité au NaCl, motilité maximale,
cytotoxicité, résistance osmotique (Watarai et al. 2001). La nécrose de la cellule héte
permet la libération de plusieurs centaines de bactéries prétes a infecter de nouvelles
cellules. IlcmT semble étre nécessaire a la formation des pores dans la paroi
cellulaire qui permettront la sortie de L. pneumophila (Molmeret et al. 2002). Des
études de microscopie ont permis de mettre en évidence des particularités
importantes chez les bactéries libérées suites a une croissance intracellulaire
(Mature Intracellular Forms) : elles sont courtes, ramassées, possédent une
membrane externe dense, un cytoplasme occupé par de nombreuses granulations
de polyhydroxybutyrate (Garduno et al. 2002). La coloration de Gimenez les
différencie nettement des bactéries cultivées sur milieu artificiel. Elles sont plus
résistantes a la rifampicine, a la gentamicine, aux détergents et aux pH élevés et ont

une activité métabolique réduite.

I-1.7. Cycle intra-amibien de Legionella pneumophila

D'une maniére générale, méme s'il existe quelques différences significatives
(Neumeister et al. 1997), le cycle de L. pneumophila a l'intérieur des protozoaires est
relativement semblable a celui qui a lieu dans les cellules animales (Segal et al.
1999a). Des différences existent entre les mécanismes impliqués chez différentes

espéeces de protozoaires.
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Du fait de l'absence de complément, l'entrée dans les protozoaires a lieu
differemment : attachement a une lectine Galactose / Galactose N-
acetylgalactosamine de 170 kDa dans le cas de H. vermiformis (Venkataraman et al.
1997), sans doute a un autre type de structure pour l'entrée dans Acanthamoeba
polyphaga (Harb et al. 1998). Chez H. vermiformis, I'entrée est associée a une
déphosphorylation réversible de nombreuses protéines hoétes, alors que chez A.
polyphaga seule une protéine est légerement déphosphorylée; la synthése de
protéines par H. vermiformis est requise pour I'entrée, ce n'est pas le cas pour A.

polyphaga (Harb et al. 1998).

Une fois a l'intérieur de la cellule héte, certains loci de virulence nécessaires
pour l'invasion des cellules animales ne sont plus indispensables a l'invasion des
protozoaires tandis qu'inversement des /oci qui n'étaient pas nécessaires chez les
cellules animales le deviennent chez les protozoaires. Ainsi les loci mil ne sont plus
indispensables (Gao et al. 1998) tandis que le géne rpoS est requis pour la
croissance dans A. castellanii (Hales et al. 1999a). Les protéines de stress Hsp60 et
le géne htrA/degP codant pour une chaperonne protéase périplasmique ne sont pas
nécessaires (Pedersen et al. 2001). Lors de sa réplication intra-amibienne, L.
pneumophila présente aussi differentes morphologies, proches de celles observées

lors de la réplication dans les cellules mammiféres (Greub et al. 2003).

I-1.8. Cycles intracellulaires (cellules mammiféres et protozoaires)
des autres espeéeces de légionelles

La capacité des autres espéces de légionelles a se multiplier dans les
protozoaires et/ou les cellules mammiféeres est trés variable non seulement suivant
les espéces mais aussi suivant les souches. Une étude menée par Neumeister et al.
(Neumeister et al. 1997) a permis de classer les légionelles dans 7 groupes en
fonction de leur capacité a se multiplier dans les amibes (A. castellanii) et dans les

macrophages (cellules Mono Mac 6) :

e L. longbeachae sérogroupe 1, L. jordanis, et L. anisa ne sont pas capables de

se multiplier dans ces deux types de cellules,
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L. dumoffii ne se multiplie pas dans les cellules Mono Mac 6 mais montre une

multiplication retardée dans A. castellanii 72 h apres l'infection,

e L. steigerwaltii, L. gormanii, L. pneumophila sérogroupe 6 ATCC 33215, L.
bozemanii, et L. micdadei restent en nombre stable dans les cellules Mono
Mac 6 apres l'infection mais ne persistent pas dans I'amibe,

e L. oakridgensis est capable d'une légére multiplication dans les cellules Mono
Mac 6 mais est tuée dans I'amibe,

e Une souche de L. pneumophila sérogroupe 1 Philadelphia obtenue aprés 30
passages sur gelose et une souche de L. pneumophila sérogroupe 1
Philadelphia obtenue aprés croissance intrapéritonéale chez des cobayes
sont capables de se multiplier dans les cellules Mono Mac 6 mais leur nombre
décroit dans A. castellanii,

¢ Quelques souches de L. pneumophila sérogroupe 1 Philadelphia, une souche
de L. pneumophila sérogroupe 2, et un isolat clinique de L. pneumophila
sérogroupe 6 sont capables de se multiplier dans les deux hoétes,

e Une souche de L. pneumophila sérogroupe 1 Bellingham cultivée de

nombreuses fois sur agar et une souche de L. pneumophila sérogroupe 1

Bellingham cultivée moins de 3 fois sur agar aprés inoculation et croissance

intrapéritonéale en cobaye montrent une croissance plus importante dans les

cellules Mono Mac 6 comparée au groupe précédent, mais réduite dans

I'amibe.

Ogawa et al. ont observé en coloration de Gimenez l'aspect de L.
pneumophila Philadelphia (Fig. 5A) et de plusieurs espéces de légionelles aprés 24 h
de croissance dans les cellules Vero (Ogawa et al. 2001). Les morphologies ainsi
que les localisations tres différentes (endosomes et/ou cytoplasme) suggérent que
les mécanismes impliqués dans la multiplication sont eux aussi différents. L.
bozemanii forme des microcolonies de type "pelotes de laine" qui sont
accompagnées de bactéries filamenteuses et sont localisées dans des endosomes
entourés de réticulum endoplasmique rugueux (Fig. 5B). L. oakridgensis forme des
chainettes en serpentin avec des amas de bactéries au centre (Fig. 5C) et la
microcolonie est située dans un endosome autour duquel sont recrutées de
nombreuses mitochondries. L. jordanis se présente sous forme de microcolonies

sphériques et denses (Fig. 5D), certaines situées dans des endosomes, d'autres
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dans le cytoplasme. L. feeleii ne forme pas d'amas : les bactéries sont dispersées
dans le cytoplasme (Fig. 5E), entourées de nombreuses mitochondries. Enfin L.
dumoffii forme des amas importants dispersés dans la cellule (Fig. 5F), certains sont
entourés d'une membrane endosomale d'autre pas. Les mécanismes impliqués dans
I'entrée de cette méme espéce (souche ATCC 33343) dans les cellules Vero ont été
comparés avec ceux impliqués dans l'entrée de L. pneumophila Philadelphia-1 en
traitant les cellules avec des molécules bloquant différentes étapes de ce processus
(Maruta et al. 1998). L'entrée de L. dumoffii Tex-KL nécessite une endocytose
meédiée par récepteur tandis que celle de L. pneumophila utilise principalement une
phagocytose médiée par des microfilaments. La polymérisation des microtubules est
nécessaire pour les deux espéces. Les auteurs ont aussi remarqué que L. dumoffii

peut proliférer dans le cytoplasme.

Figure 5 : Aspect en coloration de Gimenez de différentes espéces de légionelles aprés 24 h de
multiplication dans les cellules Vero (Ogawa et al. 2001). Barre : 10 ym
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Joshi et al. ont étudié chez L. micdadei plusieurs caractéres phénotypiques
liés a la virulence chez L. pneumophila et ont remarqué que dans la plupart des cas
ces caractéres n'étaient pas exprimés chez L. micdadei. lls ont cependant réussi a
isoler une souche qui, bien que n'exprimant pas tous les phénotypes de virulence
étudiés, était capable de se multiplier dans les macrophages aussi efficacement que
L. pneumophila. Les auteurs en arrivent également a la conclusion que les
mécanismes de l'invasion sont différents chez ces deux especes (Joshi ef al. 1999).
Abu Kwaik et al. ont montré que le mécanisme de la pénétration dans H. vermiformis
était le méme que pour L. pneumophila (récepteur de type lectine), mais que L.
micdadei était ensuite internalisée dans des phagosomes qui ne sont pas entourés
par du réticulum endoplasmique rugueux (Abu Kwaik et al. 1998a). Une observation
légérement différente a été faite concernant l'invasion des cellules Mono Mac 6 : bien
gu'en microscopie le phagosome contenant L. micdadei ne soit pas entouré de
réticulum, il est marqué par des anticorps anti-calnexine, marqueur spécifique du

réticulum endoplasmique (Gerhardt et al. 2000).

L'infection des cellules Mono Mac 6 par L. longbeachae donne lieu a la
formation de phagosomes dérivés du réticulum endoplasmique rugueux, bien qu'il ait
aussi été observé la formation de phagosomes dérivés du réticulum lisse (Gerhardt
et al. 2000). Une étude portant sur la virulence de plusieurs souches de cette espéce
vis-a-vis de modeéles animaux (cobayes) et des cellules macrophagiques U937 a
confirmé cette observation : les souches virulentes sont dirigées vers des
phagosomes identiques a ceux formés lors de l'infection par L. pneumophila, tandis
que des souches dont la virulence est atténuée sont localisées dans des
phagosomes dérivés du réticulum endoplasmique lisse, et ces phagosomes ne sont
pas entourés d'organites cellulaires (Doyle et al. 2001). Le géne mip de cette espéce
partage une grande homologie avec celui de L. pneumophila, sa mutation entraine
une absence de multiplication intra-amibienne et une diminution de la virulence vis-a-
vis des cobayes (Doyle et al. 1998). De méme que L. pneumophila, L. longbeachae
est capable d'induire I'apoptose par activation de la voie des caspases (Arakaki et al.
2002).
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I-2. DETECTION ET TYPAGE DES LEGIONELLES

I-2.1. Détection des légionelles

[-2.1.1. Culture

La culture des légionelles a partir de prélevements environnementaux n'est
pas aisée. En effet, ces prélevements sont contaminés par d'autres microorganismes
a croissance plus rapide que celle des légionelles, rendant nécessaire I'utilisation de
traitements de sélection. Ces traitements, bien qu'indispensables, entrainent un
abattement relatif des légionelles dont la quantité est finalement sous-estimée
(Coubrough et al. 2002).

La méthode de référence (AFNOR T90-431) prend en compte ces limitations
en proposant plusieurs analyses pour un méme échantillon :

e ensemencement direct de 200 pL et 200 yL d'une dilution au dixiéeme en
tampon PBS sur gélose sélective GVPC (= BCYE + cycloheximide, glycine,
polymixine B et vancomycine),

e concentration du reste du prélévement par filtration sur membrane de
polycarbonate 0,22 um, et reprise de la membrane dans 5 mL du prélévement
initial. 3 minutes de sonication assurent un détachement des bactéries. 100 pyL
de ce concentré sont ensemenceés sur gélose sélective,

e traitement de sélection acide : mélange de 2 mL d'une solution de KCI/HCI pH
2 avec 2 mL de concentrat, incubation 5 minutes a température ambiante et
ensemencement sur géloses sélectives,

e traitement de sélection thermique : incubation de 2 mL de concentrat 30
minutes a 50°C, puis ensemencement sur géloses sélectives.

L'incubation des géloses dure 10 jours a 37°C sous atmosphére humide + CO.. Les
colonies suspectes sont repiquées sur géloses BCYE et BCYE sans L-cystéine, les

légionelles ne se développeront que sur gélose BCYE.

La plupart des travaux ayant comparé les deux méthodes de prétraitement
arrivent a la conclusion que le traitement thermique épargne un plus grand nombre
de légionelles tout en assurant une bonne sélectivité (Leoni et al. 2001; Bartie et al.
2003). Par ailleurs, I'ensemencement sur milieu sélectif MWY (BCYE + anisomycine,

glycine, polymixine B, vancomycine, pourpre de bromocrésol et bleu de
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bromothymol) semble donner de meilleurs résultats que sur GVPC (De Luca et al.
1999).

L'incubation des concentrats a 35°C pendant une dizaine de jours permettrait
une libération des légionelles intra-protozoaires et une amélioration de la détection
par culture sur géloses (Sanden et al. 1992; Bartie et al. 2003). Les légionelles a
I'état viable mais non cultivable peuvent aussi étre "ressuscitées" par mise en contact
avec des amibes a l'intérieur desquelles elles redeviendront actives (Steinert et al.
1997).

Les prélevements par écouvillonnage ou grattage des surfaces en contact
avec l'eau potentiellement contaminée semblent nécessaires puisqu'ils permettent
une détection plus sensible due a une concentration de légionelles plus importante
(Wright et al. 1989; Ta et al. 1995). Ce constat a d'ailleurs amené certaines sociétés
a commercialiser des "pieges a légionelles présentes dans les biofiims" afin de

permettre des détections plus sensibles (Fig. 6).

Une étude réalisée sur des prélévements d'eau de tours aéro-réfrigérantes a
mis en évidence une variation importante des quantités de légionelles dénombrées
sur un méme lieu d'une semaine a l'autre. Le résultat d'une analyse rendu 10 jours
apres le prélévement n'est donc pas le reflet fidéle de la contamination du lieu de
prélevement a ce méme moment, rendant encore plus difficile I'évaluation du risque
(Bentham 2000).

Enfin, le prélevement et la culture de panaches de vapeurs d'eau
potentiellement contaminées sont réalisés grace a des impacteurs : l'air est aspiré,
les bactéries sont collectées dans du BCYE liquide qui est ensuite soumis aux

mémes traitements de sélection que les prélevements d'eau (Ishimatsu et al. 2001).
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[-2.1.2. Méthodes moléculaires

1-2.1.2.a. Extraction de I'ADN et PCR

L'extraction de I'ADN a partir d'échantillons environnementaux constitue une
étape limitante de ces méthodes. Les |égionelles peuvent se trouver a l'intérieur
d'amibes elles-mémes sous forme de trophozoites (forme active, généralement
fragile et facile a lyser) ou de kystes (forme dormante trés résistante aux traitements
de lyse). Différentes procédures peuvent étre utilisées pour lyser les trophozoites :
détergents tels que le Triton X-100 (Miltner et al. 2000), la saponine (Essig et al.
1997; Robey et al. 2002) ou le SDS (Horn et al. 2000), cycles de congélations
décongélations successives ou chocs osmotiques suivis de plusieurs passages de la
suspension au travers d'une aiguille de faible diamétre, la pression importante lysant

alors les amibes (Bozue et al. 1996). Concernant les kystes la meilleure méthode
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consiste sans doute a les remettre en culture afin de permettre I'apparition des
trophozoites. Par ailleurs des inhibiteurs de PCR peuvent étre présents dans les
échantillons environnementaux. |l faut alors essayer de purifier 'ADN afin d'obtenir la
matrice la plus propre possible, ou récupérer sélectivement les légionelles a partir de
I'échantillon avant extraction de I'ADN grace a des procédés de séparation
immunomagnétique (Riffard et al. 2001). Le kit d'extraction Qiagen (QlAamp DNA
minikit; Qiagen, Hilden, Allemagne), considéré comme efficace pour extraire I'ADN
de bactéries intracellulaires (Wellinghausen et al. 2001), était souvent employé.
Cependant deux études ont démontré que les colonnes utilisées dans ces kits
pouvaient étre contaminées par de I'ADN de légionelle, les rendant donc inutilisables

dans un but de détection/quantification (van der Zee et al. 2002; Evans et al. 2003).

De nombreuses méthodes de PCR ont été utilisées : PCR ciblant des
séquences spécifiques du genre Legionellae ou de l'espéce L. pneumophila (kit
EnviroAmp par exemple (Lye et al. 1996; Declerck et al. 2003)), PCR nichées ciblant
le gene mip (Catalan et al. 1994) ou I'ADN ribosomal (Miyamoto et al. 1997b), RT-
PCR pour tenter de détecter spécifiquement les Iégionelles viables (Bej et al. 1991),
PCR suivies d'un séquencage (Cloud et al. 2000) ou d'une hybridation avec une
sonde spécifique d'espéce (van Der Zee et al. 2002), et plus réecemment PCR
quantitative permettant de quantifier en une seule réaction 'ADN de Legionellae et
I'ADN de L. pneumophila grace a l'utilisation simultanée de deux paires d'amorces
marquées avec des fluorochromes différents (Reischl et al. 2002). Les différentes
amorces utilisées pour ces PCR ciblent généralement I'ADN ribosomal 16S ou le
gene mip et peuvent étre utilisées dans la fabrication de puces a ADN pour la

détection simultanée de nombreux pathogenes (Call et al. 2003; Peplies et al. 2003).

1-2.1.2.b. Sondes ciblant 'ARN ribosomal

Une autre technique de détection consiste en I'utilisation de sondes ciblant
I'ARN ribosomal. Les ribosomes jouent un réle clé dans la machinerie cellulaire de
synthése des protéines. Chaque cellule contient 10 000 a 100 000 ribosomes. Un
ribosome d'Escherichia coli a un coefficient de sédimentation de 70S (unités
Svedberg), et peut étre dissocié en deux sous-unités de 50S et 30S consistant en un

assemblage de protéines et d'ARN. La sous-unité 30S contient 21 protéines
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différentes et une molécule d'’ARNr 16S. Une molécule d'’ARN 16S contient en
moyenne 1 500 nucléotides. La comparaison de la séquence des ARN 16S de
différentes especes bactériennes a permis de démontrer que cette molécule
comporte des segments présentant différents degrés de variabilité. L'alignement des
séquences d'ARNr 16S a permis la construction d'arbres phylogénétiques et la mise
au point de sondes spécifiques de domaine, de groupe, de genre ou d'espéce
(Amann et al. 1990a). Les sondes sont généralement longues de 15 a 20 nucléotides
et peuvent étre marquées avec un ou plusieurs fluorochromes ou avec des enzymes
(Zarda et al. 1991). La détection des bactéries entiéres hybridées avec des sondes
fluorescentes peut se faire en microscopie a épifluorescence (Manz et al. 1993) ou
confocale (Manz et al. 1995) ainsi qu'en cytométrie de flux (Wallner et al. 1993).
L'ARN peut aussi étre extrait et I'hybridation réalisée sur membrane. L'ARNr 23S est
aussi utilisé pour la mise au point de sondes mais le nombre de séquences
disponibles dans les bases de données est nettement moins important que pour
I'ARNr 16S. Une sonde spécifique du genre Legionella a été mise au point (Manz et
al. 1995) ainsi qu'une sonde spécifique de l'espéce L. pneumophila (Grimm et al.
1998), toutes les deux ciblant I'ARNr 16S. Cette technique présente l'avantage de
permettre l'observation des bactéries directement dans leur environnement, et de
s'affranchir en partie du probléme de la cultivabilité. Elle a été utilisée avec succes
pour la détection dans des eaux de tours aéro-réfrigérantes aprés activation des
légionelles par mise en présence de milieu nutritif afin d'augmenter ['activité
métabolique, donc la quantité de ribosomes et d'ARNr. Dans la moitié des
échantillons, les légionelles viables détectées par culture ne représentaient que 2%
des légionelles détectées par la sonde spécifique de L. pneumophila (Wullings et al.
2002). Cependant le seuil de détection est élevé : environ 1 000 cellules cibles par
litre, et I'observation peut étre rendue difficile par la présence de particules auto-

fluorescentes.

1-2.1.2.c. Autres méthodes

Des techniques de marquage avec des anticorps couplées a une révélation en
fluorescence ont aussi été utilisées pour la détection dans I'environnement mais

restent relativement anecdotiques (Rogers et al. 1992).
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Des techniques émergentes font appel a la spectroscopie de Raman: les
especes ciblées sont immobilisées sur une puce grace a des "biomolécules de
capture", puis les cibles retenues sont examinées en spectroscopie de Raman
("micro Surface Enhanced Raman Scattering"), permettant une distinction d'espéce,
voire méme de souche. Par ailleurs cette technique semble pouvoir indiquer I'état de
viabilité de la bactérie et peut aussi étre utilisée pour la détection de toxines (Grow et
al. 2003).

I-2.2. Diagnostic (Waterer et al. 2001; Jarraud, 2000; Fields et al. 2002)

[-2.2.1. Culture

La méthode de mise en culture des expectorations est sans doute la plus
spécifique. Elle permet par ailleurs d’obtenir de nombreuses bactéries ce qui
facilitera par la suite le typage moléculaire apres extraction de I'ADN. Cependant
tous les patients atteints de Iégionellose ne produisent pas d'expectorations
purulentes, et beaucoup de laboratoires n'utilisent pas les milieux de culture
spécifiques des légionelles en diagnostic de routine. La durée de survie (ou de
cultivabilité) des Iégionelles dans les sécrétions respiratoires semble courte. La mise
en culture des prélevements doit donc étre rapide, précédée éventuellement d'un
prétraitement thermique ou acide qui améliore la sélectivité. La sensibilité de la
technique varierait entre 20 et 80% suivant les auteurs. La coculture des
prélevements avec des amibes axéniques peut permettre d'isoler des légionelles
dans un but diagnostic (La Scola et al. 2001b). Les légionelles peuvent aussi étre
isolées a partir du tissu pulmonaire, de lavages broncho-alvéolaires ou d'aspirations
bronchiques. La détection par culture a partir de prélevements extra-pulmonaires a

aussi été rapportée lors d'atteintes cardiaques, digestives, rénales et cutanées.

[-2.2.2. Immunofluorescence directe

La technique présente I'avantage d'étre rapide, pouvant apporter une réponse
dans des cas d'urgence. Cependant sa mise en ceuvre nécessite un personnel trés
qualifié, habitué a interpréter les images observées. Elle est réalisée sur les mémes
types de prélévements que ceux utilisés pour la culture, avec les mémes limitations

(pas d'expectorations chez certains patients). L'utilisation d'anticorps monoclonaux
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est préférable a celle d'anticorps polyclonaux car elle diminue le risque de faux

positifs. La sensibilité se situe entre 25 et 50%, la spécificité est d'environ 65%.

[-2.2.3. Détection des antigénes urinaires

Approximativement 80% des patients atteints de Iégionellose excrétent des
antigénes solubles de Legionella dans leurs urines pendant le déroulement de
l'infection. Ces antigénes sont détectables par méthode immuno-enzymatique
(ELISA avec anticorps anti-LPS), radio-immunologique (RIA), ou par agglutination au
latex. Il existe des réactions croisées avec les sérogroupes 4, 5 et 10 mais seule L.
pneumophila sérogroupe 1 est détectée en routine. La concentration des urines par
ébullition ou ultrafiltration augmente la sensibilité qui se trouve habituellement aux
alentours de 50% (spécificité : 99%). Les urines peuvent étre conservées plusieurs
mois a +4°C, ou congelées a —70°C pour une détection rétrospective des antigenes.
Les avantages de cette méthode sont évidents : facilité de prélévement des urines et
rapidité du résultat. Mais elle a aussi des inconvénients : cinétique d'apparition et de
disparition des antigénes variable suivant les patients pouvant conduire a de faux
négatifs (apparition retardée) ou de faux positifs (excrétion prolongée), limitation a la
détection d'antigénes issus de L. pneumophila sérogroupe 1. La découverte récente
de nouveaux antigénes urinaires pourrait permettre la mise au point de tests de

détection plus sensibles et plus spécifiques (Kim et al. 2003).

I-2.2.4. Diagnostic sérologique : Immunofluorescence indirecte

C'est le test le plus utilisé pour le diagnostic. Il a été démontré récemment qu'il
est plus sensible que certains tests ELISA (Malan et al. 2003). Les anticorps détectés
par la réaction d'immunofluorescence indirecte sont en majorité dirigés contre le
LPS. La cinétique d'apparition et la proportion des difféerents types
d'immunoglobulines produites par les patients sont variables. Des cas d'absence de
séroconversion malgré une légionellose avérée ont été rapportés, ainsi que des cas
de séroconversion chez des patients transplantés, malgré I'absence de
symptomatologie. La technique permet une détection des immunoglobulines totales,
qui apparaissent le plus souvent une semaine aprés l'infection et dont le pic est
maximal au bout de 3 a 4 semaines. De nombreuses réactions croisées ont été

décrites avec les mycobactéries, les leptospires, Chlamydia, Mycoplasma,
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Citrobacter, Campylobacter, et Coxiella burnetii. Ces réactions croisées ont
également lieu entre les différents sérogroupes et entre les différentes espéces de

Legionella.

[-2.2.5. Amplification génique

Les techniques de PCR déja décrites ci-dessus pour la détection
environnementale des légionelles sont également applicables au diagnostic clinique.
Les avantages sont une rapidité de réponse diagnostique et une limite de détection
basse. Les inconvénients sont la présence possible d'inhibiteurs de PCR pouvant
conduire a un résultat faussement négatif, et le risque de contamination pouvant

mener a de faux positifs.

1-2.3. Typage

Le typage des especes et des souches de légionelles isolées de I'environnement et
chez les patients infectés est essentiel. Dans un contexte clinique et épidémiologique
il permet de retracer l'origine de l'infection et d'isoler des souches virulentes. Dans un
contexte environnemental il doit permettre de mieux comprendre la colonisation de
certaines niches écologiques par certaines espéces et certaines souches. L'équipe
du Centre National de Référence des Légionelles (Lyon) a ainsi mis en évidence la
distribution endémique d'une méme souche de L. pneumophila sérogroupe 1 en
France. Cette souche, isolée a l'origine a Paris (Lawrence et al. 1999b), est
responsable de 12,2% des cas de légionelloses en France, aussi bien d'origine
communautaire que nosocomiale (Aurell et al. 2003). Elle serait aussi largement
représentée dans d'autres pays européens. Les souches typées sont essentiellement
d'origine clinique, on ne connait donc pas l'importance de la distribution de cette
souche dans l'environnement. Les raisons de cette prévalence importante restent a
élucider et apporteront sans doute une meilleure compréhension de I'écologie de L.

pneumophila.
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[-2.3.1. Discrimination des espéces et des sous-groupes

I-2.3.1.a. Protéines totales et acides gras cellulaires

L'extraction des protéines totales suivie d'une migration en gel SDS-Page et
d'une analyse informatique des profils permet de distinguer la plupart des espéces
(Verissimo et al. 1996). L'extraction des éthers d'acides gras cellulaires par
saponification et méthylation est suivie d'une analyse par chromatographie gazeuse
couplée a un détecteur a ionisation de flamme. Elle permet de distinguer les especes

du genre Legionella (Diogo et al. 1999).

1-2.3.1.b. Polymorphisme des séquences des genes mip, rpoB et dotA

L'amplification de tout ou partie des génes mip et rpoB (codant pour I'ARN
polymerase) suivie d'un séquengage ou d'une digestion par des enzymes de
restriction (RFLP) permet de distinguer les espéces du genre Legionella (Ratcliff et
al. 1998; Ko et al. 2003). L'analyse des variations de séquence des genes rpoB et
dotA a par ailleurs permis de distinguer les différentes sous-populations clonales de
L. pneumophila et de mettre en évidence des transferts génétiques qui ont sans
doute joué un role important dans I'évolution de I'espéce (transfert des génes codant
pour les antigénes de surface déterminant l'appartenance au sérogroupe 1)
(Bumbaugh et al. 2002; Ko et al. 2002).

1-2.3.1.c. Polymorphisme de longueur de l'espace intergénique de I'ADN de
transfert (ADNt)

Cette technique est basée sur une amplification des espaces intergéniques de
I'ADNt a 'aide d’amorces consensus marquées par un fluorochrome. Les séquences
ne varient parfois que de quelques paires de bases d'une espéce a l'autre. On
effectue donc une électrophorése sur gel de polyacrylamide et un séquenceur
détectera de maniere continue et précise les variations d'intensité de fluorescence en
sortie du gel de migration. L'analyse des courbes densitométriques obtenues grace a
un logiciel informatique permet une résolution, une reproductibilité et une rapidité

d'exécution satisfaisantes (De Gheldre et al. 2001).
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[-2.3.2. Discrimination des souches

1-2.3.2.a. Mobilité électrophorétique des enzymes (Selander et al. 1985)

Dans cette technique un certain nombre d'enzymes métaboliques sont
sélectionnées et on observe leur mobilité électrophorétique. Les variations alléliques
des génes correspondants se traduisent par des substitutions d'acides aminés qui
modifient la charge globale des protéines et donc le profil électrophorétique. Les
enzymes sont détectées grace a des substrats spécifiques. Cette méthode est peu
utilisée aujourd’hui car son pouvoir discriminant est insuffisant pour les études

épidémiologiques

1-2.3.2.b. Sérotypage

Le sérotypage est un outil classique utilisé en diagnostic. Un certain nombre
de kits commerciaux permettent de savoir si la bactérie appartient au genre
Legionella, et, si c’'est une L. pneumophila, a quel sérogroupe elle appartient. Ces
réactions ont permis de démontrer que le sérogroupe 1 de l'espéce L. pneumophila
est majoritairement impliqué dans les infections en Europe (Joseph 2002). Par
ailleurs, des anticorps monoclonaux ciblant des épitopes associés au LPS de L.
pneumophila sérogroupe 1 permettent de subdiviser ce sérogroupe en plusieurs
sous-groupes monoclonaux (Helbig et al. 2002). Certains épitopes sont fréquemment
retrouvés chez les souches virulentes. MAb 3/1 serait associé avec une
hydrophobicité plus importante des souches, permettant une meilleure survie dans
les aérosols. Les souches porteuses de cet épitope sont souvent retrouvées dans les
cas de légionelloses communautaires. Dans le cas des légionelloses nosocomiales
on retrouve des souches par ailleurs peu virulentes chez le patient en bonne santé :

les patients hospitalisés constituent en effet une population plus sensible.

1-2.3.2.c. ADN ribosomal

Des techniques basées sur le polymorphisme des séquences d'ADN 16S et
23S et des séquences intergéniques 16S et 23S ont été développées, permettant de
distinguer les différentes espéces de Iégionelles et les souches de L. pneumophila

sérogroupe 1. Le ribotypage consiste a digérer I'ADN total grace a une enzyme de

57



Chapitre | — Introduction : Legionella pneumophila

restriction a sites fréquents (EcoRI par exemple), a le faire migrer et a le transférer
sur membrane ou il sera hybridé avec la séquence d'ARNr 16S d'E. coli marquée au
phosphore 32 (sonde). La séquence d'ADN 16S présentant des /loci hypervariables,
les profils de digestion seront différents suivant les espéces (Van Belkum et al.
1996). L'utilisation simultanée de plusieurs sondes d'origines ribosomale et non
ribosomale peut permettre une discrimination des souches de L. pneumophila
sérogroupe 1 (Saunders et al. 1991). Les séquences intergéniques sont encore plus
variables que I'ADN 16 ou 23S car, ne codant pour aucune fonction elles ne sont pas
soumises aux pressions de sélection. Par ailleurs, la longueur de ces séquences
peut varier d'un opéron ribosomal a l'autre (une méme espéce bactérienne peut
posséder jusqu'a 10 opérons ribosomaux). Des amorces universelles ciblant des
séquences conservées des ADN 16S et 23S permettent ['amplification.
L'amplification peut étre suivie d'une digestion par une enzyme de restriction afin
d'obtenir des profils encore plus spécifiques (Hookey et al. 1995; Fry et al. 1998;
Riffard et al. 1998b). Ces techniques ne présentent pas toujours un pouvoir
discriminant suffisant pour distinguer les souches d'une méme espéce (Castellani
Pastoris et al. 1997).

1-2.3.2.d. Amplification aléatoire du chromosome : Arbitrarily Primed PCR (AP-
PCR) et Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Ces techniques consistent a utiliser des amorces ciblant des séquences
consensus répétitives intergéniques. La longueur des amorces utilisées varie de 10 a
30 nucléotides, la différence entre AP-PCR et RAPD n'est pas trés claire dans la
littérature. Elles présentent un haut pouvoir discriminant a condition d'utiliser
plusieurs amorces aléatoires simultanément (Lo Presti et al. 1998; Lawrence et al.
1999b). Elles sont trés simples a mettre en ceuvre : extraction de I'ADN suivie d'une
PCR et d'une migration. Cependant la reproductibilité est médiocre, sans doute a
cause du caractére aléatoire de I'hybridation qui est tres sensible a la moindre
variation dans les conditions expérimentales. Elles sont donc réservées a une

utilisation intra-laboratoire, en prenant la précaution de normaliser les réactifs utilisés.
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1-2.3.2.e. Polymorphisme de longueur des fragments amplifiés : Amplified
Fragment Length Polymorphism (AFLP) et Infrequent Restriction Site PCR (IRS-
PCR)

Ce sont actuellement, avec I'électrophorese en champs pulsés (PFGE), les
techniques de référence pour le typage des souches de Legionellae. Elles présentent
un pouvoir discriminant trés élevé, comparable a la PFGE (décrite ci-dessous), mais
sont nettement plus simples et plus économiques a mettre en oceuvre. L'AFLP
comporte une étape de digestion par une ou plusieurs enzymes de restriction
spécifigues de I'ADN génomique, suivie d'une PCR grace a des amorces
complémentaires des adaptateurs greffés aux sites de coupure. Les amorces
peuvent étre choisies pour étre entierement complémentaires des adaptateurs : tous
les fragments coupés sont alors amplifiés, mais la stringence peut aussi étre
augmentée en ajoutant quelques nucléotides en 3' de I'amorce. L'IRS-PCR repose
sur le méme principe, mais on utilise une enzyme a site de coupure rare (Xbal) et
une enzyme a site de coupure fréquent (Pstl). Les primers peuvent étre marqués
avec une molécule fluorescente, permettant I'analyse des fragments avec un
séquenceur automatique. Une migration classique sur gel suivie d'une coloration au
bromure d'éthidium peut aussi étre réalisée. Les deux techniques ont été utilisées
avec succes lors d'enquétes épidémiologiques (Riffard et al. 1998a; Jonas et al.
2000). L'AFLP est la méthode de référence utilisée par le Groupe de Travail

Européen sur les Infections a Légionelles (EWGLI) (Fry et al. 2000).

1-2.3.2.1. Electrophorese en champ pulsé (PFGE)

Cette technique offre un pouvoir discriminant trés élevé associé a une trés
bonne reproductibilité, mais sa mise en ceuvre est colteuse. Elle repose sur une
digestion de I'ADN par des enzymes de restriction en 10 a 30 fragments, suivie d'une
migration en gel d'agarose; le champ électrique est délivré en alternance par 3
groupes d'électrodes formant un hexagone. Cette technique a été utilisée avec
succés dans de nombreuses études (Castellani Pastoris et al. 1997; Lawrence et al.
1999a; Rangel-Frausto et al. 1999), mais quelques travaux l'ont aussi remise en
cause : I'nypothése a notamment été formulée que la distribution des profils PFGE
obtenus au sein de sous-types antigéniques n'était pas aléatoire (Drenning et al.
2001).
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1-2.3.2.9. Séquences intergéniques : variable-number tandem repeats
(VNTRs)

Le génome comporte des séquences intergéniques de 15 a 40 paires de bases
répétées en nombres variables ("mini-satellites"). L'amplification grace a des
amorces complémentaires de ces séquences permet le typage des souches. Pourcel
et al. ont utilisé 9 primers complémentaires de différentes séquences VNTRs et sont
arrivés a une résolution comparable a celle obtenue avec la PFGE (Pourcel et al.
2003). Par ailleurs le séquencage systématique de certaines de ces séquences
hypervariables pourrait apporter de nouvelles informations concernant la phylogénie

des légionelles.

I1-2.3.2.h. Analyse de séquences

La technique du Multi Locus Sequence Typing (MLST) consiste a sélectionner 7
"génes de ménage" codant pour des enzymes dont I'activité est essentielle pour la
survie des bactéries. Ces génes sont séquencés en partie et les variations de
séquences observées permettent la construction de dendogrammes. Cette technique
est utile pour la visualisation de [I'évolution des souches sur des périodes
importantes, il peut y avoir des différences mineures (profils PFGE) entre des isolats
identiques en MLST (Noller et al. 2003). Pour certaines espéces (Vibrio cholerae) la
technique semble avoir un meilleur pouvoir discriminant que la PFGE (Kotetishvili et
al. 2003).

I-3. ECOLOGIE DE LEGIONELLA PNEUMOPHILA

1-3.1. Besoins nutritifs

Bien que les besoins soient différents selon les espéces et les souches,
l'arginine, la cystéine, la méthionine, la sérine, la thréonine et la valine sont
nécessaires a tous les isolats, alors que d'autres souches nécessiteront en plus de la
leucine, de l'isoleucine, de la phénylalanine et de la tyrosine pour leur croissance
(George et al. 1980). Dans un milieu chimiquement défini, la concentration en acides
aminés nécessaire a la croissance des légionelles est de 0,01% sauf pour la sérine
(0,1%) et la cystéine (0,05%) (Pine et al. 1979). Dans le milieu BCYE liquide le
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meilleur taux de croissance de L. pneumophila est obtenu avec une concentration de
L-cystéine de 100 ug/mL. La proline, le glutamate et le glutathion sont aussi capables
de stimuler la croissance de certaines souches (Ristroph et al. 1981). Le fer est un
élément essentiel pour la virulence et la croissance extra- et intracellulaire des
légionelles (James et al. 1995; Hickey et al. 1997). Il est utilisé comme cofacteur
d'enzymes (aconitase, superoxyde dismutase, ...). En regle générale, les bactéries
Gram - ont besoin de 0,3 a 1,8 uM de fer pour leur croissance (James et al. 1995)
tandis que L. pneumophila requiert 3 a 13 uyM (Johnson et al. 1991). De faibles
quantités (1 mg/L) de magnésium, zinc et vanadium stimulent la croissance des
Iégionelles en milieu liquide (Reeves et al. 1981) et de fortes concentrations (10-100
mg/L) de cuivre, manganése et zinc sont toxiques (States ef al. 1985). Des souches
de L. pneumophila cultivées sur milieux synthétiques riches accumulent des réserves
nutritives sous forme de granules intracytoplasmiques de polyhydroxybutyrate (PHB),
qui sont ensuite consommés durant l'incubation des bactéries en milieu pauvre (eau
du robinet). La cultivabilité semble liée aux réserves de PHB : quand celles-ci
disparaissent, la cultivabilité décroit rapidement (James et al. 1999). L'équipe de
Inoue et al. suggére que durant sa croissance L. pneumophila pourrait produire du
soufre, qui a un effet bactéricide et qui entrainerait un ralentissement de la
croissance. Le charbon actif ajouté au milieu BCYE permettrait la fixation de ce

soufre et donc une meilleure croissance des légionelles (Inoue et al. 2002).

I1-3.2. Présence dans I'environnement

Les légionelles sont des bactéries ubiquitaires de I'environnement. Elles sont
retrouvées par culture a partir de 40% des préléevements réalisés dans les eaux de
surface tandis que l'utilisation d'anticorps spécifiques ou de la PCR permet une
détection dans plus de 80% des prélevements (Lye et al. 1996; Fields 1997).
L'espéce Legionella longbeachae est fréquemment isolée a partir de terreaux utilisés
pour le jardinage et serait responsable de 50% des cas de Iégionellose en Australie
(Steele et al. 1990; Surman et al. 2002). Les légionelles peuvent survivre dans I'eau
dans des gammes de températures de 4 a 60°C, entre des pH de 5,0 a 8,5, avec une
concentration de plus de 3% de NaCl et une concentration en oxygéne dissous de
0,2 a 15 ppm (Nguyen et al. 1991). L. pneumophila est capable de croitre entre 20°C

et 42°C, avec une température optimale a 35°C, et ne se multiplie qu'en présence

61



Chapitre | — Introduction : Legionella pneumophila

d'hétes eucaryotes ou au sein de biofilms complexes (Surman et al. 2002). Les
systémes hydriques artificiels dans lesquels les Iégionelles ont été isolées sont
nombreux et variés : réseaux internes de distribution d'eau avec une prédilection
pour les chauffe-eau (Wadowsky et al. 1982; Stout et al. 1985; Alary et al. 1992; Lin
et al. 1998), bains bouillonnants (Luttichau et al. 1998), piscines thermales
(Miyamoto et al. 1997a), systémes de climatisation et tours aéro-réfrigérantes
(Gorman et al. 1985; Castellani Pastoris et al. 1997; Brown et al. 1999; Ishimatsu et
al. 2001), fontaines décoratives (Heng et al. 1997), systémes d'arrosage,
équipements de thérapie respiratoire et dentaire (Yu 1993; Atlas et al. 1995; Zanetti
et al. 2000), ... Des études menées en France en 2000 sur la prévalence des
Legionella dans les réseaux d’eau des établissements recevant du public et des
établissements de santé ont montré que 42% avaient au moins une analyse positive,
avec 16% des résultats d'analyses supérieurs a 10° UFC/L. De méme, une enquéte
menée sur 70 tours aéro-réfrigérantes a Paris entre 1995 et 1999 par le Laboratoire
d'Hygiéne de la Ville de Paris a mis en évidence que 75% des équipements contrélés
présentaient des concentrations égales ou supérieures a 100 UFC/L (20% entre 102
et 10° UFCI/L, 30% entre 10° et 10° UFC/L et 25% supérieurs a 10° UFC/L) (CSHP
2001).

1-3.3. Interactions connues avec d'autres espéces bactériennes

Il a été décrit dans la littérature un certain nombre d'interactions avec d'autres
espéeces bactériennes qui potentialiseraient ou au contraire inhiberaient la croissance
(Tab. V).

1-3.3.1. Inhibition

L'inhibition peut étre due a la synthése d'un métabolite bactéricide et/ou
bactériostatique (amensalisme), a la consommation d'un nutriment nécessaire a la
légionelle (compétition) ou encore a une activité prédatrice vis-a-vis de la légionelle

(parasitisme).
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Tableau IV : Interactions connues des légionelles avec d'autres espéces procaryotes

Organismes

Type d'interaction

Référence

Cyanobactéries Fisherella spp.
Oscillatoria spp.

Phormidium spp.

Bactéries Acinetobacter spp.
Aeromonas spp.
Alcaligenes spp.

Bacillus spp.

Bdellovibrio bacteriovorus
Brevundimonas vesicularis
Brevundimonas vesicularis
Citrobacter spp.
Enterobacter spp.
Escherichia spp.
Flavobacterium breve
Flavobacterium spp.
Klebsiella pneumoniae
Proteus spp.
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas spp.
Salmonella spp.

Serratia spp.
Staphylococcus aureus
Staphylococcus saprophyticus
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus spp.

Vibrio fluvialis

association
association

association

synergie
inhibition
synergie
inhibition
parasitisme
synergie
inhibition
inhibition
inhibition
inhibition
synergie
synergie
inhibition
inhibition
synergie
inhibition
synergie
inhibition
inhibition
inhibition
inhibition
inhibition
inhibition

inhibition?

(Tison et al. 1980)
(Tison et al. 1980)
(Tison et al. 1980)

(Lee et al. 1991)
(Gomez-Lus et al. 1993)
(Lee et al. 1991)
(Carrington 1979)
(Tomov et al. 1982)
(Koide et al. 1989)
(Toze et al. 1990)
(Gomez-Lus et al. 1993)
(Gomez-Lus et al. 1993)
(Gomez-Lus et al. 1993)
(Grimm 2000)
(Stout et al. 1985)
(Gomez-Lus et al. 1993)
(Gomez-Lus et al. 1993)
(Fliermans 1996)
(Rowbotham 1986)
(Stout et al. 1985)
(Gomez-Lus et al. 1993)
(Gomez-Lus et al. 1993)
(Carrington 1979)
(Flesher et al. 1980)
(Carrington 1979)
(Flesher et al. 1980)
(Toze et al. 1990)

@ Excepté L. pneumophila
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1-3.3.1.a. Inhibition par compétition ou bactéricidie

Toze et al. (Toze et al. 1990) ont isolé 100 espéces bactériennes a partir de
différents réseaux d'eau potable et ont déterminé leur capacité a inhiber la
croissance de plusieurs espéces de légionelles sur gélose BCYE standard ou sur
gélose UNBCYE sans L-cystéine ni alpha-cétoglutarate et seulement 0,001% de fer
(contre 0,025% en BCYE). Sur les 100 espéces testées, 15 a 30% étaient inhibitrices
de la croissance d'une des espéces de légionelles, six parmi elles étaient des
Gram+. Les dix especes appartenant au genre Aeromonas ainsi qu'un
Brevundimonas vesicularis étaient inhibiteurs pour toutes les espéces, tandis qu'un
Vibrio fluvialis inhibait toutes les légionelles sauf L. pneumophila. De maniére
surprenante, deux espéces qui n'ont pas pu étre identifiées étaient inhibitrices sur
BCYE, alors qu'elles étaient potentialisatrices sur UNBCYE : les auteurs formulent
I'nypothése que ces deux espéces ont besoin de L-cystéine pour synthétiser un
métabolite inhibiteur. Des études fondées sur les mémes expérimentations ont
montré que Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pneumoniae, Bacillus spp. et les streptocoques du groupe viridans étaient capables
d'inhiber la croissance de L. pneumophila (Carrington 1979). Zanetti a mis en
évidence une corrélation inverse entre la quantité de bactéries hétérotrophes (P.
aeruginosa en majorité) et celle de L. pneumophila dans les circuits d'eau des
équipements de dentiste (Zanetti et al. 2000).

1-3.3.1.b. Parasitisme

Le seul parasite identifi€¢ des Iégionelles est l'espéce Bdellovibrio
bacteriovorus (Tomov et al. 1982). Cette bactérie est présente dans les sols et les
eaux contaminées. Différentes espéces bactériennes peuvent étre parasitées:
Escherichia coli (Jackson et al. 1992), Salmonella (Fratamico et al. 1996), ... Aprés
attachement et pénétration dans la bactérie cible, elle se multiplie lentement entre la
paroi et la membrane cytoplasmique ("bdellokyste"), et finit par étre libérée dans
I'environnement par éclatement de la cellule parasitée. Une étude menée par
Richardson a prouvé que des Bdellovibrio présents dans les réseaux d'eau sont

capables de parasiter les Iégionelles (Richardson 1990). Par ailleurs I'auteur rapporte
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d'autres études dans lesquelles il a été démontré que les Bdellovibrio présentent un

chimiotactisme vis-a-vis du fer et de la cystéine.

[-3.3.2. Potentialisation

1-3.3.2.a. Bactéries

Les espéeces décrites comme potentialisant la croissance des légionelles ont
aussi été découvertes grace a des essais de coculture sur gélose BCYE sans L-
cystéine. De petites colonies de légionelles apparaissent autour des colonies de
I'espéce potentialisatrice ("satellitisme"). Une souche de Flavobacterium breve,
isolée a partir d'un ballon d'eau chaude contaminé par L. pneumophila, a permis la
croissance de plusieurs espéces de légionelles sur gélose UNBCYE (Wadowsky et
al. 1983). Des espéces appartenant a ce genre bactérien sont d'ailleurs capables de
synthétiser la L-cystéine (Muller et al. 1996). Une étude semblable menée par Stout
et al. a permis de mettre en évidence un satellitisme autour de bactéries appartenant
aux genres Flavobacterium, Pseudomonas, Alcaligenes et Acinetobacter et des
especes non identifiées. Par ailleurs les auteurs ont fait un essai de coculture L.
pneumophila + Pseudomonas spp. en bouillon nutritif ne contenant pas de L-cystéine
ou d'alpha-cétoglutarate. lls ont pu observer une croissance de L. pneumophila
conjointement a celle du Pseudomonas, suivie d'une diminution de la quantité de
légionelles, alors que seule dans le milieu nutritif la Iégionelle décroit trés rapidement
(Stout et al. 1985). L'espéce Brevundimonas vesicularis (souche environnementale
et souche ATCC11426) a aussi été décrite comme permettant la croissance
satellitaire de L. pneumophila sur milieu UNBCYE (Koide et al. 1989). Curieusement,
dans leur étude décrite ci-dessus Toze et al. ont rapporté cette méme espece
comme étant inhibitrice de la croissance de plusieurs espéces de légionelles, y
compris L. pneumophila, aussi bien sur BCYE que sur UNBCYE. Le caractére
inhibiteur/potentialisateur pourrait étre dépendant des souches en présence, ainsi
que du nombre de repiquages sur milieu synthétique avant le test de co-incubation
(Wadowsky et al. 1985). Des essais ont été menés par I'équipe de Surman pour
essayer de prouver que L. pneumophila peut se multiplier dans les réseaux en
I'absence de protozoaires. Les auteurs ont inoculé un circuit de recirculation d'eau

contenant un biofilm composé notamment de Pseudomonas, Flavobacterium,
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Methylobacterium, Acinetobacter et Alcaligenes spp., avec une souche de L.
pneumophila dérivée de la souche virulente Corby mais incapable de se multiplier
dans les cellules eucaryotes (Surman et al. 2002). Par ailleurs, afin de s'assurer de
I'absence de protozoaires dans leur systéme ils y ont ajouté du cycloheximide,
poison connu pour inhiber la division des eucaryotes sans effet notable sur les
procaryotes. lls ont pu observer une légére croissance des Iégionelles planctoniques
et des légionelles du biofilm aprés ajout de cycloheximide, suivie d'une persistance
des légionelles pendant plusieurs jours. La conclusion donnée est que «la croissance
intracellulaire n'est pas essentielle pour la prolifération des Legionella au sein d'une
communauté complexe de micro-organismes». Des essais semblables menés par
Murga et al. avec des biofilms beaucoup plus simples puisque composés de 3
espéces bactériennes seulement (P. aeruginosa, K. pneumoniae et un
Flavobacterium spp.), ont montré que L. pneumophila était incapable de se multiplier
dans le biofilm en I'absence d'amibe mais qu'elle pouvait y persister a I'état viable

durant des périodes importantes (Murga et al. 2001).

1-3.3.2.b. Cyanobactéries

Des cyanobactéries appartenant aux genres Fisherella spp., Oscillatoria spp.
et Phormidium spp. sont capables de fournir les nutriments nécessaires a la
croissance extracellulaire des légionelles dans I'environnement (Tison et al. 1980).
Par ailleurs, les Iégionelles en suspension dans un surnageant de culture de
Fisherella spp. survivent mieux dans les aérosols que si elles sont en suspension
dans un tampon salin (Berendt 1981). La dialyse du surnageant entraine une
disparition de cet effet stabilisateur, les molécules impliquées seraient donc de faible
poids moléculaire. Enfin, il a été démontré que L. pneumophila adhére de maniére
non spécifique a Fisherella spp., ce qui lui permettrait de rester a proximité de cette
source de nutriments (Bohach et al. 1983). Cette association avec les cyanobactéries
peut avoir une grande importance écologique dans les environnements naturels car
celles-ci sont capables de proliférer en grandes quantités ("blooms") dans les
bassins d'eau stagnante, libérant ainsi de grandes quantités de métabolites

potentiellement utilisables par les Iégionelles.
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I-3.4. Interactions connues avec des espéces eucaryotes

De nombreuses especes de protozoaires peuvent servir d'hote aux

légionelles. Une revue attentive de la littérature nous a permis d'en dénombrer 24

(Tab. V), liste qui se verra sans doute allongée dans les années qui viennent.

Tableau V : Interactions connues des Iégionelles avec des espéces eucaryotes

Organismes

Référence

Algues vertes

(association)

Amibes

Ciliés

Chilorella spp.
Gleocystis spp.

Scenedesmus spp.

Acanthamoeba castellanii
Acanthamoeba culbertsoni
Acanthamoeba griffini
Acanthamoeba lenticulata
Acanthamoeba palestinensis
Acanthamoeba royreba
Acanthamoeba polyphaga
Dictyostelium discoideum
Echinamoeba exudans
Hartmannella cantabrigiensis
Hartmannella vermiformis
Naegleria australiensis
Naegleria fowleri
Naegleria jadini

Naegleria lovaniensis
Naegleria gruberi
Platyamoeba placida
Saccamoeba spp
Vahlkampfia jugosa
Vexillifera spp.

Willaertia

Cyclidium spp.
Tetrahymena pyriformis

Tetrahymena vorax

(Steinert 1996)
(Steinert 1996)
(Steinert 1996)

(Holden et al. 1984)
(Fields 1993)
(Jaulhac et al. 1993)
(Tyndall et al. 1993)
(Anand et al. 1983)
(Tyndall et al. 1982)
(Kilvington et al. 1990)
(Hagele et al. 2000)
(Fields et al. 1990)
(Rowbotham 1986)
(Wadowsky et al. 1988)
(Harf et al. 1988)
(Newsome et al. 1985)
(Rowbotham 1980b)
(Tyndall et al. 1982)
(Rowbotham 1980b)
(Kuroki et al. 1998b)
(Rohr et al. 1998)
(Rowbotham 1986)
(Kuroki et al. 1998a)
(Molmeret 2001)

(Barbaree et al. 1986)
(Fields et al. 1984)

(Smith-Somerville et al. 1991)
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Le processus de phagocytose des bactéries permet en temps normal aux
amibes de se nourrir. Les amibes "broutent" la surface des biofilms bactériens. Dans
le cas des légionelles, ce processus peut conduire a une multiplication intracellulaire

aboutissant a la libération de nombreuses bactéries.

Beaucoup d'auteurs suggérent que les légionelles ne peuvent se répliquer
dans les réseaux qu'a l'intérieur des protozoaires et avancent que méme si les
nutriments indispensables a leur croissance peuvent étre réunis dans une méme
niche écologique, il est probable que celle-ci soit colonisée par des bactéries a
croissance rapide qui ne permettront pas le développement des légionelles (Fields et
al. 2002).

Plusieurs faits viennent supporter I'nypothese d'une croissance intracellulaire
obligatoire (d'aprés Abu Kwaik et al. (Abu Kwaik et al. 1998b)) :

e Beaucoup de protozoaires supportent la multiplication intracellulaire,

e Lors d'épidémies de légionellose, les amibes sont isolées a partir des sources
d'infection et elles supportent la croissance des légionelles (Barbaree et al.
1986; Nahapetian et al. 1991),

e Apres la croissance intraprotozoaire les légionelles sont beaucoup plus
résistantes a des conditions environnementales défavorables telles qu'une
température ou une osmolarité élevées, l'acidité, mais aussi aux traitements
chimiques de désinfection (Barker et al. 1992) et aux antibiotiques (Barker et
al. 1995),

e Les bactéries intraprotozoaires sont beaucoup plus résistantes aux
désinfections chimiques et aux biocides (Kilvington et al. 1990),

e Les Acanthamoebae peuvent sécréter des vésicules de taille respirable
contenant de nombreuses légionelles. Ces vésicules sont résistantes a des
cycles de congélation-décongélation ainsi qu'aux ultrasons et les bactéries y
sont protégées de I'action des biocides (Berk et al. 1998),

e La multiplication intra-amibienne entraine une activation de la virulence vis-a-
vis des macrophages et des cellules épithéliales. Ainsi L. pneumophila

cultivée dans A. castellanii devient 100 fois plus virulente vis-a-vis des cellules
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épithéliales et 10 fois plus vis-a-vis des macrophages que la méme souche
cultivée sur gélose (Cirillo et al. 1994),

e Brieland a montré que la particule infectieuse pouvait étre constituée par H.
vermiformis infectée par L. pneumophila, et que dans ce cas l'infection était
plus sévere que si I'on inoculait les deux espéces séparément (Brieland et al.
1997a; Brieland et al. 1997b),

e Le nombre de légionelles isolées a partir de la source d'infection étant
généralement faible, il serait compensé par une infectiosité beaucoup plus
élevée des bactéries (O'Brien et al. 1993),

e Les légionelles a I'état viable mais non cultivable peuvent étre ressuscitées
par coculture amibienne (Steinert et al. 1997),

e |l n'a jamais été rapporté de cas de contamination inter-humaine, la seule
source de contamination connue est constituée par les aérosols artificiels

produits par de nombreux dispositifs.

[-3.4.1. Amibes

Les genres amibiens dont l'interaction avec les légionelles a été étudiée en
détail sont Acanthamoeba et Hartmannella, les espéces types étant représentées par
Acanthamoeba castellanii et Hartmannella vermiformis. La multiplication dans ces
amibes est trés efficace puisqu'une seule amibe infectée peut libérer plusieurs
centaines de légionelles. Les Iégionelles sont capables de survivre dans les kystes
d'Acanthamoeba, a l'intérieur desquels elles sont protégées vis-a-vis de conditions
environnementales défavorables (Kilvington et al. 1990). Elles sont beaucoup plus
rarement retrouvées dans les kystes d'Hartmannella, dans lesquels elles sont
localisées au niveau de la paroi (Greub et al. 2003). Neumeister et al. ont rapporté
une réplication intracellulaire améliorée dans les cellules Mono Mac 6 (cellules
macrophagiques humaines) des espéces L. gormanii, L. micdadei, L. steigerwaltii, L.
longbeachae, et L. dumoffii en présence d'A. castellanii (Neumeister et al. 2000).
Cette amélioration n'est pas observée si les |égionelles proviennent directement
d’amibes infectées. Les auteurs suggeérent que des molécules sécrétées par les

amibes seraient impliquées dans ce phénoméne.

Le genre Naegleria, lui aussi trés répandu dans les eaux de surface,

comprend plusieurs especes pouvant supporter la multiplication des légionelles. Les
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autres espéces décrites appartiennent aux genres Vahlkampfia, Platyamoeba,
Saccamoeba, Vexilliferia, Echinamoeba et Willaertia. Molmeret et al. ont montré que
cette derniére espece présente la capacité de phagocyter des amibes appartenant
au genre Hartmannella, et que si celles-ci sont infectées par des l|égionelles
l'infection sera transmise a Willaertia spp. : les légionelles survivent donc aux deux

phagocytoses successives (Molmeret 2001).

1-3.4.2. Ciliés

Trois especes de ciliés peuvent étre infectées par les légionelles : Cyclidium
sp., Tetrahymena pyriformis et Tetrahymena vorax (Barbaree et al. 1986 ; Smith-
Somerville et al. 1991; Steele et al. 1996 ). Les espéces du genre Tetrahymena
semblent plutdét retrouvées dans des eaux relativement froides (tours aéro-
réfrigérantes). T. pyriformis a été décrit comme permettant la croissance a 30°C de
L. longbeachae, de L. bozemanii, et de plusieurs souches de L. anisa, alors que la
multiplication d'une souche de L. pneumophila sérogroupe 1 était beaucoup moins
efficace et que toutes les souches de L. micdadei et la souche L. anisa ATCC 35292
étaient incapables de se multiplier (Steele et al. 1996). A 35°C la croissance de L.
pneumophila (souche identique ?) dans le cilié semble plus efficace puisque la
population de légionelles augmente de 2 a 3 logarithmes en 7 jours (Fields et al.
1984). T. vorax permet la survie de L. pneumophila a 20°C dans des vacuoles de
phagocytose (Smith-Somerville et al. 1991). McNealy et al. ont montré qu'un
Tetrahymena spp. était capable de concentrer et de relarguer dans des vésicules les
Iégionelles issues d'une multiplication intra-amibienne (McNealy et al. 2002). Par
ailleurs les auteurs ont aussi montré que les légionelles présentes en quantités
beaucoup moins importantes que celles utilisées lors des tests d'invasion en
laboratoire, a une multiplicité d'infection (MOI) de 1 légionelle pour 1 000 amibes
contre quelques dizaines par amibe, sont tout aussi capables d'initier l'infection du
cilié de maniére trés efficace, et que cette infection n'est pas modifiée par la

présence d'une flore annexe importante ou par I'ajout de L. pneumophila tuées.

[-3.4.3. Dictyostelium discoideum

L'espéce Dictyostelium discoideum peut aussi servir d'hote a L. pneumophila.

Cette amibe trés particuliere se nourrit de bactéries grace a des mécanismes de
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phagocytose et de macropinocytose qui ont été largement étudiés (Rupper et al.
2001). Si les nutriments viennent a manquer, les amibes peuvent s'agréger et se
différencier en éléments pluricellulaires ("fruiting bodies") portant des spores
matures. C'est un organisme ubiquitaire du sol. Il présente un génome haploide,
donc facilement manipulable, qui de plus est séquencé. Par ailleurs on dispose de
marqueurs cellulaires et les voies de signalisation sont connues. Toutes ces raisons
en font un bon modéle pour I'étude du cycle intracellulaire de L. pneumophila
(Hagele et al. 2000; Solomon et al. 2000).

[-3.4.4. Algues vertes

Des interactions (association) ont aussi été décrites avec des algues vertes :
Chlorella spp., Gleocystis spp. et Scenedesmus spp. Il semblerait que celles-ci
sécrétent des métabolites utiles a la croissance des légionelles. Signalons que ces

algues sont notamment capables de concentrer les métaux (Lawrence et al. 1998).

1-3.5. Phages

Curieusement, aucun phage capable d'infecter L. pneumophila n'a encore été
isolé de I'environnement malgré les recherches systématiques menées par certains
auteurs (Mintz 1999).
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Il - FLORE DES RESEAUX

D'un point de vue historique, la microbiologie des réseaux de distribution d'eau
n'a principalement été étudiée que dans une perspective de santé publique. Bien que
I'eau potable soit I'un des aliments les plus surveillés, les épidémies de plus ou moins
grande ampleur dues a des pathogenes présents dans les réseaux sont récurrentes,
quel que soit le niveau d'industrialisation du pays (Schoenen 2002). Dés les années
20 il a été prouvé que la quantité de bactéries augmente durant le transport dans le
réseau de distribution, et que la qualité de I'eau dépend non seulement de la source
et du traitement de potabilisation utilisés, mais aussi du réseau de distribution lui-
méme (Olson et al. 1984). Les recherches conduites ensuite ont montré que les
coliformes sont capables de survivre a la chloration (instaurée dans les réseaux au
début du XX°™® siécle (Schoenen 2002) dans le systéme de distribution et de

recontaminer le réseau a partir de différents points d'entrée.

L'eau potable des réseaux est un systeme aquatique oligotrophique : la
croissance microbiologique est limitée par de faibles quantités de nutriments
(carbone organique assimilable, phosphore, ...). Cette croissance intervient en
grande majorité a l'interface eau-canalisation, trés peu dans l'eau circulante. La
microflore est complexe, composée de bactéries mais aussi de protozoaires, de
levures, de champignons et d’algues (Sibille 1998). Il semble aujourd'hui difficile
d'évoquer l'existence d'une flore autochtone type des réseaux de distribution d'eau
potable. D'une part il est certain que la composition de la flore varie en fonction de
nombreux criteres physiques, chimiques et biologiques. D'autre part les études
décrivant ces flores sont encore peu nombreuses comparativement a la variété
importante des parameétres qui ne sont pas constants d'un réseau a un autre. De plus
les études menées emploient différentes techniques : culture, utilisation de sondes,
PCR suivie de clonage et séquencgage, ... Ces techniques ont chacune leurs limites
et apportent des biais, conduisant a la surestimation ou au contraire a la sous-
estimation de certaines especes. Les résultats de ces études sont donc difficilement

comparables.
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lI-1. BACTERIES

1I-1.1. Groupes et genres bactériens détectés dans les réseaux d’eau
potable

[1-1.1.1. Détection par culture

Dans sa revue (Sibille 1998) Sibille fait état d'une densité de cellules
bactériennes dénombrées dans I'eau par comptage en microscopie a
épifluorescence (bactéries vivantes et mortes) variant de 10° & 10° cellules / mL, la
fraction cultivable étant inférieure a 0,5%. La densité des bactéries du biofilm
varierait entre 10° et 107 cellules / cm?, avec une fraction cultivable de 6 & 9%. Dans
cette méme revue l'auteur rapporte diverses études de la composition de la flore
bactérienne des réseaux de distribution chlorés. Les genres identifiés sont
principalement Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter, Citrobacter, Enterobacter,
Klebsiella (groupe des gamma-Proteobacteria), Flavobacterium (groupe des
Flavobacterium-Cytophaga), Bacillus, Sarcina, Staphylococcus (Firmicutes) et

Corynebacterium (Actinobacteria).

Rogers et al. ont utilisé une flore complexe provenant d'un ballon d'eau
chaude contaminé par L. pneumophila pour inoculer un circuit reproduisant un
réseau d'eau potable dans lequel ils avaient implantés différents types de supports
afin d'étudier la cinétique de formation des biofilms (Rogers et al. 1994). Les
supports les plus contaminés étaient le latex et un copolymére d'éthyléne-propyléne
suivis par le polyéthyléene et les alliages métalliques. La population bactérienne était
essentiellement constituée d’espéces appartenant aux genres Alcaligenes,
Methylobacterium (beta-Proteobacteria), Acinetobacter, Aeromonas, Klebsiella
Pseudomonas (gamma-Proteobacteria), Flavobacterium (Flavobacterium-
Cytophaga) et Actinomycetes (Actinobacteria). Les L. pneumophila dénombrées
dans les biofilms représentaient 0,25 a 5% de la flore totale en fonction du support.

La moisissure Aspergillus était aussi retrouvée.

Une étude a été menée par Tall et al. pour étudier la cinétique de colonisation
des circuits d'eau des équipements de fauteuils dentaires (Tall et al. 1995). Elle a mis
en évidence une évolution de la flore : d'abord majoritairement composée de

Pseudomonas spp. avec aussi des bactéries des genres Pasteurella, Moraxella,

73



Chapitre | — Introduction : Flore des réseaux

Aeromonas spp. (gamma-Proteobacteria) et Ochrobactrum (alpha-Proteobacteria),

elle se voyait plus tard complétée par des Flavobacterium et des Acinetobacter spp.

[1-1.1.2. Détection par des sondes ciblant I'ARNr

Les études moléculaires menées par Kalmbach et al. grace a des sondes
ciblant I'ARN ribosomal ont démontré que les bactéries appartenant a la classe des
beta-Proteobacteria étaient largement majoritaires dans quatre réseaux de
distribution différents. Ces réseaux étaient alimentés par des eaux de surface ou des
eaux souterraines qui avaient subit différents traitements de potabilisation (Kalmbach
et al. 1997; Kalmbach et al. 2000). Aprés 35 a 70 jours d’exposition, environ 50% des
bactéries marquées au 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) étaient hybridées avec
la sonde universelle EUB338. 34 a 36% étaient hybridées avec la sonde Bet42a
spécifique des beta-Proteobacteria et 2 a 6% avec la sonde Gam42a spécifique des
gamma-Proteobacteria. Les pourcentages de bactéries hybridées avec la sonde
Alf1b spécifique des alpha-Proteobacteria étaient de 11, 5 et 3% aprés 35, 56 et 70
jours d’exposition. Ces études ont conduit a la définition par I'auteur d'un nouveau
genre bactérien : Aquabacterium, et de trois especes : A. citratiphilum, A. parvum et
A. commune. Le genre Aquabacterium était trés largement représenté parmi les
beta-Proteobacteria, I'espece A. commune représentant 30 a 50% de la flore totale
dans les quatre réseaux étudiés. Cette répartition restait relativement constante quel
que soit le type de support utilisé pour prélever les biofilms (verre, polyéthyléne de
haute ou de basse densité, polychlorure de vinyle), et variait peu au cours du temps.
Les auteurs n'ont pu observer des Iégionelles révélées par la sonde LEG705 que
dans des protozoaires broutant la surface des biofiims. Le signal fluorescent était

important, signe d'une activité métabolique importante des bactéries.

Une étude menée par Schwartz et al. (Schwartz et al. 1998) sur des biofilms
prélevés dans des réseaux de distribution d'eau potabilisée par filtration a mis en
évidence une composition des biofiims Iégérement différente. Les beta-
Proteobacteria étaient toujours nombreuses et généralement majoritaires : 35 a 70%
des bactéries marquées au DAPIl. En revanche, les gamma-Proteobacteria
représentaient aussi une part importante de la flore : 10 a 40% des cellules
marquées au DAPI. Les alpha-Proteobacteria représentaient 4 a 23 % des cellules.

L’hybridation avec la sonde universelle EUB338 n’a pas été réalisée. L'influence du
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support utilisé pour le développement des biofilms était plus marquée que dans
I'étude de Kalmbach et al. Cependant les résultats sont difficlement comparables car
les biofilms étaient prélevés apres seulement quatre jours d’exposition. En effet, au-
dela de sept jours d’incubation les auteurs observaient une diminution importante de
I'efficacité de I'’hybridation. Les auteurs rapportent une proportion de |égionelles
détectées par la sonde LEG705 atteignant jusqu'a 7% de la flore totale dans certains

biofilms.

[1-1.1.3. Détection par analyse de I'ADN

Une technique couramment utilisée pour analyser la composition de flores
microbiennes complexes consiste a construire des librairies de clones dans lesquels
ont été insérés des fragments d'’ADN 16S amplifiés a partir d'extraits d'ADN totaux.
En utilisant cette technique, Schmeisser et al. ont pu mettre en évidence une large
prédominance des bactéries appartenant au groupe des Proteobacteria dans des
biofilms issus de réseaux d'eau potable (Schmeisser et al. 2003). Sur 81 clones
différents analysés, 23, 29, 15 et 3% appartenaient aux a-, B-, y-, et ©o-
Proteobacteria, respectivement. Par ailleurs, le clonage aléatoire et le séquengage
de 2 500 inserts de 1 a 5 kb a permis de mettre en évidence une grande diversité
des genes provenant du biofilm. De nombreux génes codant pour des fonctions
cataboliques et métaboliques ont été identifiés : genes codant pour des lipases, pour
des enzymes permettant la dégradation de composés aromatiques, pour la
dégradation ou la modification de polysaccharides, pour le catabolisme des acides
amineés, ... 2,1% des génes identifiés codaient pour des mécanismes de résistance

aux antibiotiques ou de détoxification des métaux.

La technique de T-RFLP est aussi couramment utilisée pour caractériser les
flores d'écosystémes complexes. Elle consiste en une amplification par clonage de
I'ADN 16S, suivie d'une digestion par des enzymes de restriction et d'une migration
sur gel. Martiny et al. (2003) ont utilisé cette technique couplée a un séquengage de
228 des fragments amplifiés afin d'étudier la diversité des populations des biofilms
issus d'un pilote reproduisant un réseau d’eau potable non traitée (Martiny et al.
2003). Des bactéries appartenant au genre Nitrospira ainsi qu’aux genres
Aquabacterium, Sphingomonas et Pseudomonas faisaient partie des premiéres

espéces colonisatrices. Aprés huit a neuf mois, Nitrospira représentait une part trés
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importante (78%) des espéces retrouvées dans les biofilms, puis cédait
progressivement la place a d’autres especes. Le biofilm mature (> 500 j) était
caractérisé par une grande variété d’espéces incluant notamment des Nitrospira, des

Planctomyces, des Acidobacterium et des Pseudomonas.

La méme démarche méthodologique a été adoptée par Regan et al. pour
mettre en évidence l'effet d'un traitement de I'eau potable a la chloramine (Regan et
al. 2002; Regan et al. 2003). Celle-ci introduit de I'ammoniaque dans les réseaux, qui
est utilisé par les bactéries oxydant I'ammoniaque (AOB, genres Nitrosomonas et
Nitrosospira, beta-Proteobacteria) qui produisent en retour des nitrites et des
composeés organiques solubles. La biomasse augmente, entrainant une demande
accrue en chloramine qui finit par ne plus étre présente en quantité suffisamment
importante pour empécher la croissance de bactéries oxydant les nitrites (NOB,

genres Nitrobacter et Nitrospira, alpha-Proteobacteria) et de la flore hétérotrophe.

[1-1.1.4. Utilisation conjointe de plusieurs techniques

Singh et al. ont utilisé trois techniques différentes pour caractériser une flore
provenant des équipements d'un fauteuil de dentiste : la culture sur gélose,
I'nybridation avec des sondes ARNr et I'amplification suivie du clonage et du
séquencage de I'ADNr 16S (Singh et al. 2003). La technique de séquengage s'est
révélée la plus efficace : elle a permis de mettre en évidence une grande diversité,
avec des especes appartenant essentiellement aux classes des alpha-, beta- et
gamma- Proteobacteria. Les genres les plus fréquents étaient Leptospira (20%,
Sphingomonas (14%), Bacillus (7%), Escherichia (6%), Geobacter (5%) et
Pseudomonas (5%). Les légionelles représentaient 3% des clones. La technique
FISH n'a pas permis de mettre en évidence les alpha-Proteobacteria, tandis que la

culture sur gélose R2A a occulté les beta-Proteobacteria.

1I-1.2. Espéces pathogénes pour ’lHomme détectées dans les réseaux
d'eau potable, d'aprés (Leclerc et al., 2002, Theron et al., 2002 et
Szewzyk et al., 2000)

Parmi les espéces connues depuis longtemps comme pouvant étre a l'origine

d'épidémies ou d'infections sporadiques transmises par I'eau potable, certaines sont
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maitrisées grace aux traitements de potabilisation mis en ceuvre dans les pays
industrialisés et ne sont donc plus que rarement isolées au cours d'épidémies : c'est
le cas pour les bactéries des genres Salmonella, Vibrio et Shigella. Entre 1991 et
2000 le nombre d'épidémies détectées liées a la consommation d'eau potable aux
Etats-Unis a été de 3 pour Salmonella, 1 pour Vibrio cholerae et 5 pour Shigella
(Moore et al. 1993; Kramer et al. 1996; Levy et al. 1998; Barwick et al. 2000; Lee et
al. 2002). Dans le cas de ce dernier genre, il semblerait que I'espéce Shigella
dysenteriae, responsable des épidémies de dysenterie, ne soit plus retrouvée dans
les réseaux, tandis que l'espéce Shigella sonnei reste impliquée dans des épidémies

sporadiques de gastro-entérites.

Les especes dites "émergentes" n'ont été isolées que récemment en
pathologie humaine. Leur émergence correspond a celle de nouvelles populations
sensibles : immuno-déprimés, nombreuses personnes agées grace a I'augmentation
de I'espérance de vie, ... Elle a aussi été favorisée par I'apparition de nouveaux lieux
potentiels de prolifération et bien souvent les pathogénes responsables n’ont pu étre

détectés que récemment grace a la mise au point de nouvelles techniques.

[1-1.2.1. Gamma-Proteobacteria

Les bactéries appartenant au genre Pseudomonas sont capables de se
développer dans des environnements oligotrophes et peuvent donc proliférer dans
les réseaux de distribution. Elles sont impliquées dans 10 a 20% des infections
nosocomiales a cause de leur résistance aux antibiotiques et aux traitements de
désinfection, mais sont considérées comme peu pathogénes chez I'adulte sain. Une
colonisation importante de l'eau par certaines espéces (P. fluorescens, P. putida)
peut aboutir a des probléemes de gouat et d'odeur, sans risque pour les
consommateurs. L'espéce la plus fréquemment impliquée dans les infections
humaines est P. aeruginosa. Elle peut survivre trés longtemps dans l'eau a
température ambiante et a la capacité de former des biofilms. D'autres espéces
proches du genre Pseudomonas : Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas
maltophilia, Ralstonia pickettii, et Sphingomonas paucimobilis peuvent étre

impliquées dans des infections transmises par I'eau potable.
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Neuf épidémies dues a des Escherichia coli entérohémorragiques transmises
par I'eau potable ont été observées aux Etats-Unis entre 1991 et 2000. Les souches
isolées appartiennent au sérogroupe 0157 et produisent la toxine vero. Les
symptomes développés par une personne infectée vont de la diarrhée légére
accompagnée de fiévre et vomissements a la diarrhée sanglante sévére
accompagnée de crampes abdominales douloureuses. Dans 10 a 15% des cas un
syndrome urémique hémolytique accompagné d’une défaillance rénale peut survenir,
avec risque de déces. Les enfants en bas age et les personnes agées sont des
sujets a risque. La dose infectieuse est treés faible (10 a 100 bactéries), les bactéries
sont capables de croitre dans une gamme de températures de 8 a 48°C et peuvent
s'adapter a des conditions de stress en développant un phénotype de résistance au
chlore (Lisle et al. 1998).

Certaines souches de Y. enterocolitica (sérotypes O3, 05, 08, et 09)
possédent des facteurs de virulence et causent des gastro-entérites chez 'Homme.
La bactérie est capable de se multiplier a des températures trés faibles (4°C) et
pourrait donc survivre tres longtemps dans l'environnement. Seulement quelques

épidémies liées a I'eau potable ont été rapportées.

Les espéces appartenant au genre Aeromonas sont ubiquitaires de
I'environnement. Elles sont sensibles au chlore, mais des bactéries peuvent
échapper au traitement et sont capables de persister et de se multiplier dans les
réseaux de distribution (Kuhn et al. 1997). Certaines souches produisent des
entérotoxines et pourraient donc étre la cause de gastro-entérites transmises par

I'eau potable.

[I-1.2.2. Epsilon-Proteobacteria

Campylobacter jejuni et Campylobacter coli sont des causes reconnues de
gastro-entérites aigués. La dose infectieuse est faible : 500 bactéries peuvent causer
la maladie, et leur présence n'est pas corrélée avec celle des indicateurs de
contamination fécale (coliformes). lls peuvent survivre quelques semaines dans une
eau a basse température, cette survie est améliorée en présence de biofiim. L'eau
potable a été mise en cause dans quelques épidémies (cinq aux Etats-Unis entre
1991 et 2000), mais la bactérie est sensible aux traitements de désinfection
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habituels. Elle est capable d'entrer dans un état viable mais non cultivable en cas de

stress.

L'infection a Helicobacter pylori semble trés répandue et associée a des
pathologies digestives : gastrite chronique active, ulceres de l'estomac et du
duodénum et cancer gastrique. La transmission est sans doute oro-fécale. La
bactérie peut exister sous deux formes : une forme végétative bacillaire et une forme
viable non cultivable coccoide. Elle semble relativement sensible aux traitements de
chloration (Johnson et al. 1997) mais elle a déja été retrouvée dans des biofilms

issus de réseaux de distribution d'eau potable (Park et al. 2001).

[1-1.2.3. Actinobacteria

Le genre Mycobacterium comprend des espéces reconnues depuis longtemps
comme pathogenes : M. tuberculosis et M. leprae, mais aussi des espéces atypiques
pouvant infecter des patients immunodéprimés : M. avium et M. intracellulare
notamment. Elles sont responsables de pneumopathies et d'infections cutanées,
parfois d'infections généralisées. Elles sont résistantes a la plupart des traitements
de désinfection : chlore, chloramines, dioxyde de chlore et ozone, et tolérent des
gammes de pH et de températures étendues (Taylor et al. 2000). Elles sont
retrouvées fréquemment dans les réseaux de distribution, a l'intérieur desquels elles

sont capables de se multiplier (Falkinham et al. 2001; Le Dantec et al. 2002).

II-2. PROTOZOAIRES

1I-2.1. Interactions protozoaires - bactéries

La flore protozoaire des réseaux d'eau potable est importante et variée.
Certains protozoaires tels que les Cryptosporidii et les Giardia sont des contaminants
transitoires des réseaux : ils s'y propagent sous forme kystique dormante mais sont
incapables de s'y multiplier. D'autres tels que les flagellés, les ciliés et les amibes
sont actifs dans les réseaux : ils se nourrissent de la flore et ont donc un réle dans la
régulation de la composition de cette flore (Ronn et al. 2002). Dans la revue de

Sibille, il est fait mention de plusieurs études rapportant des concentrations de
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protozoaires variant de 10* a 10° cellules / L , et d'une étude sur biofilm avancgant le
nombre de 10° protozoaires / cm? (Sibille 1998). L'introduction d'un protozoaire
prédateur au sein d'une communauté bactérienne complexe induit une pression de
sélection qui peut entrainer des changements dans la composition de cette flore
(Simek et al. 1997; Hahn et al. 1998). La capacité du protozoaire a ingérer les
bactéries est notamment fonction de la taille de celles-ci : au sein d'une communauté
bactérienne complexe, seules les bactéries inférieures a certaines tailles pourront
étre utilisées par une espéce donnée de protozoaire. Cette prédation peut entrainer
l'apparition de phénotypes de résistance pour certaines espéces : formes
filamenteuses longues (Hahn et al. 1999b), microcolonies en suspension (Matz et al.
2002), ou bactéries tres mobiles (Matz et al. 2003) avec retour possible mais pas
obligatoire au phénotype d'origine si le protozoaire disparait (Hahn et al. 1999a,
2001). La modulation de la composition de la flore bactérienne par les protozoaires
est aussi due a l'établissement d'un taux de renouvellement important des
nutriments, notamment de 'azote qui autrement serait immobilisé dans la biomasse
bactérienne. Une étude menée par Zubkov et al. a montré que 70 a 85% des
nutriments ingérés par des protozoaires se nourrissant d'un biofilm bactérien étaient
régenerés et libérés a proximité immédiate du biofilm (Zubkov et al. 1999). Certaines
espéces bactériennes sont capables d'utiliser ces nutriments pour augmenter leur
vitesse de croissance afin de renouveler rapidement la biomasse consommeée par les
protozoaires : elles deviennent donc dominantes sous l'action de la prédation
(Pernthaler et al. 1997). La prédation des bactéries par les protozoaires a lieu
essentiellement a la surface des biofilms (Eisenmann et al. 1998; Zubkov et al. 1999;
Barbeau et al. 2001).

1I-2.2. Protozoaires non pathogénes

Les protozoaires non pathogénes : flagellés, ciliés et thécamoebiens
représentent sans doute une part importante de la flore protozoaire totale des
réseaux. Dans une étude menée sur un modele de laboratoire, la composition de la
flore protozoaire était la suivante : 93% de flagellés, 1,8% de ciliés, 1,6% de
thécamoebiens et 1,1% d'amibes nues dans l'eau, 52% de ciliés et 48% de

thécamoebiens dans le biofilm (Sibille et al. 1998). Les études portant sur la
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composition de cette flore et sur son importance dans I'écologie des réseaux sont
pourtant trés peu nombreuses. Les genres ou especes identifiés dans ces études
sont : Monas, Bodo spp., Entosiphon sulcatum et des dinoflagellés pour le groupe
des flagellés, Chilodonella, Colpidium campilum et des scuticociliés pour le groupe
des ciliés, Centropyxis, Trinema lineare et Euglipha pour le groupe des
thécamoebiens (Sibille 1998).

1I-2.3. Protozoaires pathogénes

La plupart des protozoaires infectieux pour 'Homme sont classés dans le

groupe des pathogénes émergents.

Les protozoaires pathogénes comprennent notamment les genres
Cryptosporidium et Giardia. Ceux-ci ont été rendus responsables d'épidémies de
gastro-entérites tres importantes et posent aujourd’hui un probleme majeur de santé
publiqgue. De nombreuses études ont mis en évidence la présence de
Cryptosporidium et de Giardia dans les eaux de surface et dans les eaux potables
(LeChevallier et al. 1991a, b). En Grande Bretagne, plus de 50% des eaux de
surface et 37% des eaux potables peuvent étre contaminées par Cryptosporidium,
tandis qu'aux Etats-Unis plus de 80 % des ressources en eau de surface et 26 % des
eaux potables ont été rapportées comme étant contaminées par Cryptosporidium
(Smith et al. 1998). L’étude de Stott et al. rapporte que les Cryptosporidii peuvent
étre concentrés par d’autres espéces de protozoaires (Stott et al. 2003). Stylonychia
mytilus, Paramecium caudatum, une espéce de cilié non identifiée et Acanthamoeba
culbertsonii sont capables d’internaliser 30 a 45 oocystes, quantité supérieure a la
dose infectieuse estimée : 10 a 30 oocystes. Les Cryptosporidii peuvent ensuite étre
relargués. Bien que les effets de cette ingestion sur la viabilité des oocystes n’aient
pas été évalués, les auteurs suggérent que ce processus pourrait avoir un role dans

le transport et la diffusion des Cryptosporidii dans I'environnement.

Les Cyclosporidi sont des parasites coccoides découverts réecemment et dont
le cycle est mal connu. lls sont a l'origine d'épisodes diarrhéiques successifs
entrecoupés de périodes de rémission, chez des patients immunodéprimés ou non.

Les oocystes peuvent étre retrouvés dans l'eau et des épidémies liées a la
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consommation d'eau potable ont été rapportées. Ces oocystes semblent relativement
résistants a l'action du chlore. Les Microsporidii sont des parasites intracellulaires
obligatoires des vertebrés et des invertébreés, ils n'ont que récemment été reconnus
comme pathogénes humains et affectent essentiellement les patients
immunodéprimés. Ce sont des protozoaires présentant une morphologie
caractéristique (pas de mitochondries). Deux espéces : Entercytozoon bieneusi et
Entercytozoon intestinalis sont souvent impliquées dans des cas de diarrhées chez
des patients atteints du SIDA. Ces parasites sont difficiles a isoler et a identifier. Une
espece proche des Microsporidii a été isolée a partir d’'une amibe libre : Vannella
cirrifera, elle méme isolée a partir d’'un réseau d’eau chaude domestique (Hoffmann
et al. 1998).

Toxoplasma gondii est un parasite dont le cycle comprend deux hétes : les
kystes sont présents chez un premier hote (oiseaux, mammiféres), c'est lorsque ce
premier hbéte est consommé par un prédateur que les oocystes peuvent se
développer. Les oocystes sporulés sont trés résistants aux stress environnementaux
et aux désinfectants et peuvent étre retrouvés dans I'eau potable (Isaac-Renton et al.
1998).

II-3. AMIBES LIBRES

11-3.1. Ecologie

[1-3.1.1. Présence dans I'environnement

Les amibes libres sont des protozoaires ubiquitaires de I'environnement. Elles
ont été isolées dans différents types d'eaux (eau douce, eau de mer, piscines,
réseaux de distribution d'eau potable, eau minérale embouteillée, tours aéro-
réfrigérantes, ...), mais aussi a partir de prélevements de sols, d'égouts, de
composte, de poussiére et d'air (Szenasi et al. 1998). Elles vivent a des interfaces :
interface eau-sol, eau-animal, eau-plante, eau-air, et ont besoin d'étre attachées a
une surface lors de la phase de croissance. Certains genres : Naegleria, Vannella

sont mobiles en suspension.
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11-3.1.2. Nutrition

Les amibes peuvent se nourrir de bactéries, de champignons, de levures,
d'algues et de protozoaires (Rodriguez-Zaragoza 1994). Quelques centaines a
quelques milliers de bactéries sont nécessaires a la formation d'un nouveau
trophozoite. (Rodriguez-Zaragoza 1994). Certaines espéces bactériennes semblent
mieux assimilées que d'autres, et certaines espéces amibiennes semblent capables
d'une meilleure assimilation. Ainsi Weekers et al. ont rapporté que E. coli K-12 et
Klebsiella aerogenes sont facilement assimilées, tandis que les especes pigmentées
Chromatium vinosum et Serratia marcescens ne permettent qu'une faible croissance
des amibes (Weekers et al. 1993). Par ailleurs sur les 3 espéces amibiennes
etudiées A. polyphaga présentait la capacité de biosynthése la moins élevée, celle
de A. castellanii était 10 fois plus élevée et celle de H. vermiformis encore 10 fois
plus élevée. D'autres auteurs rapportent une meilleure croissance de A. castellanii et
de A. polyphaga en présence de S. maltophilia, F. breve, et P. paucimobilis qu'en
présence de Staphylococcus epidermidis, S. aureus et E. coli (Bottone et al. 1992).
Une meilleure adhésion de certaines espéeces aux amibes, et donc une meilleure

capacité de prédation pourraient étre en cause.

11-3.1.3. Enkystement et résistance aux stress

Difféerents stress physiques ou chimiques peuvent induire la formation de
kystes amibiens : anaérobiose (Turner et al. 1997), déplétion en nutriments, froid,
chaleur, dessiccation, osmolarité élevée, concentrations élevées en ions magnésium,
inhibiteurs de la synthése d'ADN (mitomycine C), chloramphenicol, di-nitrophenol, ...
(Lloyd et al. 2001). Ces kystes possédent une double paroi dont la composition varie
suivant les espeéces, les rendant plus ou moins résistantes a différents stress. La
tolérance des trophozoites est elle aussi variable d’'une espéce a l'autre (Rodriguez-
Zaragoza 1994). Chez Naegleria les deux formes sont sensibles au chlore, les
trophozoites sont sensibles a des températures inférieures a +4°C et a la
congélation, la température optimale de croissance se situe entre 40 et 45°C et elles
ont besoin de beaucoup de matiére organique. La présence de cellulose dans la
paroi des kystes d’Acanthamoeba est un fait unique qui pourrait expliquer leur trés
grande résistance vis-a-vis de nombreux stress (Winiecka-Krusnell et al. 2001). Ainsi
les kystes d'A. polyphaga survivent a une exposition pendant 18 heures a une
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concentration de 50 mg / L de chlore libre (Kilvington et al. 1990), tandis qu’une
exposition a 4 mg / L pendant 30 min suffit a inactiver 99,9% des kystes de H.
vermiformis (Kuchta et al. 1993). Certaines souches de Hartmannella peuvent croitre
a des températures supérieures a 50°C (Rohr et al. 1998). A. polyphaga résiste a la
congélation, A. castellanii a I'anoxie et a des pH acides (Turner et al. 1997). |l a été
rapporté par Srikanth et al. que des espéce appartenant au genre Acanthamoeba
étaient capables d'utiliser comme nutriments des biocides employés dans les tours
aéroréfrigérantes (Srikanth et al. 1993). Mazur et al. ont revivifié des kystes
d'Acanthamoeba conservés 24 ans a +4°C et ont constaté que les trophozoites

étaient restés infectieux vis-a-vis de cobayes (Mazur et al. 1995).

1I-3.2. Présence dans le circuit de production / distribution d'eau

Les études (peu nombreuses) publiées montrent que les amibes libres sont
présentes a la source a laquelle est prélevée I'eau qui sera potabilisée, tout le long

de la chaine de traitement / distribution et au point d'utilisation.

[1-3.2.1. Présence a la source

Une étude meneée par Ettinger et al. sur des eaux de riviere a permis d'isoler
les genres Naegleria, Vannella, Vahlkampfia, Hartmannella et Acanthamoeba
(Ettinger et al. 2003). L'importance relative de chaque genre était variable suivant la
période de I'année a laquelle était réalisé le prélévement : Naegleria prévalente de fin
Mai a fin Juillet, Vannella, Vahlkampfia et Hartmannella prévalentes de début Aolt a
fin Octobre, et Acanthamoeba retrouvée a la méme période que Naegleria. La
salinité de I'eau au point de prélevement et le fait qu'il s'agissait d'un prélevement de
sédiment ou d'eau circulante intervenaient aussi. Par ailleurs des pluies abondantes
avant le prélevement entrainaient des quantités d'amibes dénombrées plus

importantes.

[I-3.2.2. Présence dans le circuit de potabilisation / distribution

Hoffmann et al. ont examiné pendant 3 ans la prévalence des amibes libres
aux différentes étapes de potabilisation de 6 usines de traitement (Hoffmann et al.

2001). Trois usines étaient alimentées par de I'eau souterraine enrichie d'eau de
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riviere, trois par de l'eau provenant de réservoirs. Toutes les eaux non traitées
contenaient une variété importante d'amibes, notamment des Naegleria et des
Acanthamoeba. Les quantités les plus importantes ont été retrouvées dans les eaux
de riviere (200 a 90 000 amibes / L), la plupart des Naegleria étaient non
thermophiles tandis que la plupart des Acanthamoeba |'étaient. Aprés les étapes de
floculation, sédimentation et filtration la concentration amibienne était réduite d'un
facteur 10 a 100, essentiellement par rétention. Dans certains cas la filtration sur
charbon actif entrainait une augmentation de la diversité amibienne, notamment une
augmentation de la prévalence des amibes thermophiles. Dans d'autres cas une
augmentation de la quantité d'amibes était observée aprés une filtration sur sable,
mais une seconde filtration sur charbon actif permettait une réduction. En sortie
d'usine, un tiers des eaux étaient contaminées par des amibes (< 100 / L)
n'appartenant pas aux genres Acanthamoeba ou Naegleria. Quatre genres différents,
dont Hartmannella, pouvaient étre retrouvés dans un méme prélevement. Une étude
complémentaire réalisée sur une eau non contaminée en sortie d'usine a permis de
montrer que les amibes étaient présentes aux points d'usage, sans doute a cause
d'un relargage a partir du réseau de distribution. Les auteurs ont par ailleurs montré
une fluctuation saisonniere des Naegleria qui n'étaient présentes que pendant les
périodes chaudes de l'année, tandis que Acanthamoeba était retrouvée toute

l'année.

[1-3.2.3. Présence dans les réseaux intérieurs

Des préléevements qualitatifs ont été réalisés sur six réseaux de distribution
hospitaliers par Rohr et al. (Rohr et al. 1998). H. vermiformis (65% des isolats),
Echinamoebae spp. (15%), Saccamoebae spp. (12%) et Vahlkampfia spp. (9%) ont
été détectées dans la moitié des échantillons d'eau chaude, 59% de ces isolats
étaient capables de croitre a 44°C et quatre isolats de Hartmannella ainsi que deux
de Saccamoeba étaient capables de croitre a 53°C. Par ailleurs des prélevements
réalisés par écouvillonnage sur des surfaces humides (douches, lavabos, robinets)
se sont révélés positifs pour la moitié. Acanthamoeba (22% des isolats), Naegleria
(22%), Vahlkampfia (20%), Hartmannella (15%) et Vannella (7%) ont été identifiées,

17% seulement de ces isolats étaient capables de croitre a 44°C.
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11-3.3. Pathogénicité intrinséque

Certaines espéces sont pathogénes pour I'Homme. Les encéphalites
granulomateuses amibiennes sont causées par des amibes appartenant au genre
Acanthamoeba, les méningo-encéphalites amibiennes primaires par Naegleria
fowleri (Marciano-Cabral et al. 2003). Les premieres affectent essentiellement des
patients présentant des facteurs de risque (immunodepression, diabéte, cancer,
transplantation d'organe, ...), tandis que les secondes ont été rapportées chez des
enfants ou des adultes sains (Cabanes et al. 2001). La porte d'entrée de l'infection
peut étre respiratoire par inhalation d'amibes et passage dans les poumons, ou
cutanée par passage au niveau de lésions de la peau. L'accés au systéme nerveux
central se fait via le sang a partir du site primaire de l'infection, ou directement a
travers I'épithélium olfactif. Le délai d'apparition des symptédmes peut étre long dans
le cas de I'encéphalite granulomateuse : quelques semaines a quelques mois, tandis
qu'il est généralement court dans le cas de la méningo-encéphalite primaire : 5 a 10
jours. Dans les deux cas l'issue est généralement fatale. Les Acanthamoeba sont
aussi responsables de Iésions cutanées chez les patients immuno-déprimés, et de
kératites chez les porteurs de lentilles de contact. Certains auteurs suggérent que
des especes appartenant aux genres Hartmannella et Vahlkampfia pourraient aussi

étre impliquées dans les kératites (Kinnear 2003).

1I-3.4. Endosymbiontes (Tab. VI)

L'un des premiers cas de symbiose obligatoire entre une amibe libre et une
bactérie a été rapporté par I'équipe de Jeon et al. En 1968, les auteurs ont constaté
l'infection spontanée d'une culture d'Acanthamoeba proteus par une bactérie non
identifiée ("bactérie X"). Cette bactérie était virulente, se multipliant dans les amibes
et entrainant la lyse de la plupart des cellules infectées. Cependant aprés quelques
années le nombre moyen de bactéries par amibe est passé de 100 000 a 42 000,
I'amibe se développant normalement et devenant méme dépendante de la bactérie
pour sa survie. Les auteurs ont démontré par la suite que I'amibe ne produisait plus
une protéine cytoplasmique essentielle, mais que l'activité enzymatique était assurée
par une protéine produite par la bactérie X (Jeon 1995; Choi et al. 1997). Cette

observation renforce la théorie d'une origine endosymbiotique des cellules
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eucaryotes : les mitochondries seraient des bactéries ayant établi une symbiose
obligatoire avec une autre cellule, donnant naissance aux cellules eucaryotes (Fig.
7).

Cellule procaryote
originelle

Bactérie symbiotique

Organisme

protoeucaryote _ )
Les bactéries deviennent

des mitochondries

Les bactéries photo-
synthétigues deviennent

Le réticulum endoplasmique
des chloroplastes

et I'enveloppe nucléaire
se forment a partir des
invaginations de la
membrane

L é‘ -
- §
U
Animaux eucaryotes,
Plantes eucaryotes, champignons, protistes
Protistes

Figure 7 : Schéma de principe de la théorie de I'origine endosymbiotique de la vie

L’étude des endosymbiontes a pris un essor important avec I'avénement des
méthodes de biologie moléculaire : le séquencage de I'ADN 16S et la mise au point
de sondes spécifiques a permis d'identifier et de détecter plusieurs nouvelles
espéces. Ainsi en 1991 Amann et al. ont identifié des alpha-Proteobacteria
endosymbiontes de Paramecium caudatum : Holospora elegans et Holospora
undulata infectent les micronucleii tandis que Holospora obtusa infecte le

macronucleus (Amann et al. 1991).
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Une étude menée par Fritsche et al. en 1993 a montré qu'environ 25% des
isolats cliniques et environnementaux d'Acanthamoeba contenaient des
endosymbiontes bactériens d'aspects variés mais possédant tous une paroi typique
des Gram — (Fritsche et al. 1993).

Deux bacilles endosymbiontes d'Acanthamoeba constitueraient un nouveau
genre au sein de la famille des Rickettsialles, qui elle-méme appartient a la sous-
classe des alpha-Proteobacteria et comprend de nombreuses especes pathogenes

ainsi que des symbiontes d’insectes (Fritsche ef al. 1999).

[I-3.4.1. Endosymbiontes potentiellement pathogenes pour 'lHomme

Nous regroupons dans cette catégorie des endosymbiontes qui n'ont jamais
été isolés directement en clinigue mais que l'on suspecte fortement d'étre
responsables d’infections humaines. Dans certains cas cette suspicion tient
seulement a la capacité de ces bactéries a infecter les protozoaires. En effet ces
protozoaires miment la capacité qu’ont les phagocytes humains a ingérer et a
détruire de nombreuses bactéries, I'adaptation des bactéries aux protozoaires serait
donc un préalable a l'adaptation aux cellules humaines. Dans d’autres cas des
signes indirects ont été mis en évidence : détection de 'ADN des bactéries dans des

prélévements cliniques, séroconversion des patients.

11-3.4.1.a. Alpha-Proteobacteria

Dans cette classe figure Afipia felis, capable de se multiplier dans A.
polyphaga et qui a été isolée dans un réseau hospitalier d’eau potable en méme
temps que d’autres espéces proches qui seraient potentiellement pathogénes pour
'Homme (La Scola et al. 2000). Les especes nouvellement décrites : Bosea eneae,
Bosea massiliensis et Bosea vestrisii ont été isolées dans les mémes conditions (La
Scola et al. 2003a) et une séroconversion a B. massiliensis a été observée chez des

patients hospitalisés en soins intensifs (La Scola et al. 2003b).
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Tableau VI : Micro-organismes capables de survivre et / ou de se multiplier a I'intérieur d'amibes libres

Micro-organisme

Afipia spp.

Bosea spp.

Burkholderia cepacia
Burkholderia gladioli
Burkholderia multivorans
Burkholderia pickettii
Burkholderia pseudomallei
Burkholderia vietnamiensis
Campylobacter jejuni
Chlamydia pneumoniae
Coxiella burnetii
Cryptococcus neoformans

Cryptosporidium (oocystes)

Micro-organismes Ehrlichia-like
Escherichia coli 0157
Francisella tularensis
Helicobacter pylori

Listeria monocytogenes
Microsporidii

Mobiluncus curtisii
Mycobacterium avium
Mycobacterium bovis
Mycobacterium leprae
Neochlamydia hartmannellae
Pathogénes amibiens Legionella-like 1 a 12

Parachlamydia acanthamoeba

Type d'infection

chez 'Homme

Respiratoire
Respiratoire
Respiratoire
Respiratoire, toxi-infections alimentaires
Respiratoire
Respiratoire, septicémie
Multiples sites possibles
?
Gastro-entérite
Respiratoire
Fievre Q
Méningite

Gastro-entérite

Granulocytose
Syndrome urémique hémolytique
Multiples sites possibles
Gastriques
Listériose foeto-maternelle, septicémie, SNC
Gastro-entérite, cholangiopathie
Infections vaginales, abcés
Respiratoire
Tuberculose (bétail)

Lépre
Respiratoire ?
Respiratoire

Respiratoire ?

Hoétes

protozoaires

Acanthamoeba polyphaga
Acanthamoeba polyphaga
Acanthamoeba polyphaga

A. polyphaga, A. castellanii

A. polyphaga, A. castellanii

Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba astronyxis

A. polyphaga, A. castellanii

A. castellanii, T. pyrifomris
Acanthamoeba castellanii
Acanthamoeba castellanii
Acanthamoeba castellanii

Stylonychia mytilus, Paramecium caudatum,
A. culbertsonii
Saccamoeba spp.

Acanthamoeba polyphaga
Acanthamoeba castellanii

A. astronyxis, A. castellanii

Acanthamoeba, T. pyrifomris

Vannella spp.
A. culbertsoni, Acanthamoeba spp.
A. polyphaga, A. castellanii
Acanthamoeba castellanii
Acanthamoeba spp.
H. vermiformis, Dictyostelium discoideum
Acanthamoeba spp., Hartmanella spp.

Acanthamoeba mauritaniensis, A. castellanii
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Multiplication
intra-
amibienne

oui
oui
oui
oui
oui
oui
non
oui
non
+/-
non
oui

concentration

oui
oui
oui
oui
+/-
oui
oui
oui
oui
non
oui
oui

oui

Survie dans Référence

les kystes
? (La Scola et al. 2000)
? (La Scola et al. 2003a)
? (Landers et al. 2000)
? (Marolda et al. 1999)
? (Marolda et al. 1999)
? (Michel et al. 1997)
oui (Inglis et al. 2000)
? (Marolda et al. 1999)
? (King et al. 1988)
? (Essig et al. 1997)
? (La Scola et al. 2001)
? (Steenbergen et al. 2001)
? (Stott et al. 2003)
? (Michel et al. 1995b)
? (Barker et al. 1999)
oui (Abd et al. 2003)
? (Marciano-Cabral et al. 2003)
non (Ly et al. 1990)
? (Hoffmann et al. 1998)
? (Tomov et al. 1999)
oui (Steinert et al. 1998)
oui (Taylor et al. 2003)
? (Jadin 1975)
non (Horn et al. 2000)
? (Rowbotham 1993)
non (Amann et al. 1997)
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Tableau VI : suite

Micro-organisme

Pseudomonas aeruginosa
Salmonella typhimurium
Salmonella typhimurium
Shigella sonnei

Simkania negevensis
Vibrio cholerae

Vibrio cholerae

Yersinia enterocolitica

Bactérie X

Candidatus Amoebophilus asiaticus
Candidatus Caedibacter acanthamoebae
Candidatus Paracaedibacter acanthamoebae
Candidatus Paracaedibacter symbiosus
Candidatus Procabacter acanthamoeba
UWC36 endosymbionte Rickettsia-like
UWCS8 endosymbionte Rickettsia-like

Mimivirus

Type d'infection

chez 'Homme

Multiples sites possibles
Gastriques
Gastriques
Gastriques

Respiratoire ?
Gastriques
Gastriques

Gastriques

NN ) ) Y Y Y Y

Hotes

protozoaires

A. polyphaga, Echinamoeba
Acanthamoeba polyphaga
A. castellanii, T. pyrifomris
A. castellanii, T. pyrifomris
Acanthamoeba polyphaga

Naegleria gruberi
A. polyphaga
A. castellanii, T. pyrifomris

Acanthamoeba proteus
Acanthamoeba spp.
Acanthamoeba polyphaga
Acanthamoeba spp.
Acanthamoeba spp.
Acanthamoeba spp.
Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba polyphaga

Multiplication

intra-amibienne

oui
oui
non
non
oui
oui
oui

non

oui
oui
oui
oui
oui
oui
oui

oui

oui
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Survie dans

les kystes

oui

oui
oui

non

oui
oui
oui
oui
oui

oui

Référence

(Michel et al. 1995a)
(Gaze et al. 2003)
(King et al. 1988)
(King et al. 1988)
(Kahane et al. 2001)
(Thom et al. 1992)
(Thom et al. 1992)
(King et al. 1988)

(Choi et al. 1997)
(Horn et al. 2001
(Horn et al. 1999
(Horn et al. 1999
(Horn et al. 1999
(Horn et al. 2002)

(Fritsche et al. 1999)
(Fritsche et al. 1999)

—_— = = —

(La Scola et al. 2003c)
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Plusieurs endosymbiontes d'Acanthamoeba ont été identifiés comme étant
proches du symbionte de la paramécie : Caedibacter caryophilus, il a donc été
proposé de les regrouper dans un nouveau genre : Paracaedibacter (Horn et al.
1999). Deux des espéces appartenant a ce nouveau genre infectent des
Acanthamoeba spp. phylogénétiquement éloignées des 12 types déja existants. Les

auteurs suggerent que hétes et symbiontes ont co-évolué.

11-3.4.1.b. Beta-Proteobacteria

D'autres bacilles Gram — pour lesquels un nouveau genre : Procabacter a été
proposeé, appartiennent a la sous-classe beta des protéobactéries (Horn et al. 2002).
Cing des six espéces de Procabacter identifiées infectent des Acanthamoebae de
type 4. Parmi les 12 types définis par séquencage de 'ADN 18S, le type 4 est le plus

fréquemment rencontré en clinique et dans I'environnement.

11-3.4.1.c. Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides

Le nom Aemoebophilus asiaticus a été proposé pour un endosymbionte
appartenant a ce phylum. Au cours de I'étude qui a permis d'identifier cette nouvelle
espéce, deux endosymbiontes non obligatoires d'Acanthamoeba spp. ont été
identifiés; ils appartiennent au genre Flavobacterium et seraient potentiellement

pathogenes pour 'Homme (Horn et al. 2001).

11-3.4.1.d. Chlamydiales

Trois familles sont venues compléter récemment le phylum des Chlamydiales
dont on pensait jusqu'ici qu'il ne comptait que peu de représentants (Amann et al.
1997; Horn et al. 2000): les Parachlamydiaceae, les Simkaniaceae et les
Waddliaceae (Fig. 8). L'espéce Simkania negevensis a été impliquée récemment
dans des infections respiratoires humaines (Lieberman et al. 2002). Elle est capable
d’'infecter A. polyphaga, de s’y multiplier et de survivre dans les kystes. Le
pourcentage d’individus sains présentant une séroconversion est trés important : 55

a 80%, signe de la fréquence élevée de cette infection (Friedman et al. 2003).
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Souris, hamster

Hartmannella

Figure 8 : Ancienne et nouvelle classification des Chlamydiales (www.chlamydiae.com)

Des endosymbiontes coccoides d'Acanthamoeba représentant au moins deux
nouveaux genres : Parachlamydia acanthamoeba, infectant Acanthamoeba spp., et
Neochlamydia hartmanellae, infectant H. vermiformis, constituent la famille des
Parachlamydiaceae. Contrairement aux symbiontes cités ci-dessus qui sont capables
de survivre dans les kystes de leurs hétes, les bactéries appartenant a ces deux
nouveaux genres semblent diminuer (Parachlamydia (Greub et al. 2002)) voire
bloquer (Neochlamydia (Horn et al. 2000)) le processus d’enkystement. Dans le cas
des Neochlamydiae un traitement drastique d'axénisation a la rifampicine permet de
cultiver des amibes exemptes de bactéries intracellulaires et qui ont recouvré leur
capacité a s'enkyster, ces symbiontes ne sont donc pas nécessaires a la survie des
amibes. Comme dans le cas de l'infection par les légionelles, les Acanthamoeba spp.
infectées par les Parachlamydia spp. peuvent excréter de petites vésicules remplies
de bactéries. Par ailleurs Fritsche et al. ont démontré que les Acanthamoeba spp.
infectées par des endosymbiontes du genre Parachlamydia ont une virulence plus
importante vis-a-vis de cultures de fibroblastes (Fritsche et al. 1998). Ces bactéries
pourraient étre a l'origine de pneumopathies chez 'Homme car des séquences
d'ADNr 16S ont été isolées chez des patients soufrant de bronchites (Birtles et al.
1997; Ossewaarde et al. 1999), et une étude récente a démontré que des patients
hospitalisés en réanimation peuvent présenter une séroconversion vis-a-vis de ces

bactéries (Greub et al. 2003b). Elles sont retrouvées chez des hbtes amibiens
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proches phylogénétiquement mais trés éloignés géographiquement, suggérant une
distribution importante (Fritsche et al. 2000). Dans toutes les études rapportées ci-
dessus, [l'utilisation simultanée de sondes fluorescentes spécifiques des
endosymbiontes identifiés et de sondes de spécificité plus large n'a jamais permis de
mettre en évidence plusieurs endosymbiontes différents dans une méme amibe. La
température semble jouer un rdle important dans I'activation de la virulence des
Parachlamydiaceae vis-a-vis de leur héte : en-dessous de 30°C elles se comportent
en symbionte d’A. polyphaga, au-dessus elles entrainent la lyse cellulaire (Greub et
al. 2003a). Par ailleurs la spécificité hote-symbionte peut étre telle que l'infection
forcée d'une autre espéce d'amibe par un symbionte résulte dans la lyse de I'amibe.
Un phage infectant N. hartmanellae a été mis en évidence par Schmid et al., il
pourrait intervenir dans la régulation de la population bactérienne intra-amibienne
(Schmid et al. 2001).

[1-3.4.2. Endosymbiontes pathogénes avérés pour ’lHomme

Outre les associations décrites ci-dessus entre des amibes et des espéces
bactériennes potentiellement pathogénes pour I'Homme, un grand nombre
d’associations impliquant cette fois des espéces pathogénes avérées isolées en
clinique ont été décrites. La grande majorité de ces associations impliquent des
amibes libres appartenant au genre Acanthamoeba. De méme que dans le cas des

endosymbiontes, plusieurs types d’associations existent.

11-3.4.2.a. Pathogenes capables de survivre dans les trophozoites sans S’y
multiplier

Ce cas de figure a été décrit pour Salmonella typhimurium, Yersinia
enterocolitica, Shigella sonnei et Campylobacter jejuni (King et al. 1988). Les auteurs
ont démontré que ces entéropathogénes sont capables de survivre a l'intérieur de A.
castellanii et de T. pyriformis, et qu’ils sont ainsi protégés de I'action du chlore (King
et al. 1988). Dans le cas de S. typhimurium, une publication récente rapporte
cependant la capacité de la bactérie a se multiplier dans les vacuoles pulsatiles

d’amibes de I'espece A. polyphaga (Gaze et al. 2003).
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Burkholderia pseudomallei est responsable de la maladie mélioidose, une
infection potentiellement fatale présentant plusieurs formes : septicémique, subaigué,
et chronique. L’infection se fait principalement par inhalation d’air contaminé. La
forme septicémique aigué peut se présenter aprés plusieurs décennies sans
épisodes infectieux, les bactéries survivant dans les macrophages durant cette
période. Inglis et al. ont démontré récemment que cette bactérie était capable
d’infecter Acanthamoeba astronyxis et de survivre (sans multiplication) dans I'amibe
mais aussi dans le kyste (Inglis et al. 2000). Un mécanisme de phagocytose par
enroulement semblable a celui décrit pour L. pneumophila a été mis en évidence, le
flagelle de la bactérie semble nécessaire a I'adhésion et a I'entrée dans I'amibe
(Inglis et al. 2003).

Coxiella burnetii est I'agent de la fievre Q, une zoonose trés répandue. C’est
un micro-organisme strictement intra-cellulaire qui se multiplie a lintérieur des
vacuoles phago-lysosomales des monocytes et des macrophages. La transmission a
'Homme est fréquente, notamment par l'intermédiaire des placentas d’animaux
d’élevage infectés qui peuvent contenir jusqu’a 10° bactéries par gramme. Le pouvoir
infectieux de la bactérie est trés élevé puisque qu'une seule bactérie peut suffire a
contaminer ’'Homme ou l'animal. Cette espéce est trés proche phylogénétiquement
des légionelles, elle posséde aussi un systeme de sécrétion de type IVB et est
capable de survivre a lintérieur des trophozoites de A. castellanii (La Scola et al.
2001).

Il a été rapporté que Mycobacterium leprae, 'agent de la lepre, est capable de
survivre dans des trophozoites d’Acanthamoeba (Jadin 1975; Grange et al. 1987).

Cependant les mécanismes de cette interaction n’ont pas été étudiés.

11-3.4.2.b. Pathogenes capables de survivre et de se multiplier dans les
trophozoites

Chlamydia pneumoniae est capable d’infecter A. castellanii, la multiplication
intra-cellulaire semble toutefois limitée (Essig et al. 1997). De maniére comparable a
celui de L. pneumophila, le LPS présente des acides gras a longues chaines poly-
substitués qui pourraient conférer aux bactéries une résistance vis-a-vis de la

digestion par les estérase et les amidases amibiennes. Par ailleurs ce LPS est peu
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endotoxique, signe d‘une adaptation a la vie intra-cellulaire. Enfin, Chlamydia
trachomatis posséde une protéine de type Mip semblable a celle de L. pneumophila
(Lundemose et al. 1991).

Listeria monocytogenes survit a lingestion par Acanthamoeba spp. ou
Tetrahymena pyriformis (Ly et al. 1990). Au bout de 8 jours les protozoaires sont
lysés et des Listeria viables sont libérées. La multiplication intra-cellulaire semble

cependant limitée et les bactéries ne survivent pas dans les kystes.

L’'espéce Helicobacter pylori est responsable d’ulcéres gastriques et
duodénaux. Par ailleurs l'infection par ce micro-organisme constituerait un facteur de
risque dans le développement de cancers touchant I'appareil digestif (Leclerc et al.
2002). Il a été démontré que H. pylori est capable de survivre et de se multiplier dans
A. castellanii (Winiecka-Krusnell et al. 2002) et dans A. astronyxis (Marciano-Cabral
et al. 2003). L’espace intra-amibien convient donc a cette bactérie qui requiert
pourtant des conditions particuliéres de croissance : micro-aerobiose et grandes

quantités de nutriments.

Mobiluncus curtisii est une espéce bactérienne anaérobie responsable
d’infections vaginales. |l a été démontré par Tomov et al. que des Acanthamoeba
spp. pouvaient servir de niches de réplication de cette bactérie en milieu aérobie
(Tomov et al. 1999). Cette multiplication est trés efficace puisque le nombre de

bactéries augmente de deux a quatre log en une ou deux semaines.

Des espéces appartenant au genre Burkholderia : B. cepacia, B. gladioli, B.
multivorans, B. picketti et B. vietnamiensis, essentiellement responsables
d’infections respiratoires, sont capables de survivre mais aussi de se multiplier dans
les trophozoites d’A. castellanii et / ou A. polyphaga (Michel et al. 1997; Marolda et
al. 1999; Landers et al. 2000). En revanche leur capacité a survivre dans les kystes

n’a pas été déterminée.

D’autres espéces bactériennes pathogenes largement décrites sont capables
de se multiplier dans des protozoaires : Escherichia coli O157 (Barker et al. 1999),
Mycobacterium avium (Steinert et al. 1998; Miltner et al. 2000), Mycobacterium bovis

(Taylor et al. 2003), Pseudomonas aeruginosa (Michel et al. 1995a; Marciano-Cabral
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et al. 2003) et Vibrio cholerae (Thom et al. 1992) infectent A. castellanii et / ou A.
polyphaga. Bien que cela ne soit pas encore complétement avéreé concernant E. coli,
ces espéces sont capables de survivre dans les kystes des amibes qu’elles infectent.
Dans le cas de V. cholerae, la bactérie est capable d’infecter et de se multiplier dans
Naegleria gruberi et A. polyphaga, mais elle ne peut survivre que dans les kystes de

N. gruberi.

Francisella tularensis est responsable de la tularémie, elle est isolée du milieu
extérieur et de trés nombreuses espéces animales domestiques ou sauvages. F.
tularensis subsp. tularensis est trés pathogene pour I'nomme : linhalation ou
I'introduction par voie intradermique de 10 a 50 bactéries suffisent a provoquer une
infection clinique et le taux de mortalité atteint 6% en I'absence de traitement. Cette
bactérie est capable de se multiplier dans les trophozoites et de survivre dans les
kystes d’A. castellanii (Abd et al. 2003). Par ailleurs, une fois phagocytée par les
macrophages, elle semble capable d’échapper aux phagosomes grace a un
mécanisme permettant la dégradation de la membrane phagosomale (Golovliov et al.
2003).

Les infections de I'homme a Ehrlichia chaffeensis sont souvent graves et
conduisent a une hospitalisation du malade dans 40 a 80% des cas. La bactérie se
multiplie dans les monocytes et les macrophages de I'héte infecté, elle aurait un
cycle de développement proche de celui des Chlamydiae. L’infection se traduit le
plus souvent par de la fievre, de l'anorexie, des céphalées, des myalgies, des
arthralgies, des nausées, des vomissements, des douleurs abdominales. La
transmission se fait par des tiques contaminées. Des espéces apparentées au genre
Ehrlichia ont été décrites par Michel et al., il s’agit de parasites intra-cellulaires

obligatoires de protozoaires du genre Saccamoeba (Michel et al. 1995b).

Cryptococcus neoformans est un champignon tellurique responsable de
méningites graves chez des patients immunodéprimés. C’est un pathogéne intra-
cellulaire facultatif capable de se multiplier dans les macrophages. L’étude de
Steenbergen et al. a récemment prouvé que ce micro-organisme est capable de se
multiplier dans les trophozoites d’A. castellanii (Steenbergen et al. 2001). La

virulence vis-a-vis des cellules mammiféres serait donc due a la pression de
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sélection imposée par les micro-organismes prédateurs de I'environnement, et

expliquerait le large spectre d’hétes de ce pathogenes.

11-3.4.3. Virus

Outre ces symbiontes bactériens des amibes, il a récemment été décrit un
virus géant retrouvé dans le cytoplasme d’'une souche d’A. polyphaga. La taille (400
nm de diameétre) et la longueur du génome (800 kbp) sont comparables a ceux de
certaines bactéries, une nouvelle famille a été crée pour ce virus : les Mimivirus, on

ne sait pas quel est I'impact du virus sur son héte (La Scola et al. 2003c).
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lll- BIOFILM

Le biofilm est constitué d’'une communauté de micro-organismes fixés a une
surface et généralement inclus dans une matrice extra-cellulaire (Carpentier et al.
1993). Plus généralement, est considérée comme biofilm toute association de micro-
organismes adhérant entre eux ou a une surface (Costerton et al. 1995). Cette
définition regroupe des situations trés différentes, depuis quelques bactéries
adhérentes a une surface, a des biofilms épais présentant une diversité écologique
importante, en passant par la flore commensale de la peau. On admet généralement
qgue dans un écosystéme donné le nombre de bactéries attachées aux surfaces est 1
000 a 10 000 fois plus important que le nombre de bactéries planctoniques (Watkins
& Costerton 84).

Les avantages conférés par cette structure communautaire sont nombreux
(Davey et al. 2000) :

e protection vis-a-vis des conditions environnementales grace a la matrice
d’exopolymeres qui structure le biofilm, assurant une homéostasie du milieu,

e nutrition et coopération métabolique : des canaux aqueux sont présents dans
toute la structure du biofilm, ils permettent I'échange de nutriments et de
métabolites entre les especes du biofilm et avec I'extérieur,

e échange de matériel génétique : la proximité des cellules favorise ces

échanges, tendant vers une stabilisation de la structure du biofilm.

IlI-1. FORMATION DU BIOFILM

lll-1.1. Adhésion

Dans le cas particulier de l'eau potable constituant un milieu pauvre en
nutriments, les premiéres espéces colonisatrices seraient d'abord des bactéries
possédant des mécanismes extrémement efficaces d'acquisition des nutriments,
capables de se multiplier dans des milieux trés pauvres tels que de I'eau distillée

(Szewzyk et al. 2000). Ainsi les bactéries appartenant aux genres Pedomicrobium,
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Hyphomicrobium, Caulobacter (alpha-Proteobacteria), Gallionella et Burkholderia

(beta-Proteobacteria) sont souvent retrouvées.

[11-1.1.1. Mécanismes

1l1-1.1.1.a. Conditionnement des surfaces

Un phénomeéne important survenant avant I'adhésion des bactéries est le
conditionnement des surfaces. En effet I'immersion d’'un support vierge de toute
contamination dans un liquide est immédiatement suivie par une adsorption de sels,
de protéines, de glycoprotéines, ... Cette adsorption peut étre en partie conditionnée
par les propriétés physico-chimiques de la surface et des molécules. La formation
rapide d'un film contenant des matiéres organiques entraine une modification des
propriétés de surface, et éventuellement une modification de I'affinité des bactéries
pour cette surface (Carpentier et al. 1993). Ces dépdbts organiques n’étant pas
répartis de maniére homogéne sur la surface immergée, la colonisation bactérienne

sera plus ou moins influencée.

1l1-1.1.1.b. Forces d'adhésion

Les bactéries peuvent entrer en contact avec le support grace a différents
moyens : transport passif via le fluide circulant, diffusion passive résultant des
mouvements Browniens, ou mouvements actifs grace a des structures telles que les
flagelles. Les premiéres étapes de [linteraction des cellules avec la surface
constituent I'adhésion réversible. Elle est la résultante de différents types de forces
opérant entre la surface inerte et la surface de la bactérie elle-méme : (1) les forces
d'attraction de Van der Waals, (2) les forces électrostatiques (souvent répulsives car
la plupart des bactéries et des surfaces inertes sont chargées négativement), (3) les
interactions hydrophobes pouvant conduire a une attraction ou a une répulsion, (4)
les interactions stériques toujours répulsives. Durant cette phase, les bactéries

montrent toujours des mouvements Browniens et sont facilement détachables.

Deux théories ont été proposées pour décrire ce phénomeéne d’adsorption :
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La théorie de Derjaquin, Landau, Verwey, et Overbeek (DLVO) ne prend en
compte que les forces électrostatiques, répulsives, et les forces de Van der
Waals, attractives (Marshall et al. 1971). La résultante de ces interactions
conduit a l'attraction ou a la répulsion. Lorsqu'il s'approche a 10 nm de la
paroi, le micro-organisme adhére de maniére réversible. A 5 nm, la résultante
des forces devient positive, ce qui correspond a une barriére de répulsion. Les
filaments d'exopolyméres synthétisés par la bactérie franchissent cette zone,
ce qui permet au micro-organisme d'atteindre le minimum secondaire a 2 nm,

et d'adhérer irréversiblement.

La théorie du mouillage, basée sur la thermodynamique des surfaces, néglige
les forces électrostatiques : il y aurait adhésion des micro-organismes aux
surfaces si la variation d'énergie libre du systétme est négative.
L’hydrophobicité de la bactérie et du support jouent un réle important dans la
description de I'adhésion, elle fait intervenir les interactions acido-basiques de
Lewis. Différentes équations ont été proposées pour calculer les énergies
libres de surface grace a des mesures d'angles de contact entre liquides et
surfaces a la fois pour les micro-organismes et le support inerte (Bellon-
Fontaine et al. 1990).

I11-1.2. Facteurs modifiant I'adhésion

[11-1.2.1. Composition des parois des micro-organismes

111-1.2.1.a. Hydrophobicité et charges de surfaces

L'hydrophobicité des bactéries varie en fonction des espéces considérées, elle

est attribuée a différents composés (Fig. 9) :
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protéines présentant des régions hydrophobes : ainsi, I'hydrophobicité de
surface de Streptococcus pyogenes est due a la présence de protéines de
surface ou de glycolipides complexés et orientés par ces protéines de surface
(Ofek et al. 1983)



Chapitre | — Introduction : Biofilm

e l'acide lipotéichoique (LTA) est impliqué dans les interactions hydrophobes de
bactéries a Gram + : le LTA libéré dans la paroi, a partir de son site initial a la
surface de la membrane cytoplasmique, peut adopter une conformation dans
laquelle les interactions ioniques entre sa chaine polyglycérophosphate et des
composants de la paroi orientent la portion lipidique du LTA vers la surface
externe, conférant des propriétés hydrophobes a la bactérie (Ofek et al. 1982)

e présence de quantités importantes de lipides a la surface des cellules

d'Actinomycetaceae, rendant cette surface hydrophobe.

Film " Protéine extra-cellulaire
conditionnant
EPS
l:};:!% f f }i of— Polysaccharide capsulaire

«— Lipopolysaccharide

Muréine

Membrane externe

CELLULE

/
s

"Membrane cytoplasmique

Figure 9 : Structures cellulaires conditionnant les premiéres étapes de I'adhésion (Flemming
2002)

Par ailleurs cette hydrophobicité varie aussi en fonction des souches étudiées.
Ainsi les souches de Klebsiella pneumoniae exprimant le cluster de génes mrk
codant pour la synthése de pili de type 3 sont-elles plus hydrophobes, plus
adhérentes aux surfaces inertes (verre, polypropyléne) et plus a méme de former des
biofilms que les souches n’exprimant pas ce cluster mrk (Di Martino et al. 2003).
Une méme souche peut présenter un polymorphisme intraclonal : Pseudomonas sp.
CM10 cultivée sur gélose forme d’abord des colonies mucoides qui générent ensuite
une forme secondaire non mucoide plus hydrophobe et plus mobile (Matz et al.
2002).
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Différents facteurs peuvent modifier les charges de surface des micro-

organismes et donc les interactions électrostatiques :

e phase de croissance dans laquelle se trouvent les micro-organismes
Escherichia coli porte une charge négative plus faible en phase exponentielle,
alors que Klebsiella aerogenes a une charge plus importante pendant cette
phase (James 1979);

e production d'appendices cellulaires tels que les fimbriae : E. coli cultivée sur
gélose nutritive et produisant des fimbriae a une charge plus importante que la

méme bactérie n'en produisant pas (James 1982).

111-1.2.1.b. Pili et flagelles

En plus de modifier I'hydrophobicité et la charge des bactéries, les organites
extra-cellulaires ont un rdle majeur dans deux processus essentiels lors de
'adhésion : la mobilité des bactéries et I'attachement aux surfaces. Les flagelles leur
permettent de se déplacer en milieu liquide ou semi-solide et ils augmentent la
probabilité d’accéder au support (Pratt et al. 1998). Certaines espéces bactériennes
peuvent posséder plusieurs types de flagelles. C’est le cas pour des espéces
appartenant au genre Aeromonas : elles possedent un flagelle polaire exprimé de
maniere permanente qui assure la mobilité des cellules en temps normal, mais
peuvent aussi exprimer des flagelles latéraux péritriches qui permettront une
meilleure adhésion aux supports et aux cellules eucaryotes (Gavi et al. 2003). Les pili
sont des adhésines majeures chez de nombreuses espéces bactériennes, leur petite
taille leur permet de passer facilement la barriére de répulsion et d’assurer la liaison
de la bactérie au support. lls sont aussi impliqués dans certaines formes de mobilité
des bactéries a la surface des supports solides ("twitching motility"), qui sont sans

doute plus importantes dans les étapes de maturation du biofilm (Chiang et al. 2003).

[11-1.2.2. Facteurs environnementaux

111-1.2.2.a. Physico-chimie du milieu

Les facteurs environnementaux : pH, température, composition en nutriments,

force ionique du milieu, présence de biocides, ... ont une répercussion importante
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sur les propriétés de surface et / ou sur I'expression d’organites extra-cellulaires des
bactéries, donc sur l'adhésion aux supports. Jana et al. (2000) ont évalué
I'hydrophobicité de 18 souches environnementales de Pseudomonas fluorescens
(Jana et al. 2000). Les deux souches présentant des valeurs d’hydrophobicité
extrémes (minimum et maximum) ont été sélectionnées et les variations
d’hydrophobicité ont été étudiées dans différentes conditions. Les auteurs ont ainsi
démontré que les cellules étaient plus hydrophobes en début de phase de
croissance qu’en phase stationnaire. L’hydrophobicité était augmentée en présence
dions Zn?**, Fe**, K*, et Mg?*. Inversement, le passage d’une température de
croissance de 30°C a des températures de 35 a 40°C entrainait une diminution de
I'hydrophobicité. Cette diminution était aussi observée en cas d'exposition des
cellules a la trypsine, a la pepsine, a la protéinase K, au dithiothreitol, au SDS, au
Triton X-100 ou au Tween 80. Enfin, une privation nutritionnelle prolongée (60 jours)

entrainait aussi une diminution de I'hydrophobicité.

I11-1.2.2.b. Nature du support

Les mécanismes d’adhésion peuvent différer suivant la nature hydrophile ou
hydrophobe de la surface. Dans le cas de surfaces hydrophobes (Teflon®,
polyéthyléne de haute densité), les interactions avec les parois elles aussi plutot
hydrophobes des bactéries constitueraient les principales forces a l'ceuvre dans
l'interaction surface / micro-organisme, et 'adhésion est généralement plus efficace
que sur des surfaces hydrophiles (Faille et al. 2002). Dans le cas des surfaces
hydrophiles (acier inoxydable), les interactions électrostatiques sont considérées
comme dominantes et la charge des bactéries serait plus importante que les autres
parameétres. Le caractere hydrophobe / hydrophile du milieu intervient aussi:
Absolom et al. ont montré que des bactéries plus hydrophobes que le milieu dans
lequel elles sont en suspension présentent une plus forte adhérence a une surface
hydrophobe qu’a une surface hydrophile (Absolom et al. 1983). Inversement, si elles
sont plus hydrophiles que le milieu environnant elle adherent mieux a une surface

hydrophile.
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111-1.2.2.c. Hydrodynamique

L’hydrodynamique joue aussi un role important dans ces premiéres étapes et
dans les étapes de maturation du biofilm. Dans des canalisations dans lesquelles
l'eau circule de fagon permanente, le transport des micro-organismes a lieu
essentiellement par convection. Généralement, 'augmentation de la vitesse du flux
parallele au substrat a pour résultat une adhésion plus rapide des micro-organismes
due a un transport de masse plus important, ceci malgré I'augmentation des forces
de cisaillement (Bakker et al. 2003). Cependant au-dela d’'une certaine limite ces
forces de cisaillement peuvent devenir suffisantes pour empécher I'adhésion, voire
pour détacher les bactéries. Le régime du flux, laminaire ou turbulent (nombre de

Reynolds > 1 400), influence aussi I'architecture du biofilm.

llI-1.3. Constitution du biofilm (Fig. 10)

L’ancrage irréversible des premiéres espéces colonisatrices est facilité par la
production d’exopolysaccharides (EPS) et aboutit a ['établissement d'un
environnement plus riche (débris cellulaires, métabolites excrétés) permettant la
colonisation par des espéces "copiotrophes" plus exigeantes en termes de

nutriments (Szewzyk et al. 2000).

[11-1.3.1. Exopolymeres

Les premiers types d'exopolymeres (EPM) produits sont les
exopolysaccharides (EPS), qui sont essentiels au développement du biofilm (Danese
et al. 2000). lls forment une structure hautement hydratée, localement chargée qui
constitue la matrice du biofilm et peut représenter 50 a 90% de la matiére organique
totale (Flemming et al. 2001). Elle assure la cohésion de la communauté
microbienne, permet la création de gradients de nutriments et de métabolites ainsi
que la formation de micro-environnements favorables a certaines espéces. La nature
de ces EPS varie suivant les espéces bactériennes: sucres neutres, acides
uroniques, acides hexuroniques, peuvent étre retrouvés en proportions variables. Par
ailleurs ces polysaccharides peuvent étre porteurs de différents groupements

organiques (acétyle, succinyle, pyruvyle) ou inorganiques (sulfate) qui modifieront
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leurs propriétés physico-chimiques. D’autres types de macromolécules sont
retrouvées dans cette matrice extra-cellulaire : lipides, protéines, acides nucléiques,
en quantités et en proportions variables suivant les biofilms étudiés (Flemming et al.
2001). Les protéines peuvent étre substituées par des acides gras ou glycosylées,
elles contribuent aux propriétés hydrophobes de la matrice extra-cellulaire en raison
de la présence d'acides aminés hydrophobes. Les acides uroniques, les acides
aminés acides et les nucléotides porteurs de groupements phosphates sont
impliqués dans les interactions électrostatiques avec des cations multivalents (Ca?",
Mg?*, Fe*, ...) qui régulent et stabilisent la structure de la matrice (Chen et al. 2002).
La quantité d’EPM produite ainsi que la nature et les propriétés de ces EPM varient
en fonction des conditions environnementales : quantités de nutriments, présence de
biocides, hydrodynamique (Michaud et al. 2003; Olofsson et al. 2003).

[11-1.3.2. Co-agrégation

Lorsque les premiéres espéces colonisatrices sont installées et que la matrice
d’EPM se développe, de nouvelles especes bactériennes vont pouvoir venir rejoindre
la niche écologique. Certaines molécules présentes a la surface d'une bactérie
peuvent étre reconnues par des adhésines appartenant a une autre espéce, il peut
alors se former un réseau de cellules interagissant, on parle de co-agrégation des
bactéries en suspension. Lorsque cette interaction a lieu entre des bactéries en
suspension et d'autres déja attachées a un support on parle de co-adhésion (Rickard
et al. 2003). Ces phénoménes, qui ont surtout été étudiés dans le cadre de la flore
buccale, permettraient I'établissement de cette flore dans un ordre précis. Buswell et
al. ont isolé une vingtaine d’espéces bactériennes a partir d’un biofilm cultivé dans de
'eau potable et ont pu observé qu’elles étaient toutes capables de co-agréger avec
au moins une autre espece (Buswell et al. 1997). Par ailleurs une espéce ':
Micrococcus luteus, était capable de co-agréger avec toutes les autres especes. Les
auteurs formulent I'hypothése que cette espéce pourrait servir de "pont" entre les
cellules constituant le biofilm. L’antigéne 43 présent a la surface d’E. coli est une
protéine appartenant a la famille des auto-tansporteurs. Elle présente la particularité
d’agir a la fois comme cible et comme récepteur de I'adhésion dans un phénomeéne
d’auto-agrégation, son expression est phase-dépendante. Kjaergaard et al. ont

montré que I'expression de cette protéine chez Pseudomonas fluorescens permet la
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formation de biofilms mixtes E. coli + P. fluorescens dans lesquels les deux espéces
sont en contact étroit (Kjaergaard et al. 2000). L'introduction de cet antigéne dans
des espéces d'intérét pourrait permettre la production de biofilms stables utilisés pour

dépolluer des effluents.
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Figure 10 : Constitution et maturation du biofilm (Rickard et al. 2003)
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lll-1.4. Ecologie du biofilm mature

[11-1.4.1. Mobilité des bactéries

Le biofilm n’est pas une structure figée : plusieurs études montrent que les
bactéries peuvent s’y déplacer. Stoodley et al. (1999) ont observé en microscopie
confocale un biofilm polymicrobien soumis a un régime turbulent (Re > 1 400) : ils ont
démontré que des micro-colonies se déplagaient a une vitesse maximale de 800 um
/ h a la surface du biofilm (Stoodley et al. 1999). Le méme type d’observation a été
faite par Rice et al. sur un biofilm constitué de P. aeruginosa uniquement, sous un
régime d’écoulement laminaire (Re = 5). Certaines cellules métaboliquement plus
actives migraient a une vitesse de 1,5 um / h (Rice et al. 2003). L’étude de Klausen
et al. a consisté a cultiver des biofilms composés de deux souches de P.
aeruginosa : la souche sauvage mobile et un mutant pour les pili de type IV ayant
perdu sa motilité. Des structures particulieres, de type "champignon", se sont
développées : la base de la structure était constituée de bactéries immobiles tandis

que le chapeau était constitué de bactéries mobiles (Klausen et al. 2003) :

Figure 11 : Biofilm constitué d'une souche de P. aeruginosa mobile (jaune) et d'une souche
mutante ayant perdu sa mobilité (bleue), Barre : 20 ym (Klausen et al. 2003)
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[11-1.4.2. Transferts de génes

L’échange de matériel génétique entre espéces au sein du biofilm est
fréquent. Il contribuerait a la stabilisation du biofilm (Molin et al. 2003) et a la diffusion
de la résistance aux traitements antibiotiques ou de désinfection (Schwartz et al.
2003). Le transfert conjugatif de plasmide a été étudié dans plusieurs types de
biofilms simples, généralement composés de quelques espéces seulement. Ce type
de transfert nécessitant un contact entre les cellules donneuses et réceptrices, son
efficacité dépendrait du ratio surface / volume (Molin et al. 2003). Il pourrait donc
intervenir lors des étapes précoces de la formation du biofilm (Licht et al. 1999),
tandis que dans le cas de structures matures la conjugaison n’aurait lieu qu’avec les
cellules de la couche extérieure du biofilm (Haagensen et al. 2002). L. pneumophila
est capable de transfert conjugatif d'ADN chromosomique codant notamment pour le
systéme dot/icm impliqué dans I'expression de la virulence (Miyamoto et al. 2003).

L'autre mécanisme d'acquisition de matériel génétique (ADN chromosomal ou
plasmidique) est la transformation, qui a lieu chez des bactéries compétentes.
L'induction de cet état de compétence peut avoir lieu chez la plupart des espeéeces
bactériennes et s'accompagne généralement d'une lyse d'une partie de la population
et d'une libération d'’ADN (Steinmoen et al. 2002). Dans le cas de Streptococcus
mutans, Li et al. (2001) ont démontré que la transformation a lieu essentiellement
lors des étapes précoces de la formation du biofilm (8 a 16 heures). Elle peut toucher
jusqu'a 1% de la population, soit 10 a 600 fois plus que pour la transformation des
bactéries en suspension. Elle est régulée par des signaux cellulaires dépendant de la
quantité de bactéries présentes et permet le transfert de génes de résistance aux
antibiotiques (Li et al. 2001). Hendrickx et al. ont mis en évidence une transformation
plasmidique trés efficace dans les biofiims d'Acinetobacter spp. (Hendrickx et al.
2003). Le taux de transfert le plus élevé était obtenu avec des biofilms jeunes dans
lesquels les cellules se multipliaient activement, et avec des concentrations d'ADN
transformant élevées. La présence de cellules dans la phase planctonique avait un
impact négatif sur le taux de transfert. Stone et al. (1999) ont démontré que L.
pneumophila est naturellement compétente pour la transformation par de I'ADN
plasmidique ou de I'ADN chromosomique. Les pili de type IV, qui sont aussi
impliqués dans l'attachement aux cellules eucaryotes et aux protozoaires, sont

nécessaires a lI'expression de cette compétence (Stone et al. 1999).
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[11-1.4.3. Interactions métaboliques et cataboliques

La densité importante des cellules au sein du biofilm favorise la création de
gradients de métabolites, et le développement a proximité d'especes capables
d'utiliser ces métabolites. L'étude de Christensen et al. (2002) a porté sur un biofilm
composeé de P. putida et d'Acinetobacter spp. (Christensen et al. 2002). Ces deux
espéces sont capables d'utiliser l'alcool benzylique comme substrat pour leur
croissance. Si elles sont cultivées ensemble en milieu liquide en présence de ce
substrat, Acinetobacter spp. devient rapidement dominante. En revanche, le
développement de biofilms mixtes en présence de ce méme substrat conduit a une
dominance de P. putida. En effet, Acinetobacter spp. produit un métabolite
intermédiaire qui est utilisé par P. putida. Le développement sous forme de biofilm
permet l'organisation spatiale de la population : Acinetobacter spp. est en contact
avec la phase planctonique dans laquelle se trouve le substrat, P. putida est
localisée dans les couches inférieures du biofilm ou elle bénéficie du métabolite
sécrété par Acinetobacter spp. Cette organisation permet la co-existence des deux
especes, tandis qu'en milieu liquide la cinétique de dégradation de I'alcool benzylique
par Acinetobacter spp. est beaucoup plus rapide que pour P. putida, conduisant a la

quasi-disparition de cette derniére.

L'association peut aussi résulter de la détoxification d'un produit par une
espece résistante, permettant linstallation et le développement d'espéces
normalement sensibles. Cowan et al. ont étudié des biofiims composés de deux
especes : Pseudomonas putida et Pseudomonas spp. lls les ont exposés a diverses
concentrations de p-crésol, produit toxique pour Pseudomonas spp. mais pas pour P.
putida qui est capable de le dégrader (Cowan et al. 2000). Les auteurs ont démontré
que l'association des deux espéces au sein du biofilm permet la croissance de
Pseudomonas spp. a proximité de P. putida qui détoxifie le p-crésol. Leriche et al. ont
etudié l'association entre Staphylococcus sciuri et Kocuria spp. adhérant a de I'acier
inoxydable et soumis quotidiennement a l'action d'une solution alcaline chlorée
(Leriche et al. 2003). lls ont montré que quand le milieu est suffisamment riche pour
permettre la synthése et la sécrétion d'exoprotéines par S. sciuri, cette espéce
pourtant sensible au biocide devient dominante par rapport a Kocuria spp. qui est
résistante. La visualisation du biofilm en début de traitement montre des cellules de

S. sciuri formant un "anneau" autour des micro-colonies de Kocuria spp., il semblerait
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donc que durant les premiers jours du traitement Kocuria spp. protége S. sciuri de
I'action du traitement. Cet effet protecteur serait di au fait que Kocuria spp. étant une
espéce aerobie stricte, la concentration en oxygéne dissout autour des micro-
colonies serait faible, donc les dommages oxydatifs entrainés par le dérivé chloré
seraient diminués dans cette zone. L'espéce S. sciuri étant aéro-anaérobie, elle
coloniserait cette niche particuliére sous la pression du traitement. Au fur et a mesure
de son développement, elle sécréterait des quantités croissantes d'exoprotéines,
entrainant une forte demande en chlore, donc une diminution de la concentration en

chlore actif.

[11-1.4.4. Biosurfactants

Les biosurfactants sont sécrétés par de nombreuses especes bactériennes.
Ces molécules présentent a la fois des groupements hydrophiles et hydrophobes,
elles peuvent donc s'adsorber sur des interfaces de natures variées et en modifier
les propriétés. Les effets attribués aux biosurfactants sont nombreux (Ron et al.
2001) :

e augmentation de la dispersion et de la biodisponibilité des substrats insolubles
grace a leur pouvoir émulsifiant (Garcia-Junco et al. 2001),

e fixation des métaux lourds (Teitzel et al. 2003),

e intervention dans la pathogénicité chez certaines espéces : le rhamnolipide
sécrété par Burkholderia pseudomallei entraine un effet cytotoxique et une
diminution de l'internalisation par les macrophages (Haussler et al. 2003),

e activité antimicrobienne,

e régulation de l'attachement et du détachement des bactéries aux surfaces
(inhibition de la formation de biofilms par la surfactine chez Salmonella
enterica serovar typhimurium (Mireles et al. 2001)).

Il semblerait que les biosurfactants aient un réle important dans I'élaboration et
le maintien de I'architecture des biofilms. Ainsi Davey et al. (2003) ont observé qu'un
mutant de P. aeruginosa déficient dans la production de rhamnolipide est incapable
de maintenir des canaux aqueux non colonisés au sein du biofilm, ce qui résulte
dans la formation d'un biofilm dense et homogéne, au sein duquel les bactéries ont

moins facilement accés aux nutriments (Davey et al. 2003). Inversement, un mutant
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produisant du rhamnolipide en quantité excessive est incapable de former un biofilm

mature, cet effet est aussi observé par ajout de rhamnolipide purifié dans le milieu.

Dans certains cas, il semblerait que le biosurfactant sécrété par une espéce
soit capable de se lier a la surface d'autres espéces et de modifier leur caractére
hydrophile / hydrophobe. Osterreicher et al. (2000) ont ainsi démontré que
I'émulsifiant produit par Acinetobacter radioresistens peut se lier a la surface de
Sphingomonas paucimobilis ou de Acinetobacter calcoaceticus, diminuant ainsi
I'nydrophobicité de surface de ces cellules (Osterreicher-Ravid et al. 2000). Les
auteurs présument que dans les biofilms ce type d'interaction peut avoir un role
important dans la régulation de la composition et du comportement des populations

bactériennes.

ll1-1.5. Facteurs environnementaux influencgant le biofilm mature

Les facteurs environnementaux ont une action importante sur la structure
physique du biofilm et sur le comportement des especes qui le composent. Ces
facteurs sont nombreux et variés, nous ne détaillerons ci-dessous que les plus

importants.

[11-1.5.1. Nutriments

Le carbone organique dissous biodégradable (CODB) et le carbone organique
assimilable (COA) sont des paramétres importants, reflets de la quantité de carbone
utilisable par les micro-organismes. Ces parameétres prennent en compte les acides
humiques (hydrophobes, généralement non biodégradables), les acides
carboxyliques, les acides aminés, les hydrates de carbone, ainsi qu’un certain
nombre de composés non identifiés présents a I'état de traces (Sibille 1998). Les
valeurs seuils en-dessous desquelles la croissance microbienne dans les réseaux
d'eau potable est limitée varient suivant les travaux. Différentes études menées par
LeChevallier et al. rapportent une valeur seuil de 50 a 100 ug / L de COA permettant
de limiter la croissance des bactéries coliformes dans les réseaux d’eau potable
(LeChevallier et al. 1991; LeChevallier et al. 1996). L’étude de Niquette et al. (2001)
recommande une valeur de CODB inférieure a 0,25 mg / L en sortie d'usine de

potabilisation afin de limiter la croissance bactérienne (Niquette et al. 2001). Les

111



Chapitre | — Introduction : Biofilm

études portant sur le traitement des eaux par biofiltration afin de diminuer la quantité
de carbone assimilable par les bactéries du réseau montrent une efficacité limitée
aux bactéries circulantes. Dans certains cas la croissance des biofilms est ralentie
mais la quantité de biomasse finit par étre la méme que dans le cas d’'une eau non
biofiltrée (Norton et al. 2000). Dans d’autres cas la croissance est ralentie et la
quantité de biomasse fixée réduite d’'un facteur 5 a 10 (Volk et al. 1999). Des
procédés nettement plus drastiques de suppression du CODB, tels que la
nanofiltration, diminuent aussi la quantité de biomasse présente mais n'’empéchent

pas la formation d’'un écosystéme stable (Sibille et al. 1997).

D’autres éléments sont indispensables a la croissance bactérienne. Le ratio
carbone / azote / phosphore nécessaire pour cette croissance est de 100C / 10N /
1P (Chandy et al. 2001). Dans certains cas le phosphore peut devenir I'élément
limitant : les eaux de surface utilisées dans certaines régions (Finlande, Norvege,
Japon, ...) pour la production d’eau potable sont tres riches en acides humiques et
treés pauvres en phosphore. Plusieurs études ont démontré que dans ces eaux pour
lesquelles la concentration de phosphore est inférieure a 2 pg / L, lajout de
phosphore (P) entraine une augmentation d'un a deux log de la croissance
bactérienne (Miettinen et al. 1997; Lehtola et al. 2002).

111-1.5.2. Matériaux

Alors que durant la phase primaire d'adhésion c’est le caractére hydrophile /
hydrophobe du matériau qui est primordial, c’'est la capacité de ce support a
relarguer des composés assimilables par la biomasse qui devient importante lors de
la maturation. En effet la plupart des matériaux utilisés dans les réseaux de
distribution relarguent des molécules en quantités plus ou moins importantes, et qui
sont plus ou moins biodégradables par la flore microbienne. Ces relarguages sont
aussi influencés par la corrosion : un matériau trés corrodé relargue de la matiére et
il apparait a sa surface des anfractuosités qui pourront étre colonisées, formant ainsi
des niches écologiques protégeant la biomasse fixée de I'action des désinfectants et
des forces de cisaillement. Certains matériaux tels que le cuivre ont un caractére
bactériostatique a cause des ions toxiques qu'ils libérent. Dans leur étude datant de
2000, Niquette et al. ont comparé la colonisation de différents types de matériaux

exposés a de l'eau potable. Les matériaux les moins colonisés étaient le
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polyéthyléne et le PVC, suivis de 'acier, de I'amiante-ciment et du fer-ciment, et enfin
de l'acier-goudron et du fer (Niquette et al. 2000). Une étude similaire menée sur
pilote par Chang et al. a permis d’aboutir au classement suivant: PVC < acier
galvanisé < fer (Chang et al. 2003). Rogers et al. (1994) ont comparé la formation de
biofilms contaminés par L. pneumophila sur différents types de matériaux (Rogers et
al. 1994b). Par ordre de colonisation croissante, les matériaux testés étaient : verre <
acier inoxydable < polypropyléne < PVC < acier mou < polyéthyléne < polymére
d’éthyléne-propyléne < latex. Les auteurs ont aussi mesuré les quantités de COT
relarguées dans I'eau par ces matériaux (surface de 3 cm? dans 10 mL d’eau). lls
rapportent des valeurs trés élevées supérieures a 150 mg / L pour le polyéthyléne,
I'éthyléne-propyléne et le latex, tandis que ces valeurs sont inférieures a 6 mg / L
pour les autres matériaux. Dans une étude similaire avec d’autres matériaux les
auteurs ont rapporté les taux de colonisation suivants : cuivre < polybutyléne < PVC
(Rogers et al. 1994a).

[11-1.5.3. Température

La température de I'eau est un facteur essentiel dans le développement des
biofilms en réseau d’eau potable puisqu’elle affecte un grand nombre de parameétres
physico-chimiques : efficacité des procédés de potabilisation, taux de croissance des
bactéries, efficacité des traitements de désinfection, taux de corrosion, hydraulique et
temps de séjour de I'eau dans le réseau (diminué en Eté) (LeChevallier et al. 1996).
Dans le réseau de distribution cette température ne peut pas étre régulée, c’est donc
un paramétre critique gouvernant la contamination de I'eau. De maniére générale,
une valeur supérieure a 15°C peut étre considérée comme favorisant la croissance

bactérienne (LeChevallier et al. 1996).

[11-1.5.4. Hydrodynamique

La dynamique du flux d'eau influence directement la formation, la maturation
et le détachement du biofilm. Une augmentation de la vitesse de flux induit une
hausse des forces de cisaillement, une dilution de la concentration locale des
métabolites bactériens, mais aussi une augmentation des apports de nutriments et
de désinfectants. De maniere générale I'accumulation de biofilm est plus faible en

régime turbulent. Dans ces conditions il peut y avoir formation de structures
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particuliéeres : micro-colonies orientées dans le sens du flux, tandis que des

bactéries isolées se déplacent a la surface du support (Purevdorj et al. 2002).

111-1.6. Détachement du biofilm et mort cellulaire

Le détachement des cellules du biofilm est un phénoméne complexe, peu
exploré, faisant intervenir de nombreux mécanismes simultanément. Ceux du
quorum sensing, déja cités ci-dessus, sont sans doute impliqués via la régulation de
'expression de génes, notamment ceux impliqués dans la synthése du rhamnolipide
chez P. aeruginosa (Davey et al. 2003). La diminution de la quantité de nutriments
pourrait aussi entrainer un détachement des cellules (Sawyer et al. 2000). Allison et
al. ont montré que dans un biofilm constitué de l'espéce P. fluorescens la diminution
de la quantité de nutriments entraine la sécrétion d'une polysaccharide lyase qui
dégrade la matrice du biofilm, facilitant ainsi la libération des bactéries (Allison et al.
1998). Chez E. coli K-12, la protéine régulatrice CsrA ("carbon storage regulator A")
sert d'activateur de la dispersion des biofilms dans des conditions de culture variées
(Jackson et al. 2002). Sur-exprimée chez E. coli ou chez d'autres entérobactéries,
cette protéine entraine une inhibition de la formation des biofilms. Chez la souche
sauvage, l'expression de la protéine diminue lors du développement du biofilm, puis
raugmente dans le biofilm mature, entrainant un détachement des cellules.
L'expression de CsrA est liée a la synthése du glycogéne, donc a la quantité de
nutriments disponibles pour permettre cette synthése. Par ailleurs les auteurs ont
observé que I'addition de glucose au milieu bloque la dispersion du biofilm via CsrA.
L’hydrodynamique a aussi un rdle important : Stoodley et al. ont montré qu’en cas de
régime turbulent de gros amas de cellules peuvent se détacher (Stoodley et al.
2001).

La mort des cellules du biofilm fait aussi partie du processus de
renouvellement et de dispersion de la biomasse. Un mécanisme original régissant
I'autorégulation de la population des biofilms est proposé par Webb et al. (2003). Les
auteurs ont observé que dans un biofilm constitué de I'espéce P. aeruginosa la mort
d’'un grand nombre de cellules intervient régulierement. Dans les effluents provenant
du biofilm ils ont détecté un phage filamenteux capable d’infecter et de lyser une
partie de la population du biofilm, tandis que l'autre partie des cellules semble

résistante. Ce phage étant présent sous forme de prophage dans le génome de P.
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aeruginosa, les auteurs formulent I'’hypothése qu’il constituerait un mécanisme de
différentiation des cellules a l'intérieur des micro-colonies, facilitant la dispersion

d'une sous-population résistant a la lyse (Webb et al. 2003).

I11-2. COMMUNICATION INTER-CELLULAIRE

I11-2.1. Introduction

La découverte de signaux de communication extra-cellulaires sécrétés par de
nombreuses espéces bactériennes est récente. Ces molécules sont capables de
moduler I'expression des génes chez des bactéries de la méme espéce mais aussi
chez des bactéries appartenant a des espéces différentes (Fong et al. 2001; Riedel
et al. 2001), voire méme chez des espéces eucaryotes (Mathesius et al. 2003;
Sperandio et al. 2003). Le mécanisme de quorum-sensing repose sur l'interaction de
ces signaux moléculaires diffusibles avec un régulateur transcriptionnel protéique qui
couple I'expression de certains génes avec la densité de la population bactérienne.
Différentes familles de molécules signal ont été identifiées, dont deux familles
retrouvées fréquemment chez de nombreuses espéces : les auto-inducteurs de type
1 (Al-1) et les auto-inducteurs de type 2 (Al-2). Ces deux types de molécules sont
produits a partir d'un substrat commun : la S-adénosylméthionine (Xavier et al. 2003)
(Fig. 12). Les Al-1 sont essentiellement retrouvés chez des espéces Gram —
appartenant aux protéobactéries (de Kievit et al. 2000; Whitehead et al. 2001) (Tab.
VII), tandis que les Al-2 semblent plus universels (Tab. VIII).
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F;g;(;g;)z : Biosynthése des homosérines lactones et des auto-inducteurs de type 2 (Xavier et
arl.

Les deux types de molécules dérivent de la S-adénosylméthionine (SAM). Les
enzymes de type Luxl forment les Al-1 a partir de la SAM et de protéines acyl-acyl-
transporteurs spécifiques (Acyl-ACPs). Ces réactions produisent aussi la
méthylthioadénosine  (MTA) qui est ensuite transformée par |la
5'méthylthioadénosine/S-adénosylhomocystéine nucléosidase (Pfs) en
méthylthioribose (MTR). De nombreuses méthyltransférases agissent sur la SAM et
transférent un groupe méthyl sur des substrats variés. Ces réactions produisent
aussi la S-adénosylhomocystéine (SAH). La Pfs hydrolyse I'adénine de la SAH pour
former la S-ribosylhomocystéine (SRH). LuxS agit sur la SRH et produit la 4,5-
dihydroxy 2,3-pentanedione (DPD) et I'hnomocystéine. La DPD se cyclise pour former
le pro-Al2, auquel est ajouté un atome de bore pour former I'Al-2. Chez les bactéries
ne possédant pas LuxS, la SAH est détoxifiée grace a une hydrolase qui la convertit

en adénosine et homocystéine.
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Tableau VIl : Homologues LuxR/Luxl, Al-1 synthétisés et phénotype régulé chez un certain nombre d'espéces bactériennes (de Kievit et al. 2000)

Espéces

Aeromonas hydrophila
Aeromonas salmonicida
Agrobacterium tumefaciens
Burkholderia cepacia
Chromobacterium violaceum

Enterobacter agglomerans

Erwinia carotovora subsp carotovora

Erwinia chrysanthemi
Escherichia coli
Nitrosomas europaea
Obesumbacterium proteus
Pantoea stewartii

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aureofaciens
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas syringae pv. tabaci
Ralstonia solanacearum
Rhizobium etli

Rhizobium leguminosarum
Rhodobacter sphaeroides
Serratia liquefaciens

Vibrio anguillarum

Vibrio fischeri

Xenorhabdus nematophilus
Yersinia enterocolitica
Yersinia pestis

Yersinia pseudotuberculosis

Yersinia ruckeri

Homologues LuxR/I

AhyR, Ahyl
AsaR, Asal
TraR, Tral
CepR, Cepl
CviR, Cvil
EagR, Eagl
CarR, ExpR
Expl (Carl)

ExpR, Expl (EchR, Echl)

SdiA
Unknown
OprR, Oprl
EsaR, Esal
LasR, Lasl

RhIR, Rhll (VsmR, Vsml)

PhzR, Phzl
PhzR, Phzl
PsyR, Psyl
SolR, Soll
RaiR, Rail
RhiR
CerR, Cerl
SwrR, Swrl
VanR, Vanl
LuxR, LuxI
Unknown
YenR, Yenl
YpeR, Ypel
YpsR, Ypsl
YtbR, Ytbl
YukR, Yukl

AHL majeure
C4-HSL
C4-HSL

3-ox0-C8-HSL
C8-HSL
C6-HSL

3-ox0-C6-HSL
3-ox0-C6-HSL

3-ox0-C6-HSL
Inconnue
3-ox0-C6-HSL
3-o0x0-C6-HSL
3-ox0-C6-HSL
3-ox0-C12-HSL
C4-HSL
C6-HSL
Inconnue
Inconnue
C8-HSL
Inconnue
3-hydroxy-7-cis-C14-HSL
7-cis-C14-HSL
C4-HSL
3-ox0-C10-HSL
3-ox0-C6-HSL
3-hydroxy-C4-HSL or an agonist
C6-HSL
Inconnue
3-0x0-C6-HSL
C8-HSL

Inconnue

Phénotype régulé

Protéase extra-cellulaire, fomation du biofil
Protéase extra-cellulaire

Conjugaison

Protéase, sidérophore

Antibiotiques, violacéine, exoenzymes, cyanide
Inconnu

Carbapeneme, exoenzymes

Pectinases

Division cellulaire

Emergance de la phase lag

Inconnu

Exopolysaccharide

Exoenzymes, Xcp, formation du biofilm, RhIR, espaces inter-cellulaires
Exoenzymes, cyanide, RpoS, lectines, pyocyanine, rhamnolipide, pili de type 4
Phenazine

Phenazine

Inconnu

Inconnu

Restriction du nombre de nodules

Nodulation, bacteriocine, survie en phase stationnaire
Echappement

Swarming, protéase

Inconnu

Bioluminescence

Virulence, lipase

Inconnu

Inconnu

Motilité, clumping

Inconnu

Inconnu
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Tableau VIl : Phénotype et génes régulés par luxS (Al-2) chez un certain nombre d'espéces bactériennes (Xavier et al. 2003)

Espéce

Actinobacillus
actinomycetemcomitans

Borrelia burgdorferi

Campylobacter jejuni
Clostridium perfringens
Escherichia coliW3110

Escherichia coli EHEC (O157:H7)

Escherichia coli EPEC (O127:H6)
Neisseria meningitides
Photorhabdus luminescens

Porphyromonas gingivalis

Salmonella typhi
Salmonella typhimurium
Shigella flexneri
Streptococcus pyogenes

Vibrio cholerae

Vibrio harveyi

Fonctions régulées par luxS

Facteurs de virulence : leucotoxine, acquisition du fer

Expression de nombreuses protéines sur gels
bidimensionnels : ErpA, -l et -N

Motilité

Facteurs de virulence : toxines alpha, kappa, theta
Division cellulaire, traitement de I'ADN,

forme de la cellule et morphologie

Facteurs de virulence : sécrétion de type I,

toxine Shiga, flagelles, motilité, division cellulaire
Motilité (expression du flagelle)

Bactériemie

Biosynthése du carbapénéme

Facteurs de virulence : protéase, hemaglutinine, acquisition
de I'nemine

Biofilms

Systeme de transport Al-2 ABC

Facteur de transcription impliqué dans la virulence
Facteurs de virulence : hémolysine protéase

Facteurs de virulence : toxine cholérique, pilus

Production de lumiére, morphologie des colonies

Génes régulés par luxS

afuA

pfo
242 génes (puce ADN)

opéron LEE, stx, ptsN, sulA, flhD,

fliA, fliC, motA, qseA, qseBC, 404 génes

cpom

uvrB, hasF

IsrACDBFGE
virB

speB, sagA

tcpP, tcpA, ctxAB

env. 70 génes de virulence (puce ADN)

luxCDABE
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111-2.2. Auto-inducteurs de type 1

Les auto-inducteurs de type 1 sont composés d'un noyau lactone sur lequel
est greffée une chaine N-acyl dont la longueur varie de 4 a 16 carbones, et qui peut
étre substituée par un —OH, un —O ou un —H en position 3 (Fuqua et al. 2002)(Fig.
13). lls ont pour la premiere fois été mis en évidence chez Vibrio fischeri, espéce
symbiotique de nombreux poissons et calmars. Ces bactéries colonisent I'organe
lumineux de leur héte, a l'intérieur duquel elles peuvent se multiplier en grand
nombre. Quand la population bactérienne, et donc la quantité de molécule signal,
sont suffisamment importantes il y a activation de la luminescence de V. fischeri.
Chez cette espece I'Al-1 (3-oxo-C6-homosérine lactone) est synthétisé grace au
produit du géne lux/, et il diffuse librement a travers les membranes de la cellule. Le

récepteur est encodé par luxR, c'est un activateur transcriptionnel cytoplasmique.

(0]
)j\ .
R N
H
0
R X Nom chimique Abbreviation
CH,CH,CH, O N-Butanoyl-L-homoserine lactone BHL
CH.CH;CH, ) N-Butanoyl-L-homocysteine thiolactone BHT
CH-COCH;, @] N-(3-Oxobutanoyl)-L-homoserine lactone OBHL
PhCH;COCH; @] N-Benzoylacetyl-L-homoserine lactone BAHL
CHa(CHa )y (8] N-Hexanoyl-L-homoserine lactone HHL
CH;(CH, )4 S N-Hexanoyl-L-homocysteine thiolactone HHT
CH;(CH,),COCH, O N-(3-Oxohexanoyl)-r-homoserine lactone OHHL
CH;(CH,),COCH, O N-(3-Oxohexanoyl)-p-homoserine lactone (DJOHHL
CH;{CH;),COCH; S N-(3-Oxohexanoyl)-L-homocysteine thiolactone OHHT
CH;(CH,)g O N-Octanoyl-L-homoserine lactone OHL
CH;(CH,)4COCH, O N-(3-Oxo-octanoyl)-L-homoserine lactone OOHL
CH;3(CH,)g O N-Decanoyl--homoserine lactone DHL
CH;{CH;)¢COCH; O N-(3-Oxodecanoyl)-i.-homoserine lactone ODHL
CH3(CHa)1n O N-Dodecanoyl-L-homoserine lactone dDHL
CH;{CH;)sCOCH; O N-(3-Oxododecanoyl)-L-homoserine lactone OdDHL
CH3({CH3)12 O N-Tetradecanoyl-L.-homoserine lactone tDHL
CH;{CH;)1pCOCH; O N-(3-Oxotetradecanoyl)-L-homoserine lactone OtDHL

Figure 13 : Structure des auto-inducteurs de type 1 (McClean et al. 1997)
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Une fois I'Al-1 fixé a LuxR, le complexe formé se lie a une séquence particuliere de
20 paires de bases ("lux box") située en amont de la séquence codant pour le
premier géne impliqué dans l'opéron codant pour la luminescence, et interagit avec
I'ARN polymerase pour stimuler la transcription de [I'opéron (Fig. 14). La
luminescence confére un avantage a I'h6éte car elle lui permet de chercher des

proies.

-

o
r@*”

™~
Géne cible

Figure 14 : Schéma du systéme de régulation
Luxl/LuxR (Xavier et al. 2003)

Chez P. aeruginosa, deux systémes effecteur / récepteur coexistent et
interviennent dans la régulation de I'expression d'un trés grand nombre de génes
(Fig. 15). Le systeme LasR-Lasl fait intervenir une 3-oxo-C12-homosérine lactone, le
systéme RhIR-RhIl une C4-homosérine lactone. Ces deux systémes interagissent, et
il existe une hiérarchie dans cette interaction : LasR-Lasl est requis pour l'induction
de RhIR-Rhll et certains promoteurs reconnus par RhIR peuvent aussi étre reconnus
par LasR (Fuqua et al. 2002). Les Al-1 ont un rdle essentiel dans la régulation de la
virulence de la bactérie in vivo: chez le modéle animal, des mutants Acyl
Homosérine Lactone (AHL) sont nettement moins virulents lors d’essais d’infections
pulmonaires ou d’infections sur brQlures. Par ailleurs les AHLs sécrétées par P.
aeruginosa semblent capables de directement moduler la réponse immunitaire de
'animal. Elles ont été détectées sur des prélévements cliniques réalisés chez
I'Homme lors de septicémies chez des patients présentant des brllures sévéres et
lors d’infections pulmonaires aigués (Rumbaugh et al. 2000). Enfin lors de l'infection
expérimentale de Dictyostelium discoideum par P. aeruginosa, les mutants rhl -

présentent aussi une virulence atténuée par rapport a la souche sauvage, tandis que
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les mutants /as — restent virulents (Cosson et al. 2002). Les techniques récentes de
détection des protéines (électrophorése bi-dimensionnelle) ou des génes (puces a
ADN) exprimés ont permis de mettre en évidence 27 protéines directement régulées
(Arevalo-Ferro et al. 2003) et 616 génes (soit plus de 10% des cadres ouverts de
lectures de P. aeruginosa) (Wagner et al. 2003) directement ou indirectement régulés

via le systéme de quorum sensing.

anr
hemolysin
katA

(254

- PAI-2
rhlR= RhAIR A—

e + * }‘11! I'

RhiRe +
kit /
+
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adenylate charge

.
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Figure 15 : Modéle du systéme de contrdle par quorum-sensing chez P. aeruginosa (Hassett et
al. 1999)

Les régulateurs globaux VfrA et GacA contrdlent le systéme /as.

Geénes ou protéines sous le contrdle de LasR : apr (protéase alcaline), opéron fagA-
fumC-orfX-sodA (Mn-SuperOxydeDismutase), hémolysine, catalase KatA, protéase
staphylolytique LasA, elastase LasB, Lasl, RhIR, motilité par twitching, exotoxine A,
xcpP-xcpR.

Geénes ou protéines sous le contrble de RhIR : chitinase, KatA, LasB, lipase,
pyocyanine, rhlAB codant pour une rhamnosyltransferase, Rhll, sodB codant pour
une fer SuperOxydeDismutase, xcpP-xcpR.

Geénes sous contrble de rpoS : génes impliqués dans la production d'alginate sur
substrat solide, azu codant pour une azurine, génes impliqués dans la synthése de la

pyocyanine et de la pyoverdine.
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111-2.3. Auto-inducteurs de type 2

La découverte des auto-inducteurs de type 2 est plus récente, elle a été faite
chez l'espece Vibrio harveyi chez qui elle co-existe et interagit avec un systéme de
régulation via un Al-1 pour contréler la production de luminescence (Surette et al.
1999) (Fig. 16). Sa synthése est dépendante du gene /uxS, elle varie en fonction de
la phase de croissance de la bactérie : généralement maximale en début de phase
de croissance, la quantité d'Al-2 sécrétée diminue jusqu'a disparaitre en phase post-
exponentielle. La source de carbone joue aussi un réle important : I'ajout de glucose
dans le milieu de culture permet la production d'Al-2 par E. coli et S. typhimurium
(Surette et al. 1998). Contrairement aux Al-1 qui présentent des structures
différentes suivant les espéces bactériennes chez qui ils sont isolés, la structure de
I'Al-2 semble conservée. Cette particularité en ferait un signal universel synthétisé et
reconnu par de nombreuses espéeces. Le précurseur de 'Al-2 est synthétisé a partir
de la S-adénosylméthionine, c'est l'incorporation de bore en fin de réaction de
synthése qui permet la création de I'Al-2 (Xavier et al. 2003). Bien qu'un certain
nombre de geénes régulés par Al-2 aient été identifiés chez plusieurs especes, les
cascades de signalisation impliquées sont encore mal connues. Chez V. harveyi,
cette cascade fait intervenir plusieurs complexes (LuxP, LuxQ, LuxU, LuxO et LuxR)
couplés a des phosphorylations — déphosphorylations successives. Des études
réalisées chez E. coli grace a des puces a ADN ont permis de mettre en évidence
242 genes (soit 5,6% du génome d'E. coli) dont I'expression était modulée suite a

l'augmentation de la concentration d'Al-2 (Delisa et al. 2001).
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Figure 16 : Coexistence et interaction des systémes Al-1 et Al-2 chez V. harveyi, d'aprés (Xavier
et al. 2003) et (Schauder et al. 2001)
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llI-2.3. Quorum-sensing et biofilms

L’'importance de ces deux types d’auto-inducteurs dans la formation et la
maturation des biofilms a été mise en évidence chez un certain nombre d’espéces en
culture pure. Par ailleurs des Al-1 ont été détectés au sein de biofilms complexes
provenant de différents écosystémes : pierres immergées dans des rivieres (McLean
et al. 1997), canalisations d’égouts (Vincke et al. 2001), biofiims provenant de

cathéters urétraux (Stickler et al. 1998), de lentilles de contact (Zhu et al. 2001) ...

[11-2.3.1. Auto-inducteurs de type 1

111-2.3.1.a. Régulation du phénotype

Lors de la formation du biofilm, la quantité d’Al-1 ne peut étre suffisante pour
déclencher I'activation de I'expression de génes que lorsque les bactéries sont déja
nombreuses, donc au sein d’un biofilm mature. Davies et al. (1998) ont observé la
formation de biofilms chez des mutants /as/ et rhll de P. aeruginosa (Davies et al.
1998), montrant que lors des étapes précoces de la formation du biofilm les deux
mutants étaient capables d’adhérer au support et de former des micro-colonies
semblables a celles observées avec la souche sauvage. En revanche, pendant la
phase de maturation seul le mutant rh/ formait des biofilms semblables a ceux
observés avec la souche sauvage, tandis que le mutant las/ formait des biofilms
moins épais et plus denses, sensibles a 'action du SDS 0,2%. L’addition d’Al-1 dans
le milieu restaurait le phénotype sauvage. L’étude de Sauer et al. (2002) a permis de
distinguer cing étapes différentes lors du développement de P. aeruginosa sous
forme de biofims en milieu minimum : l'attachement réversible, I'attachement
irréversible, deux étapes de maturation et la dispersion (Sauer et al. 2002). A
chacune de ces étapes correspond I'expression de phénotypes particuliers, différant
entre eux par lI'expression d’au moins 500 protéines. Par ailleurs les auteurs ont
aussi observé que l'expression de las/ est plus importante dans les étapes de
maturation du biofilm. Le mutant las/ — présente une matrice exo-polysaccharidique
nettement différente de celle observée chez la souche sauvage: EPS
essentiellement en surface des cellules, ne remplissant pas les espaces interstitiels
du biofilm (réduits chez le mutant /as/ -). L’étude récente de Davey et al. confirme et

apporte des explications a ces observations. Elle semble démontrer que la
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différentiation du biofilm en une forme mature "vascularisée" grace a la formation de
canaux aqueux serait due a la sécrétion de rhamnolipide (biosurfactant) par P.
aeruginosa (Davey et al. 2003). Le rhamnolipide ne serait pas nécessaire a la
formation de canaux, en revanche il empécherait la colonisation de ces canaux par
les cellules en phase planctonique et pourrait avoir un réle dans le détachement de
micro-colonies du biofilm. L'expression du géne codant pour le rhamnolipide étant
régulée par les systémes RhIl-RhIR et Lasl-LasR, ces observations permettent

d'expliquer les études précédentes (Espinosa-Urgel 2003).

L'importance des Al-1 dans la formation des biofiims a été mise en évidence
chez d’autres espéces : Chromobacterium violaceum (Martinelli et al. 2002),
Aeromonas hydrophila (Lynch et al. 2002), Burkholderia cepacia (Conway et al.

2002), ... lls interviennent aussi dans les étapes de maturation des biofilms.

111-2.3.1.b. Communication inter-espéces

Riedel et al. ont mis en évidence la possibilit¢ d'une communication entre
especes bactériennes d’un biofilm via un Al-1. lls ont étudié des biofilms intra-
pulmonaires chez la souris. Ces biofilms étaient constitués de deux especes: P.
aeruginosa et B. cepacia (Riedel et al. 2001), qui sont fréquemment isolées lors
d’infections pulmonaires chez des patients atteints de cystite fibreuse. Lors de ces
infections, P. aeruginosa se développe dans les sécrétions bronchiques et forme des
structures apparentées aux biofilms, sécrétant notamment des homosérines lactones
de type 1 (Singh et al. 2000). Les auteurs ont montré que les homosérines sécrétées
par P. aeruginosa peuvent réguler I'expression de protéases de B. cepacia
impliquées dans la virulence, tandis que les homosérines sécrétées par B. cepacia

n’interagissent pas avec P. aeruginosa (Riedel et al. 2001).

I11-2.3.1.c. Dégradation des Al-1 par des bactéries

Certaines espéces bactériennes sont capables de dégrader les auto-
inducteurs de type 1 et pourraient donc éventuellement interférer dans les processus
de maturation des biofilms. Dong et al. ont montré que plusieurs espéces
appartenant au genre Bacillus : B. thuringiensis, B. cereus et B. mycoides produisent

une acyl-homosérine lactonase capable de couper le noyau lactone des Al-1 (Dong
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et al. 2002). Clonée et exprimée chez des plantes, cette lactonase entraine une
résistance a l'infection par les pathogénes Erwinia carotovora et Agrobacterium
tumefaciens (Molina et al. 2003) dont I'expression de la virulence est régulée par
l'intermédiaire d’auto-inducteurs de type 1. Chez A. tumefaciens, les auto-inducteurs
de type 1 servent notamment a réguler le passage vers un état de compétence pour
un transfert conjugatif grace a un appareil de sécrétion de type IV (plasmide Ti et
ADN-T responsable de la formation de tumeurs chez la plante). Zhang et al. ont
montré que A. tumefaciens produit aussi une acyl-homosérine lactonase qui permet
de réguler la quantité d’Al-1 et donc le passage a I'état compétent (Zhang et al.
2002).

Lin et al. ont isolé a partir d’'un biofilm polymicrobien prélevé dans un systéme
expérimental de traitement des eaux usées une espéce : Ralstonia spp., capable de
produire une acylase hydrolysant le groupement amide des acyl-homosérines
lactones (Lin et al. 2003). Le clonage et I'expression du gene responsable de cette
activité chez P. aeruginosa entraine une répression de l'activité Al-1 et une

diminution de I'expression d’'un certain nombre de facteurs de virulence.

[11-2.3.2. Auto-inducteurs de type 2

111-2.3.2.a. Régulation du phénotype

Le réle des auto-inducteurs de type 2 dans les processus de formation et de
maturation des biofiims a essentiellement été étudié dans le cadre des biofilms
formant la plaque dentaire. De nombreuses espéces isolées a partir de cet
écosystéme sont capables de sécréter des Al-2 (Fong et al. 2001). Streptococcus
mutans est une espéce Gram positif carriogéne qui posséde un géne /uxS codant
pour un Al-2 important dans la formation du biofilm. Un mutant /uxS — forme des
structures granulaires dispersées plutét qu'un biofilm d’aspect lisse et confluent

observé chez la souche sauvage (Merritt et al. 2003).

Le cas de Vibrio cholerae est particulier car les deux systémes Al-1 et Al-2 co-
existent de la méme fagon que chez V. harveyi. Cette co-existence se traduit par
I'existence de cascades de régulation faisant intervenir des complexes communs aux

deux régulateurs. Le complexe LuxO joue un réle charniere dans ce systéeme.
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Lorsque la densité cellulaire est faible il y a phosphorylation de LuxO qui en retour
active un répresseur X (inconnu) qui réprime I'expression de hapR (homologue du
luxR de V. harveyi), V. cholerae exprime alors un phénotype virulent et est a méme
de former des biofims (Hammer et al. 2003). Inversement lorsque la densité
cellulaire (donc la quantité d’autoinducteurs) est importante, les voies de signalisation
entrainent une déphosphorylation de LuxO, hapR est alors activé et V. cholerae
exprime un phénotype non virulent et incapable de former des biofilms, mais exprime

en revanche une hemagglutinine protéase.

111-2.3.2.b. Communication inter-especes

Le réle des Al-2 a aussi été démontré dans la communication inter-espéces.
Une étude récente menée par McNab et al. (2003) démontre que la présence d’un
gene luxS fonctionnel chez Streptococcus gordonii est indispensable pour que cette
bactérie puisse former des biofiims mixtes avec un mutant /luxS — de l'espéce
pathogéne Porphyromonas gingivalis (McNab et al. 2003). L'espéce Actinobacillus
actinomycetemcomitans posséde aussi un géne /uxS, codant pour un Al-2 capable

de moduler I'expression de génes sous la dépendance de luxS chez P. gingivalis.
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I- SUIVI DE LA COLONISATION D’UN RESEAU INTERIEUR
PAR L. PNEUMOPHILA

Le but de cette premiére série de travaux est de comparer deux techniques de
détection des Iégionelles dans les biofilms des réseaux de distribution d'eau potable : la
FISH et la méthode AFNOR, et de réaliser un suivi de cette contamination pendant une
période étendue afin d’essayer de mettre en relation les variations des quantités de

légionelles avec les variations d’autres parameétres.

I-1. MISE EN PLACE ET SUIVI DES INCUBATEURS A BIOFILMS
1-1.1. Construction des incubateurs

Les incubateurs, réalisés en PVC, comprennent 9 cartouches réparties sur 3
branches (Fig. 17). Des débitmétres permettent d'ajuster le débit dans chaque branche
grace a 3 vannes. Une vanne générale permet de couper la circulation de I'eau, et un
compteur d’eau situé a la base du dispositif permet de mesurer la quantité totale d’eau
écoulée a travers l'incubateur. Chaque cartouche mesure 14 cm de long, le diamétre
intérieur est de 1,9 cm. Les cartouches sont remplies de 50 g de billes de verre
borosilicaté de diametre 5 mm (Promega) qui servent de support au développement du
biofilm (surface totale : environ 190 cm?). Avant mise en place les billes sont nettoyées
par immersion 12 h dans l'acide sulfochromique suivie d’'un ringage dans de I'eau

distillée stérile, et stérilisées par autoclavage 20 min a 120°C.

& <39 cartouches

o

Ml <— débimétres

Figure 17 : Vue générale de I'incubateur a biofilms et
vue agrandie d’une cartouche

——— compteur
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I-1.2. Mise en place des incubateurs

[-1.2.1. Site choisi

Un réseau d'eau chaude sanitaire alimentant une piscine a été choisi pour
implanter les deux incubateurs a biofilms. Il s'agit d'un circuit non bouclé présentant des
mitigeurs sur tous les points de puisage. La distribution et le stockage de I'eau chaude a
60°C sont assurés par 8 ballons de 500 L équipés de serpentins chauffants. Il n'y avait
pas d'adoucisseur sur I'eau froide d'appoint mais un systéme anti-tartre magnétique. Les
incubateurs ont été installés aprés un mitigeur centralisé pour l'eau destinée aux
pédiluves : un incubateur sur I'eau mitigée immeédiatement en aval du mitigeur (Eau
Chaude) et un incubateur sur l'eau froide (Eau Froide) en amont du mitigeur (Fig. 18).

Les incubateurs ont été branchés en dérivation, en eau perdue avec rejet a I'égout.

Egouts . ) Egouts
8 métres
de tuyaux |
Incubateur A > environ < Incubateur B
EC EF
J Point de \
< prélevement AVAL  mmmp
\ 1/3 1/3 1/3 (
9 cartouches 4
¢ contenant les billes
J \
Débitmetres Eau Eau Débitmétres
chaude froide
Vannes 1 Vannes
Mitigeur v
Vanne anne
principale () principale
Compteur X @ Compteur
Point de PoiJFt de préléevement
prélevement AMONT AMONT

Figure 18 : Implantation des incubateurs dans le réseau d’eau chaude sanitaire. Les 3 diagonales
correspondant a I’ordre de préléevement des cartouches sont représentées en rouge, jaune et vert.
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[-1.2.2. Mise en eau des incubateurs et fréquence des prélévements

Apres installation, les incubateurs ont d’abord été alimentés en eau sans les billes
pendant 2 semaines, avec un débit de circulation de 30 a 40 L/h afin de rincer

abondamment le dispositif. Aprés cette période de ringage les 9 cartouches ont été

remplies avec les billes stériles. L'incubateur a ensuite été laissé en place pendant une
période de colonisation de 1,5 mois, sans effectuer de prélevements. L'étude s’est
ensuite déroulée en deux phases : une phase de prélévements rapprochés tous les 15
jours (durée : 3 mois de Juillet a Septembre), puis une phase de prélevements espacés

de 1 mois (durée : 8 mois de Octobre a Mai).

[-1.2.3. Organisation des prélévements et transport

Les prélévements étaient réalisés a Lyon et acheminés a +4°C (transporteur :
TSE Express Médical) jusqu’au lieu de l'analyse (UFR de Pharmacie, Chéatenay-
Malabry). Un délai maximum de 24 heures s’écoulait entre le prélévement et 'analyse. A
chaque prélévement le contenu des 3 cartouches d’'une méme diagonale était récupéré
pour analyse. Le renouvellement des billes d'une méme diagonale avait donc lieu tous
les mois et demi durant la premiére phase et tous les trois mois durant la deuxiéme

phase.

I-2. ANALYSES REALISEES

I-2.1. Détection des légionelles par culture

La détection des légionelles dans I'eau et dans les biofilms est effectuée selon la
méthode AFNOR T90-431 (Annexe): filtration, décrochage des bactéries de la
membrane, sélection des légionelles par chauffage a 50+1°C pendant 30 minutes,

ensemencement sur gélose GVPC et incubation 10 j a 37°C.

Pour chaque incubateur (eau chaude et eau froide), les analyses suivantes sont

réalisées :
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e prélevement de 1 L d’eau en amont de l'incubateur au niveau du tuyau
alimentant le dispositif,

e prélevement de 1 L d’eau en aval de l'incubateur, moyenné a partir de 3
prélevements de 1/3 de L a la sortie de chaque branche,

e prélevement des billes de la cartouche centrale, placées dans 50 mL
d'eau du réseau stérilisée par filtration a 0,22 um. A [larrivée au
laboratoire les billes sont soniquées pendant 3 minutes et vortexées a
vitesse maximale pendant 30 secondes. 100 pL sont ensemencés
directement sur gélose GVPC tandis que 2 x 10 mL sont soumis aux

traitements de sélection acide et thermique avant ensemencement.

Pour chaque prélévement positif sur gélose BCYE, 5 colonies sont traitées pour

typage AP-PCR suivant la méthode décrite ci-dessous.

I-2.2. Typage des colonies isolées

[-2.2.1. Souches utilisées pour la validation de la méthode de typage

Afin de mettre au point la méthode de typage nous avions besoin d'une collection
de souches de L. pneumophila. Celle-ci nous a été gracieusement fournie par le Centre
National de Référence des Légionelles (P" J. Etienne, Lyon). Neuf souches
environnementales de sérogroupe 1 présentant chacune un pulsotype sfil différent en
PFGE nous ont été adressées. Ces souches avaient été repiquées trois fois sur gélose.
Elles sont nommées en fonction de leur origine : Lyon H2-Il, Lyon H9-I, Lyon H9-II, Lyon
L2-1, Nancy 12-1, Nancy 22-1, Paris 2-V, Paris 9-XXIV et Versalilles 2-I.

Ces souches ont été acheminées en culture en gélose profonde. Dés réception
elles ont été repiquées sur gélose BCYE (Oxoid, France) et cultivées 10 jours a 37°C en
atmosphére humide, apres lesquels un stock d'une dizaine d'aliquotes par souche a été
réalisé. Pour chaque aliquote une colonie était reprise dans du bouillon de culture BCYE
sans charbon actif (Annexe |) additionné de 20% de glycérol et congelée a —80°C en
cryotube. Parallelement, nous avons effectué un test au latex (Oxoid, France) afin de
vérifier l'existence d'une agglutination en présence d'anticorps dirigés contre des

épitopes spécifiques du sérogroupe 1.
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[-.2.2.2. Extraction de 'ADN et typage

L’extraction de I'ADN est effectuée a partir des colonies issues du premier
repiquage avec le kit "AquaPure Genomic DNA Isolation Kit" (Bio-Rad, référence : 732-
6340). En fin d'extraction la pureté et la concentration de I'ADN sont évaluées par
lecture de I'absorbance a 260 et a 280 nm d'une dilution au 1/100 de I'extrait. Les ADN
sont dilués en eau millipore stérile afin d'atteindre une concentration de 50 ng/uL, puis

ils sont stockés au congélateur a —20°C.

Le typage des souches est réalisé en utilisant la méthode d'AP-PCR décrite par
Lawrence et al. (1999). Pour chaque échantillon, trois réactions d'hybridation /
amplification sont réalisées avec trois amorces différentes afin d'obtenir un pouvoir

discriminant satisfaisant.

Les séquences des amorces sont présentées ci-dessous (Eurobio, Les Ulis, France) :

Amorce B1245 : 5’-AGGTGGCGTCGAGGAAGAC-3
Amorce IR6110 : 5’-CCCGGCATGTCCGGAGACTC-3
Amorce LEG-2 : 5-CTGGCTTCTTCCAGCTTCA-3’

L’amplification est réalisée dans un volume réactionnel de 20 ulL :
- tampon PCR 10X (Sigma) : 2 yL
- MgCl; 25 mM (Sigma) : 1,6 yL
- amorce 1 yM : 2 yL
- Taq polymerase 0,5 U / yL (Sigma) : 1 yL
- dNTPs (Sigma) 2 mM : 2 yL de chaque
- ADN 50 ng/uL : 1 pL
- Eau MilliQ stérile : gsp 20 yL

La réaction d'amplification est effectuée dans un thermocycleur PCR Express (Hybaid,
France) et comprend :
- une étape d'activation de la Taq polymerase : 5 minutes a 94°C

- 36 cycles d’amplification comprenant chacun :
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1 minute a 92°C pour la dénaturation
1 minute a 35°C pour I'hybridation des amorces
2 minutes a 72°C pour I'élongation

- une derniére étape d'élongation a 72°C pendant 7 minutes

8 uL de produits de PCR sont additionnés de 2 uL de Stop-Mix 5X (glycérol 25%, SDS
2%, bleu de bromophénol 0,05%, xyléne cyanolique 0,05%). Les produits d’amplification
sont ensuite séparés par électrophorése sur gel d’agarose 2% + BET (migration 3 a 4
heures a 80 mV). L'observation et la photographie des gels est effectuée sur table UV

(appareil photo numérique Kodakman DC120 & logiciel Kodak 1DLE)

1-2.3. Détection des légionelles et de la flore totale dans les biofilms par
méthode FISH

[-2.3.1. Fixation des échantillons

Le reste de la suspension de biofilm utilisée pour le dénombrement (env. 25 mL)
est filtré sur membrane de polycarbonate 0,22 ym et fixé par immersion 3 h a +4°C en
PFA 4%. Par ailleurs, pour chaque diagonale prélevée le contenu des deux cartouches

extérieures est réparti en deux moitiés traitées difféeremment :

- Une moitié des billes est placée dans 50 mL d'une solution de paraformaldéhyde

(PFA) a 4% (Annexe Il) pour fixation pendant le transport a +4°C,

- L’autre moitié est reprise dans 45 mL d'eau du réseau stérilisée par filtration a 0,22
pm, a laquelle sont ajoutés 0,5 mL d'une solution stérile d'acide pipémidique a 3
mg/mL dans de la soude 0,05 M (concentration finale : 30 ug/mL). A l'arrivée au
laboratoire 5 mL de bouillon R2A 10X (Annexe |) sont ajoutés et les billes sont
incubées a I'obscurité pendant 16 h a 20°C. Elles sont ensuite soniquées pendant 3
minutes et vortexées a vitesse maximale pendant 30 secondes, puis la suspension
obtenue est filtrée sur membrane de polycarbonate 0,22 um (Millipore). La

membrane est fixée par immersion 3 h a +4°C en PFA 4%.

Les billes sont ensuite soniquées pendant 3 minutes et vortexées a vitesse

maximale pendant 30 secondes, puis la suspension obtenue est filtrée sur
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membrane de polycarbonate 0,22 ym (Millipore). Les cellules sont rincées par
filtration de 3 x 10 mL d’eau MilliQ stérile, puis la membrane est placée dans 5 mL
d’'une solution d’éthanol / PBS 1:1 (v/v) (EtOH/PBS) filtrée a 0,22 uym, et conservée a

—20°C jusqu’a analyse.

I-2.3.2. Hybridation et observation

Le protocole d’hybridation est décrit en annexe Il. Pour hybrider ces échantillons
nous avons utilisé la sonde universelle EUB338 pour révéler la flore totale (hybridation
avec toutes les bactéries) et la sonde LEGPNE1 pour détecter L. pneumophila, la sonde
Non338 servant de témoin négatif (Tab. 1X). Ces sondes ont d'abord été validées
suivant un protocole mis au point lors d'études antérieures décrites dans l'article
présenté en Annexe V (Thomas et al. 2002). Cette méthode repose sur [l'utilisation de
sondes marquées au FITC, couplées a un contre-marquage a l'iodure de propidium et a
une détection en cytométrie de flux. Le principe de cette détection repose sur une
présélection des cellules marquées par l'intercalant de I'ADN (IP), ce n'est ensuite qu'au
sein de ce groupe que sont comptés les événements marqués par la sonde. Cette
méthode permet donc d'éliminer de 'analyse les particules ne contenant pas d'ADN et
de compter un nombre trés important de cellules, donc d'obtenir des résultats
statistiquement pertinents. Nous I'avons appliquée sur une culture pure de la souche
isolée dans le réseau, fixée en PFA aprés 72 h de croissance en bouillon BCYE a 37°C
(phase exponentielle). Pour I'analyse des biofilms, les sondes sont marquées en Cy3,
un contre-marquage au syto-9 (Molecular Probes) est réalisé aprés hybridation.
L’observation est faite a I'aide d’'un microscope inversé a fluorescence Nikon TE200
équipé des blocs filtres B-2A (syto-9) et G-2A (Cy3) et d'une caméra Nikon DXM 1200.

I-2.4. Paramétres physico-chimiques relevés

Les paramétres physico-chimiques suivants ont été mesurés a chaque
échantillonnage : température de I'eau, pH, conductivité, potentiel redox, oxygéne
dissous, chlore libre et chlore total. Ces mesures ont été réalisées par Nathalie
ROUSSEL (Cylergie, Lyon) a l'aide de kits colorimétriques et de sondes multi-

parametres
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I-3. ESSAIS DE REALISATION DE BIOFILMS MIXTES: L.
PNEUMOPHILA ISSUE DU RESEAU / ESPECES PARTICULIERES

Une potentialisation de la croissance de L. pneumophila par d’autres espéces
bactériennes a été rapportée dans la littérature : Empedobacter brevis (ancienne
dénomination : Flavobacterium breve) et Brevundimonas vesicularis (ancienne
dénomination : Pseudomonas vesicularis) permettent la croissance satellitaire des
Iégionelles sur gélose BCYE sans cystéine. Dans I'expérience décrite ci-dessous nous
avons voulu déterminer la capacité de L. pneumophila a coloniser et a se multiplier dans

des biofilms constitués de ces espéces.

I-3.1. Préparation des supports de biofilms

Des coupons découpés dans une plaque de silicone d’épaisseur 1 mm (Promega)
ont été utilisés comme support de la formation des biofiims. Ces coupons
d’approximativement 0,5 x 2 cm sont insérés dans des bouchons de silicone poreux
préalablement fendus et insérés dans le capuchon d’un flacon normalement utilisé pour
des prélevements automatiques a travers une capsule de silicone (Fig. 19). L’agitation
du milieu est assurée par un micro-barreau magnétique a revétement Téflon, de

dimensions 5 x 3 mm.

Avant utilisation tout le matériel est lavé suivant la procédure décrite par Briandet et
al. (1999) : agitation pendant 10 min dans une solution a 3% de RBS 35 (Société de
Traitement Chimique des Surfaces, Lambersart, France) dans de I'eau MilliQ a 50°C, 1
ringage de 10 min avec de I'eau MilliQ a 50°C et 5 ringages successifs avec de I'eau
MilliQ a température ambiante. Le matériel est ensuite séché au four a 120°C pendant 2

heures, puis autoclavé pendant 20 min a 120°C.

Figure 19 : coupon de silicone monté sur le
bouchon silicone poreux lui-méme inséré
dans le capuchon d’un flacon pour
prélévement automatique
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I-3.2. Préparation des biofilms

Les 3 espéces : B. vesicularis ATCC11426, E. brevis ATCC 43319 et P. aeruginosa
CIP A22 sont ensemenceées sur gélose LB (Annexe I). Aprés 48 h de croissance a 25°C
(B. vesicularis) ou a 30°C (E. brevis et P. aeruginosa), des colonies sont prélevées et
diluées dans de I'eau du robinet stérilisée par autoclavage pour atteindre une DOgyo de
0,5 (concentration approximative : 5.10% cellules / mL). Cette suspension est ensuite
diluée au 1/10 dans la méme eau et 150 pL sont introduits dans les flacons contenant
15 mL du milieu de culture des biofilms décrit par Murga et al. (2001). La composition
par litre de milieu est la suivante : 0,05 g d’extrait de levure, de proteose peptone n°3,
d’acides casaminés et de dextrose, 0,03 g de pyruvate de sodium et de phosphate de
potassium dibasique, et 0,005 g de phosphate de magnésium. Quatre types
d’ensemencements sont réalisés : les trois espéces séparément et un témoin sans
ensemencement.

Les flacons sont ensuite incubés sous agitation lente pendant 48 h, a 25°C pour B.
vesicularis, a 30°C pour les autres. Puis le milieu est remplacé par du milieu dilué au
1/10 et les flacons sont réincubés 48 h dans les mémes conditions. Le milieu de culture
est ensuite remplacé par de I'eau prélevée sur le réseau sur lequel sont implantés les
incubateurs a billes de verre. L’eau a été prélevée en amont de I'incubateur eau chaude,

avec ajout de 250 mg/L de pyrophosphate de fer puis filtration a 0,22 pm.

I-3.3. Injection de L. pneumophila et déroulement de I’étude

Aprés 48 h d’incubation, toujours dans les mémes conditions, I'eau additionnée de
fer est renouvelée, et 150 pL d'une suspension de la souche de L. pneumophila
préalablement isolée dans le réseau sont introduits. La souche a préalablement été
cultivée 5 jours a 37°C sur gélose BCYE et diluée dans les mémes conditions que les
autres espéces. Les flacons sont incubés a 30°C sous agitation lente et le milieu est
renouvelé de 20% tous les jours. Des flacons sont prélevés pour analyse a J2, J7, J14

et J21 aprés introduction de L. pneumophila.
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I-3.4. Analyses effectuées

[-3.4.1. Dénombrements
1-3.4.1.a. Phase planctonique

Apreés retrait du coupon 2 x 100 yL de suspension sont ensemencés directement
sur géloses R2A et GVPC. 2 x 1 mL sont prélevés pour dilution et ensemencement sur
R2A, et 2 x 2 mL pour traitement de sélection thermique avant dilution et
ensemencement sur gélose GVPC. Le dénombrement de P. aeruginosa et de E. brevis
est réalisé aprés 24 a 48 h d’incubation sur gélose R2A a 30°C, celui de B. vesicularis
aprés 5 j d’incubation sur R2A a 25°C et celui de L. pneumophila aprés 5 a 7 j sur
GVPC a 37°C..

1-3.4.1.b. Biofilm

La partie inférieure du coupon de silicone (env. 1 cm de longueur) est coupée
stérilement. La partie ainsi détachée est destinée au dénombrement : elle est reprise
dans 2 mL d’eau de réseau stérile, soniquée 3 min et vortexée 30 sec. Les légionelles et
les autres espéces sont ensuite dénombrées de la méme fagcon que pour la phase

planctonique.

[-3.4.2. Observation microscopique des biofilms

La partie supérieure, toujours insérée dans le bouchon poreux, est immergée
pendant 3 h dans du PFA 4% a +4°C , rincée par immersion 3 min dans de I'eau MilliQ
stérile et stockée dans une solution EtOH/PBS a —-20°C. L’hybridation est réalisée
directement sur le coupon par dépdt de la solution d’hybridation, incubation 90 min a
46°C en chambre humide, immersion 10 min dans le tampon de lavage a 48°C, contre-
marquage par immersion 3 min dans une solution de syto-9 glacée et montage en
SlowFade Antifade (Molecular Probes). Seule la sonde LEG705 marquée en Cy5 a été
utilisée sur les biofilms polymicrobiens. Sur les biofilms constitués de L. pneumophila
seule nous avons aussi utilisé la sonde EUB338 marquée en Cy5. L'observation a été
réalisée a l'aide d'un microscope confocal Zeiss LSM510, les réglages utilisés sont les

mémes que ceux décrits ci-dessous pour I'observation des biofilms hybridés.
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Il- COMPARAISON DE L’EFFICACITE DES TRAITEMENTS DE
DESINFECTION VIS-A-VIS D’UN RESEAU INTERIEUR
COLONISE PAR L. PNEUMOPHILA

Un grand nombre de traitements sont aujourd'hui disponibles pour empécher la
prolifération des micro-organismes dans les réseaux d'eau potable. La plupart des
études portant sur l'efficacité de ces traitements se limitent a I'évaluation d'une seule
méthode, et la variabilité des paramétres physico-chimiques rend difficile les
comparaisons inter-études. Dans cette deuxiéme partie expérimentale nous utilisons un
pilote mis au point par I'équipe du CIRSEE afin de pouvoir tester et comparer dans des
conditions identiques les traitements de désinfection couramment utilisés pour l'eau

potable.

II-1. TESTS D'INOCULATION DE L. PNEUMOPHILA

Afin de s’assurer de la faisabilité de la création d'un écosystéme colonisé par L.
pneumophila sur le pilote, des tests ont d’abord été réalisés sur une petite unité

"prépilote".

1I-1.1. Construction et colonisation de I'unité prépilote

Elle consiste en une boucle en acier galvanisé de diamétres intérieur et extérieur
26/34 mm et d'une longueur de 3 m. La boucle baigne dans un bain-marie dont la
température est maintenue a 35 °C. Le débit de circulation est maintenu a 200 L/h grace

a une pompe, le volume total circulant est de 2,2 L.

La colonisation de la boucle a été effectuée par circulation a un débit de 6 L/h
pendant 3 jours d’eau de Seine filtrée sur sable. Une dilution progressive a ensuite été
réalisée en remplagant quotidiennement 20% du volume circulant total par de I'eau du

robinet. Ce taux de renouvellement a ensuite été gardé constant pendant I'étude.
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11-1.2. Tests d'inoculation de L. pneumophila

[I-1.2.1. Analyses avant inoculation

L'unité prépilote a d'abord fonctionné pendant 2 mois avant inoculation d'un
mélange de souches de L. pneumophila. Durant ces deux premiers mois deux
dénombrements ont été réalisés dans I'eau circulant dans la boucle, permettant d’isoler
une souche sérogroupe 2-14. Celle-ci a été réutilisée pour le test d'inoculation du

mélange de souches.

[1-1.2.2. Inoculation

Afin d'évaluer la capacité de la premiere souche a persister malgré un apport
massif d'autres souches, un mélange de 5 souches a été inoculé au 75°™ jour. Une
suspension de 10 mL de PBS stérile a été préparée par mélange de 5x2mL des
suspensions ajustées a une DOgoo = 1 des souches suivantes : la souche sérogroupe 2-
14 isolée initialement dans le prépilote, 3 souches sérogroupe 1 isolées et typées lors
d'analyses réalisées dans des réseaux domestiques et des tours aéro-réfrigérantes en
région parisienne, et enfin la souche sérogroupe 1 "Paris" qui nous a été fournie par le

Centre de Référence.

Un jour aprés l'inoculation et ensuite toutes les semaines pendant 1 mois, 1 L d'
eau a été collecté a la sortie de l'incubateur, les Iégionelles ont été détectées en utilisant
la méthode AFNOR et pour chaque prélévement 20 colonies ont été typées gréce a la

méthode décrite ci-dessus.

II-2. CONSTRUCTION ET COLONISATION DU PILOTE

11-2.1. Présentation du pilote

[1-2.1.1. Schéma général

Le pilote est constitué de 7 circuits identiques simulant le réseau de distribution
intérieur d’'un batiment de cing étages, et comprenant chacun deux parties distinctes
(Fig. 20 et 21) :
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e une boucle de recirculation en acier galvanisé longue de 30 m, de diametre
intérieur/extérieur 26/34 mm et d’un volume total de 16 L, dans laquelle la
vitesse de circulation est de 10 cm/sec (200 I/h),

e un bras mort en cuivre long de 13 m, de diameétre intérieur/extérieur : 20/22

mm et d’un volume total de 4 L.

Bras mort
Cuivre

Supports
coupons PVC

Figure 20 : photographies du pilote. En haut a droite : vue d'ensemble d'une unité boucle + bras
mort. En haut a gauche : systemes de prélevements des biofilms sur billes de verre et sur
coupons PVC utilisés dans les 2 types de canalisations. En bas a gauche : détail des cartouches
de billes de verre, a droite : détail des coupons PVC.
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Figure 21 : schéma du pilote. En bleu : la boucle de recirculation, en marron : le bras mort en cuivre. (1) : 2 x 8 cartouches de billes de verre, (2) : 6
coupons PVC, (3) : 12 coupons PVC, (4) : 23 cartouches de billes de verre, (5) : pompe de recirculation, (6) & (7) : valves solénoides, (8) : valve de
non-retour, (9) & (10) : connections Corrater, (11) : sonde température, (12) : jauge pression, (13) : piége a bulles d’air.
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Le systeme est alimenté avec de I'eau potable filtrée sur charbon actif pour
éliminer tout résiduel de chlore. La pression est limitée a 2 bars. La régulation de la
température est assurée par un ballon d’eau chaude situé sur la canalisation alimentant
le pilote et par des cables chauffants enroulés autour de la boucle en acier et du bras
mort en cuivre. Une fois les cables chauffant installés les canalisations ont été
recouvertes par une gaine d’isolation thermique. La température de l'eau a été

maintenue a 35°C pendant toute la durée de I'étude.

[1-2.1.2. Prélevements

Des robinets permettent de prélever de I'eau en différents points du systéme.
Pour 'analyse des biofilms deux types de systémes de préleévements sont installés :

e des cartouches en PVC remplies de billes de verre borosilicaté de diameétre 5 mm
(Promega) pour les analyses quantitatives. 8 compartiments contenant chacun
700 billes de verre (surface totale : 550 cm?) sont installés en ligne sur la boucle
en acier galvanisé, 23 compartiments contenant chacun 200 billes (surface
totale : 157 cm?) sont installés en ligne sur les bras morts.

e 6 coupons en PVC de surface 2 cm? (Fig. 20) insérés dans chaque boucle de
recirculation, et 12 dans chaque bras mort. Une valve permet de prélever les

coupons sans interrompre le flux dans les canalisations.

[1-2.1.3. Mesures de sécurité

Un certain nombre de mesures de sécurité ont été prises afin de limiter les
risques de dissémination des micro-organismes présents dans le pilote : limitation de la
pression interne a 2 bars, installation de revétement isolants autour des canalisations,
filtration des rejets des piéges a bulles d’air, confinement de l'unité pilote sous une
bache isolante et dépressurisation, filtration de l'air extrait de l'unité de confinement,
limitation de l'accés au personnel autorisé avec port de masques respiratoires

obligatoire, désinfection des effluents avant rejet a I'égout.
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1I-2.2. Colonisation du pilote

Chaque circuit a été rempli avec de I'eau de riviere (Seine) filtrée sur sable
introduite par la vanne n°8. Cette eau a circulé pendant 5 jours dans les boucles, puis
elle a été renouvelée de 15 L par jour pendant 7 jours avec rejet de I'excés a travers le
bras mort en cuivre. Au 13°™ jour une dilution quotidienne de 25% avec de I'eau
potable du réseau filtrée sur charbon actif a été instaurée. Ce taux de renouvellement a

été appliqué pendant 4 semaines, I'eau en exceés était rejetée a travers le bras mort.

Aprés ces 4 semaines, une recherche de légionelles a été menée (norme
AFNOR) pour s’assurer de la colonisation suffisante du systéme par L. pneumophila.
Une souche naturellement présente dans I'eau et/ou les biofilms de 4 canalisations a été
isolée et typée. A la dixiéme semaine elle a été cultivée sur gélose BCYE et 1 mL d'une
suspension de DOgy = 1, soit environ 10° UFC, a été réinjecté dans chacun des 7

circuits.

Une période de stabilisation du systéeme a ensuite été observée : pendant 3 mois,
la totalité du contenu des boucles de recirculation a été renouvelé quotidiennement avec
de I'eau de réseau tandis que I'eau des bras morts n’était renouvelée que de 20% / j

avec de I'eau provenant des boucles de recirculation.

I1-3. ESSAIS DE DESINFECTION

Les traitements ont été testés en continu pendant 3 mois, sauf la
monochloramine qui a été interrompue aprés 1 mois a cause des difficultés rencontrées
dans la génération du produit. Pendant les 2 premiers mois les taux de renouvellement
de l'eau dans les canalisations sont restés les mémes que durant la phase de
colonisation. Le dernier mois, l'eau des bras morts en cuivre était entiérement
renouvelée 4 fois par jour avec l'eau provenant des boucles, simulant ainsi un réseau
intérieur de distribution hautement sollicité. Par voie de conséquence, I'eau des boucles

était diluée au V4 par de I'eau du réseau 4 fois par jour.

Tous les traitements a base de chlore sont injectés en continu a partir d'une
solution stock préparée a l'avance, la concentration étant suivie par dosage
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ampéromeétrique grace a une sonde installée en dérivation. Le traitement au
cuivre/argent est généré en ligne et I'ozone est produit et injecté dans la boucle en

continu. Un circuit non traité sert de témoin.

1I-3.1. Chlore

Le traitement est préparé par dilution d'une solution d'hypochlorite de sodium a
5% a une concentration de 500 mg/L. Avant dilution, la concentration exacte de la
solution a 5% est déterminée par la méthode spectrophotométrique 1ISO 7393-2 et le
facteur de dilution est adapté en conséquence. Cinq litres correspondant a 4 ou 5 jours
de traitement sont préparés a chaque fois. Concentration cible dans la boucle : 2,5 mg/L

équivalent chlore libre.

11-3.2. Electro-chloration

Un systéme transportable MIOX BPS (société MIOX) capable de produire une
concentration en chlore libre de 600 mg/L est utilisé. Il est alimenté par une solution a 15
g/L de chlorure de sodium et utilisé de maniére discontinue pour produire 5 litres de
solution correspondant a 4 ou 5 jours de traitement. A chaque utilisation, seul le flux
provenant de l'anode est collecté aprés stabilisation de I'ampérage entre 10 et 12
amperes. La concentration finale en chlore est déterminée par la méthode
spectrophotométrique ISO 7393-2. Concentration cible dans la boucle : 2,5 mg/L

équivalent chlore libre.

11-3.3. Dioxyde de chlore

Un systeme Envirox 1000 (société Nalco) générant une solution a 500 mg/L de
dioxyde de chlore est utilisé. Il est alimenté par de I'eau Millipore (générée par un
systeme Milli RX-20) et par une solution a 5% de chlorite de sodium (Envirox PWT) et
est aussi utilisé de maniere discontinue pour produire 5 litres de solution correspondant
a 4 ou 5 jours de traitement. La solution stock est protégée de la lumiére. A chaque
utilisation seul le flux provenant de l'anode est collecté aprés stabilisation de la
concentration en dioxyde de chlore mesurée par spectrophotométrie a 445 nm (méthode
Hach DR/2000 n°8138). Concentration cible dans la boucle : 0,5 mg/L .
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11-3.4. Monochloramine

La solution est préparée par mélange de 1 mL d'ammoniaque avec 100 mL d'eau
ultrapure, ajout de 10 mL d'une solution a 15% d'hypochlorite de sodium et ajustement
immeédiat du pH entre 7,0 et 8,0 a I'aide d'une solution d'HCI 1M. La concentration finale
est déterminée par la méthode spectrophotométrique ISO 7393-2. Cette méthode de
synthése permet I'obtention d'une solution de monochloramine a une concentration de
400 a 500 mg/L (équivalent chlore). Cependant, la solution obtenue est instable, elle a
donc été renouvelée deux fois par jour durant l'étude (excepté les week-ends).

Concentration cible dans la boucle : 2 mg/L.

11-3.5. Cuivre-Argent

Le traitement est assuré par un systéme Sanichem LP2-5 (société Sanichem)
utilisable pour traiter des débits allant jusqu'a 70 m%h. Ce systéme comprend une
chambre d'ionisation contenant deux électrodes en alliage cuivre/argent, et un systéme
de régulation de l'intensité délivrée aux électrodes. La polarité des électrodes est
automatiquement inversée de fagon réguliére pour assurer une ionisation homogéne
des deux électrodes. La chambre est placée en dérivation de la boucle principale, les
concentrations ciblées sont de 0,5 mg/L pour le cuivre et 0,01 mg/L pour l'argent. Le
résiduel de cuivre est dosé par méthode électrochimique (analyseur Palintest SA-1000).
La concentration résiduelle en argent n'est pas suivie puisqu'elle est supposée

proportionnelle a la concentration de cuivre.

11-3.6. Ozone

Un générateur d'ozone Ozonia TOGC2 (Ozonia) capable de produire 10 g
d'ozone par heure est utilisé. Le générateur est alimenté avec de I'oxygéne et produit 4
g d'ozone par m® dans le flux d'oxygéne. La production d'ozone est suivie en continu
grace a un appareil de dosage en ligne BMT 961, et I'ozone est injecté a travers un
éducteur dans une colonne de contact de volume 16 L (diamétre : 10 cm, hauteur : 2 m)
connectés en série sur la boucle. Un débitmétre permet I'ajustement du flux d'oxygene
ozoné afin d'obtenir un ratio de 0,5 mg d'ozone par litre d'eau a I'entrée de la colonne de
contact.
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I1-4. ESSAIS DE RECOLONISATION

Trois mois et demi (J106) apres le début des traitements des tests de recolonisation
des circuits ont été réalisés. Une membrane d'ultrafiltration Aquasource M1-A35 a été
installée a l'entrée du pilote pour éviter toute contamination extérieure par des
légionelles qui pourraient étre transportées par l'eau alimentant le pilote, et les
traitements ont été interrompus afin d'observer une éventuelle recolonisation par L.

pneumophila.

I1-5. METHODES D’ANALYSE

11-5.1. Analyses par culture

Les méthodes classiques de culture des micro-organismes ont été utilisées pour
le suivi de la contamination de I'eau et du biofilm pendant toute la durée de I'étude. Le
décrochage du biofilm des billes de verre est réalisé par sonication pendant 3 min des
billes transférées dans de I'eau du réseau stérilisée par filtration (60 mL d’eau pour 200

billes environ).

L. pneumophila est dénombrée selon la norme AFNOR T90-431 (Annexe lll). La
flore totale est dénombrée sur gélose R2A apres incubation 7 j a 22°C. Les amibes sont
isolées sur tapis cellulaire d’E. coli vivants déposés sur gélose non nutritive (Annexe ).

Elles sont dénombrées en utilisant la méthode du nombre le plus probable (Annexe Ill).

11-5.2. Analyses aprés marquage fluorescent
11-5.2.1. Marquage de viabilité des biofilms

Une évaluation de la quantité de biomasse présente dans les biofilms et des
proportions de bactéries vivante / morte dans cette biomasse a été réalisée par
marquage des biofilms avec le réactif BacLight® LIVE/DEAD de Molecular Probes (ref L-
13152). Le principe de ce marquage repose sur une différence de capacité de deux
marqueurs a pénétrer dans les bactéries : le syto-9 diffuse librement a travers la paroi

des bactéries vivantes ou mortes, tandis que l'iodure de propidium (IP) ne diffuse qu’a
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travers la paroi altérée des bactéries mortes. Ces deux marqueurs se lient a 'ADN et
'iodure de propidium déplace le syto-9: il en résulte donc une coloration verte des

bactéries vivantes, rouge des bactéries mortes.

Des coupons de PVC ont été prélevés dans les boucles en acier galvanisé 12
jours avant le début des traitements puis 6, 35 et 106 jours aprés. Des coupons ont été
prélevés dans les bras morts en cuivre 12 jours avant le début des traitements puis 51
et 106 jours aprés. Ces coupons sont prélevés le matin, transportés au laboratoire dans
de I'eau de réseau filtrée, marqués et analysés I'aprés-midi. Le marquage LIVE/DEAD
est réalisé suivant les recommandations du fabricant : reprise des pipettes de réactifs
dans 10 mL d’eau MilliQ stérile, et incubation des coupons 15 min a l'obscurité et a
température ambiante. Les coupons sont ensuite rincés brievement dans de I'eau MilliQ

stérile et observés immédiatement.

[1-5.2.2. Marquage des groupes bactériens des biofilms

Le principe de ce type de marquage a déja été évoqué dans le chapitre

bibliographique (paragraphe 1-2.1.2.b.).

Nous avons utilisé un panel de sondes dirigées contre 'ARN ribosomal de
certains groupes bactériens afin d’évaluer la composition de la flore des biofiims (Tab.
IX). Ces sondes sont classiquement utilisées dans I'étude des populations des biofilms
dans I'eau potable et couvrent la majorité des groupes rencontrés. Les sondes utilisées
dans cette étude sont marquées en 5 par le fluorochrome Cy5 (Q-BlOgéne, Evry,

France).

Tableau IX : Liste des sondes utilisées

Sonde Specificité Molécule d’ARNr ciblée Séquence de % formamide dans le Ref

et site (positions E. coli) la sonde {5°-3) tampon d’hybridation
EUB338 Domaine Bacterz 165 (3358-355) GCTGCCTCCOCGTAGGAGT 20 {Amann et af 1990a)
EUB333 Il Planctomycetales 165 (336-355) GCAGCCACCCBTAGGTGT 20 (Daims et 2. 1999)
EUB338 Il Verucomicrobiales 165 (336-355) GCTGCCACCCGTAGGTGT 20 {Daims et . 1999)
Mon33g Contrdle Négatif ACATCCTACGGGAGGE 20 (Manz et af 1992)
ALFIES La plupart des a-Froteabacteria 165 (B65-935) GGTAAGGTTCTGCGLGTT 35 (Mesef 1297)
BET42a f-Froteobacteria 235 (1027-1043) GCCTTCCCACTTICGTTT 35 (Manz et af 1992)
GAMAZa y-Froteobacteria 235 (1027-1043) GCCTTCCCACATCGTTT 35 (Manz et af 1992)
SRB385 SRE des &-Protechacteria 165 (385-402) CGGCGTCGCTGCGTCAGG 35 {Amann et 2l 1920b)

(essentiellernent Deswifovibrionaceae)
et quelgues gram-positif
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Tableau IX suite

Sonde Spécificité Molécule d’ARNr ciblée Séquence de % formamide dans le Ref
et site {positions E. coli) la sonde {5°.37) tampon dhybridation

CF31%a Cytobacter-Flavobacter 165 (319-336) TGGTCCGTGTCTCAGTAC 35 Manz et al. 1996)
LEGFMET Legionnells prewmaphilz 165 (B521-639) ATCTGACCGETCCCAGGTT 25 (Grirnm et af. 1998)
LEGFOS Legionnelia 163 (F05-722) CTGGTGTTCCTTCCGATC 20 (Manz et al. 1995)
HGCESa Gram-positifs & haut GC 235 (1901-1918) TATAGTTACCACCGCCGT 20 (Roller et &l 1984)
MHGC Cornpétiteur utilisé avec HGCE9a 235 (1901-1918) TATAGTTACGGCCGCCGT 20 (Roller et &l 19594)
LGC354Ae  Gram-positifs 4 faible GC 165 (354-371) TEGAAGATTICCCTACTGE 35 (Meier of &l 1999)
LGC354Be  Gram-positifs & faible GC 163 (354-371) CGGAAGATTCCCTACTSE 35 (Meier et al. 1999)
LGC354Ce  Gram-positifs & faible GC 165 (354-371) CCGAAGATTCCCTACTGE 35 (Meier et &l 1993)

A J6 apreés traitement pour les boucles et a J51 pour les bras morts, des billes de
verres ont été prélevées et fixées par immersion dans 50 mL de PFA 4% pendant 3 h a
+4°C. Les biofilms sont ensuite traités et hybridés de la méme fagon que décrit ci-
dessus pour les incubateurs en réseau. Le témoin positif est constitué par une
hybridation avec un mélange en quantités égales des trois sondes EUB338 I, Il et Il
(MixEUB338). La sonde Bet42a est hybridée en présence d’'un compétiteur Gam42a
non marque, et vis-versa pour assurer une meilleure spécificité car les cibles de ces
deux sondes ne different que d’une base. Le compétiteur NHGC non marqué est utilisé
conjointement avec la sonde HGC69a pour les mémes raisons. Les sondes LGC354 Ae,
Be et Ce sont utilisées en mélange équimolaire (MixLGC354). L’hybridation avec le
témoin positif MixEUB338 et avec les sondes HGC69a et MixLGC354 était réalisée sans
permeabilisation ou aprés permeabilisation par traitement avec du lysozyme a 10

mg/mL pendant 10 min a température ambiante.

[1-5.2.3. Microscopie confocale et analyse d'images
11-56.2.3.a. Acquisition des images en microscopie confocale

Les deux types de marquages fluorescents sont observés a l'aide d’un
microscope confocal Zeiss LSM 510. Pour I'acquisition des images aprés le marquage
de viabilité, les coupons sont vissés a I'extrémité d’une tige métallique elle-méme fixée a
un micro-manipulateur motorisé permettant le positionnement précis du coupon au-
dessus de I'objectif. Un objectif de grossissement 40x a immersion dans I'eau est utilisé,
le coupon étant placé directement en contact avec la goutte d’eau déposée sur I'objectif.

La fluorescence est excitée par balayage des échantillons a une longueur d’onde de
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488 nm et le marquage syto-9 (bactéries vivantes) est détecté a travers un filtre de
bande passante 498 — 530 nm tandis que I'iodure de propidium (bactéries mortes) est
détecté a travers un filtre de bande passante 594 — 680 nm. La surface de la base de
chaque champ observé est de 230 um?, des tranches optiques de 1 um sont acquises
sur toute la hauteur du biofilm. Pour chaque hybridation 12 champs sont acquis. Les
lames sont observées a l'aide d’'un objectif de grossissement 63x a immersion dans
lhuile. Le syto-9 est détecté avec les mémes réglages que ceux cités ci-dessus tandis
que le Cy5 est excité a 633 nm et détecté grace a un filtre ne laissant passer que les

longueurs d’ondes supérieures a 650 nm.

11-5.2.3.b. Analyse informatique des images

L’analyse informatique des images obtenues est réalisée en utilisant plusieurs
logiciels. A chaque étape nous avons été contraints d’utiliser des logiciels permettant
'automatisation des procédures car le nombre d’'images était trés important (plusieurs

milliers). Toutes les images sont au format TIFF.
e Préparation des séries d'images a analyser

Les piles d'images correspondant aux biofilms marqués au LIVE/DEAD sont
exportées en images individuelles qui sont traitées sous Adobe Photoshop 6.0 afin de
sélectionner les pixels rouges et les pixels verts et de créer les images correspondantes
en 256 niveaux de gris (Fig. 22). L’automatisation de cette étape est rendue possible
grace aux outils de sélection de plages de couleurs et a la fonction "Scripts". Deux
piles d'images correspondant aux deux marquages sont créées sous ImagedJ 1-30v (The
National Institutes of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/) a partir des images
générées. Les seuils de signal positif sont déterminés visuellement pour étre ensuite
utilisés lors de la détermination de la proportion des aires marquées sous Comstat
(www.im.dtu.dk/mme/). Les deux piles correspondant aux deux marquages sont a
nouveau décomposeées en n images individuelles en 256 niveaux de gris. Celles-ci sont
renommées par lots grace au logiciel Irfan View 3-85 (www.irfanview.com) afin d'étre
rendues compatibles avec Comstat. Par ailleurs, une nouvelle pile d'images est aussi
créée par addition des deux piles seuillées pour I'analyse de l'architecture des biofilms

sous Comstat.
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Figure 22 : Procédure d'analyse informatique des images obtenues par marquage LIVE/DEAD des

biofilms.
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Les images obtenues aprés hybridation avec les sondes sont préparées
differemment (Fig. 23) : elles sont directement importées sous ImagedJ grace a la macro
LSM Reader développée par Jérbme Mutterer (http://ibmp.u-
strasbg.fr/sg/microscopie/methods/ij.html) et deux piles d'images correspondant aux
deux marquages sont créées grace a la macro LSM Fusion développée par le méme
auteur. Les seuils de signal positif sont déterminés visuellement et les piles d'images en
256 niveaux de gris sont exportées sous forme d'images individuelles destinées a étre

traitées sous Comstat.

Sondes universelles Intercalant de I'ADN
EUB338-Cy5 syto-9

—

Images
d'origine
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256 niveaux
de gris et
détermination &

des seuils
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uoIsn,

<[" aseuIy >

Proportion de I'aire marquée par la sonde par rapport a I'aire
marguée par le syto-9 (biomasse totale)

Figure 23 : Procédure d'analyse informatique des images obtenues par marquage des populations
des biofilms avec les sondes ARNTr.
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¢ Analyse des images sous Comstat

Le logiciel Comstat a été développé par A. Heydorn (Heydorn et al. 2000)
spécifiquement pour I'analyse des structures des biofilms. Il est disponible sur demande
a l'auteur (http://www.im.dtu.dk/mme/). C'est une fonction macro qui doit étre installée
sous MatlLab, logiciel commercial. Comstat permet de déterminer de nombreux
parametres relatifs a l'architecture des biofilms et d'effectuer des comparaisons des
aires marquées par différents colorants sur un méme champ. Dans notre étude nous

avons réalisé trois types d'analyses :

1. mesure de I'épaisseur moyenne, de I'épaisseur maximale et de la
quantité de biomasse par unité de surface sur les images obtenues
par seuillage et reconstitution des champs marqués en LIVE/DEAD
(biomasse totale),

2. détermination de la viabilité des biofilms par comparaison des
proportions de biomasses marquées par I'lP et par le syto-9,

3. détermination du pourcentage de biomasse marquée par les sondes

par rapport a la biomasse totale marquée en syto-9.

La détermination de la valeur du seuil de marquage positif est essentielle dans
ces analyses. Lors de l'analyse, Comstat génére des fichiers de données qui sont

importés et traités sous Excel grace a des macros.

lll- AUTO-INDUCTEURS

I11-1. COMPARAISONS DE SEQUENCES

La premiére étape de ce travail a consisté a effectuer des comparaisons de
séquences des génes impliqués dans les cascades de régulation des auto-inducteurs
chez d'autres espéces bactériennes avec le génome en cours de séquencgage de L.
pneumophila (http://genome3.cpmc.columbia.edu/~legion/index.html). Les résultats de

ces alignements nous ont convaincu de I'utilité de réaliser les expériences de détection.
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llI-2. SELECTION DES SOUCHES TESTEES POUR LA RECHERCHE
D'AUTO-INDUCTEURS

La recherche des auto-inducteurs se fait a partir d'extraits de surnageants de
culture des souches testées. Ceux-ci sont mis en présence de souches rapporteurs qui
expriment un phénotype particulier facilement détectable en présence des molécules
recherchées : production d'un pigment, d'une luminescence, induction d'une activité
enzymatique. Afin d'essayer de sélectionner dans notre collection des souches
présentant des caractéristiques différentes en culture sur milieu synthétique nous avons
réalisé des courbes de croissance en bouillon BCYE (Annexe |). Les souches Lyon H2-
[I, Lyon H9-Il, Lyon L2-I, Nancy 22-l, Paris 2-V et Versailles 2-| utilisées pour la
validation de la méthode de typage, ainsi que la souche "Paris" également fournie par le
Centre de Référence des Légionelles ont été testées. Les souches ont préalablement
été cultivées 7 jours sur gélose BCYE a 37°C, puis diluées en PBS stérile afin d'obtenir
une DOgyo de 0,1 (env. 10® bactéries / mL). Cette suspension a été utilisée pour
ensemencer des tubes de 10 mL de bouillon BCYE avec 10° bactéries / mL. Les tubes

étaient incubés a 37°C, nous avons suivi I'évolution de la DOgyo pendant 10 jours.

l11-3. RECHERCHE D'AUTO-INDUCTEURS CHEZ L. PNEUMOPHILA

l1-3.1. Principe

La recherche des auto-inducteurs de type 1 se fait grace a plusieurs souches

sensibles a différents types d'Al-1 :

o En présence d'acyl-homosérines lactones a chaines courtes (C4 a C8) et non
substituées, Chromobacterium violaceum cv026 sécréte un pigment violet, la
violacéine, facilement détectable a I'ceil nu. En revanche en présence de certaines
AHLs a chaine longue (C10 a C14) cette production de violacéine peut étre
inhibée. Le gene codant pour la synthése des AHLs a été inactivé chez cette
souche et elle est également munie de deux marqueurs de sélection qui sont des
génes de résistance au chloramphenicol et a la tétracycline. Elle est décrite dans la
publication de (McClean et al. 1997) et nous a été fournie par D. Kirke, du
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Département des Sciences Pharmaceutiques de I'Université de Nottingham, en

Angleterre.

e  Agrobacterium tumefaciens NTL4 est plus sensible a l'activation par des AHLs
substituées en 3 (3-oxo AHLs). Le géne tral codant pour la synthése d’AHLs chez
cette souche a été inactivé et un plasmide comportant la fusion Ptral-lacZ a été
introduit, en méme temps qu’un plasmide surexprimant la protéine réceptrice TraR.
Les AHLs exogeénes se fixent a la protéine réceptrice TraR et il y a expression du
promoteur de fral couplé a la B-galactosidase, donc hydrolyse du XGal et
production d’'une coloration bleue visible a I'ceil nu. Les plasmides possedent
chacun un gene de résistance a un antibiotique (tétracycline et streptomycine).
Chez la souche Agrobacterium tumefaciens KYC6 le gene de régulation du
complexe traR/tral a été muté, avec pour conséquence une surexpression de tral
et donc une synthése importante d’AHLs. Cette souche sert de témoin positif pour
la sécrétion d’AHLs détectables par A. tumefaciens NTL4. Ces deux souches sont
décrites dans la publication de (Zhu et al. 1998), elle nous ont été fournies par C.

Fuqua du Département de Biologie de I'Université de I'Indiana aux Etats-Unis.

La recherche des auto-inducteurs de type 2 est réalisée grace a 3 souches
modifiées de l'espéce Vibrio harveyi. Chez cette espéce la présence d'Al-2 exogénes
entraine la production d'une luminescence. La souche BB120 exprime le phénotype
sauvage : elle synthétise des auto-inducteurs de type 1 et 2 et possede les récepteurs a
ces deux types de signaux, elle est utilisée comme témoin positif. Chez la souche
BB152 le géne codant pour la synthése des Al-1 a été inactivé : la souche ne synthétise
donc plus que des Al-2 mais posséde toujours les deux récepteurs, elle est aussi
utilisée comme témoin positif. Enfin la souche BB170 sert de rapporteur : le récepteur
aux Al-1 ayant été inactivé, cette souche produit des Al-1 et —2 mais seuls les Al-2
déclenchent la production d'une luminescence détectable par un luminomeétre. Ces
souches nous ont été fournies par B. Bassler (Département de Biologie Moléculaire de

I'Université de Princeton) et sont décrites dans sa publication (Bassler et al. 1997).
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111-3.2. Recherche des Al-1

[11-3.2.1. Conditions de culture

Les souches sélectionnées suite aux essais de croissance sont ensemencées sur
géloses BCYE, puis incubées a 37°C pendant trois jours. Trois repiquages successifs
sont ensuite effectués en bouillon BCYE afin de s'assurer de la pureté des cultures
utilisées. A chaque repiquage un contréle de contamination est effectué par coloration
de Gram, ensemencement sur gélose BCYE et test d'agglutination au latex. Une fois
ces contréles effectués, 100 uL de suspension bactérienne issue du troisieme repiquage
sont ensemencés dans 1 L de bouillon BCYE sans charbon actif (Annexe) et incubés a

37°C sous agitation lente.

Pseudomonas aeruginosa synthétise habituellement deux types d’AHLs : N-(3-
oxododecanoyl)-homosérine lactone et N-butanoylhomosérine lactone (Wu et al. 2000).
Nous avons donc utilisé la souche CIPA22 comme témoin positif dans I'essai de
détection avec C. violaceum. La souche A. tumefaciens KYCG6 décrite ci-dessus a servi
de témoin positif pour la détection avec A. tumefaciens NTL4. Ces deux souches sont
cultivees dans 1 L de bouillon BCYE pour P. aeruginosa, 1 L de bouillon AT pour A.

tumefaciens KYCG6 (Annexe).

Une fois la phase stationnaire atteinte (DOgoonm >1), la suspension est répartie
dans des tubes de 50 mL stériles, centrifugée a 5000 g pendant 10 min et le surnageant
est filtré a 0,22 ym a l'aide d’'un systéme de filtration Millipore en verre muni d’'une

pompe a vide.

[11-3.2.2. Extraction des surnageants

La méthode d'extraction a d'abord été mise au point sur BCYE stérile dopé en
homosérine lactone purifiée : N-hexanoyl homosérine lactone (Aurora Biosciences,
Coralville, Etats-Unis) a 10 uM dans 500 mL de BCYE. L’extraction est habituellement
réalisée par du dichlorométhane. Ce solvant est délicat a manipuler : il est trés volatil,
trés inflammable et cancérigéne. Par ailleurs les quantités nécessaires a l'extraction
sont trés importantes (1/3 de dichlorométhane pour 2/3 de surnageant). Dans notre

étude nous avons donc choisi d'utiliser des cartouches d'extraction : les disques DVB
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(divinylbenzéne) Bakerbond® contenant 300 mg de polyméres sont utilisés pour
'extraction des composés polaires et modérément polaires et les disques Cis
Bakerbond® contenant 750 mg de silice greffée Cig pour l'extraction des composés
apolaires. Afin d’obtenir une extraction de bonne qualité, les deux phases (C1s et DVB)

sont mises en série, permettant ainsi un spectre de rétention important.

Les deux disques sont conditionnés successivement par 10 mL d'acétonitrile
(ACN), 10 mL de meéthanol (MeOH) et 20 mL d'eau MilliQ. Le disque C1s est ensuite
superposé sur le disque DVB puis I'échantillon (1 L) est percolé a un débit d'environ 50
mL/min. Chaque disque est ensuite séché séparément sous vide pendant 5 min puis
élué a 3 reprises avec 3 mL de dichlorométhane pour la cartouche C4g, 3 mL d'ACN
pour la cartouche DVB. Les extraits sont alors évaporés a sec sous flux d'azote et repris
dans 1 mL d’acétate d’éthyle + 0,01% d’ acide acétique glacial. Puis les flacons sont
agités pendant 30 min afin de bien resuspendre le résidu. Le solvant est de nouveau
évaporé sous azote et le résidu sec est finalement repris dans 110 yL d’acétate d’éthyle

+ 0,01% d’acide acétique glacial, pour étre conservé a — 20°C jusqu’a utilisation.

[11-3.2.3. Fractionnement HPLC

Le fractionnement en HPLC (chaine HPLC Spectra Systems P1000XR couplée a
un détecteur UV Waters™ 486) a pour but de séparer les composés actifs
éventuellement présents en fonction de leur hydrophobicité. On évite ainsi une possible
inhibition de l'activité des AHLs a chaine courte par les AHLs a chaine longue. La
colonne C8 Kromasil (5 ym, 12,5 cm x 4,5 mm, Macherey-Nagel) est d'abord rincée
avec de 'ACN pur pendant 10 min a un débit de 1 mL/min. 100 pyL d'échantillon sont
ensuite introduits dans la colonne. L'élution est réalisée par un gradient linéaire d’ACN
dans I'eau MilliQ : passage de 20% a 95% d’ACN dans I'eau sur une durée de 30 min,
avec un débit de 1 mL/min. Six fractions (une toutes les 5 min) sont collectées dans des

tubes stériles, I'évolution de I'absorbance de I'éluat a 210 nm est enregistrée.
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[11-3.2.4. Test des fractions en présence des souches rapporteurs

Les six fractions obtenues par élution en HPLC sont évaporées sous flux d’azote
a 35°C (évaporation de 'ACN) et lyophilisées par la suite (évaporation de I'eau). 120 pL
de milieu LB liquide stérile sont ajoutés dans les tubes contenant les différentes
fractions. Ces tubes sont centrifugés a 5000 g pendant 10 min afin de culotter le LB au
fond du tube, puis une filtration stérilisante est réalisée grace a des microfiltres 0,22 pm

(Millipore).

111-3.2.4.a. Tests avec la souche rapporteur C. violaceum

Dix ml de milieu LB a 1,5% d’agarose sont coulés dans des boites de Pétri. Une
fois la gélose solidifiée, 7 mL de LB a 0,3% d’agarose contenant 50 yL de la souche
rapporteur C. violaceum (cultivée 16 h a 30°C en TY, DOegoo>1) sont coulés sur la
premiére couche. Apres prise en masse deux puits diamétralement opposés sont
réalisés a l'aide d'un scalpel stérile, puis 50 uL de fraction a tester sont déposés dans
ces puits. Les géloses sont incubées 24 h a 37°C. Le test d'inhibition de la production de
violacéine par C. violaceum cv026 est réalisé sur l'extrait brut non fractionné en HPLC,
500 nM de 3-oxo-N-hexanoyl-L-homosérine lactone sont ajoutés au milieu LB a 0,3%

d'agarose afin d'induire la pigmentation.

111-3.2.4.b. Test avec la souche rapporteur A. tumefaciens

La souche rapporteur est ensemencée sous forme d'une ligne médiane sur une
geélose AT plus X-Gal (Annexe I). Deux puits stériles sont réalisés de part et d’autre de
la ligne d’ensemencement et remplis de 50 yL de la fraction a tester. L'incubation dure
24 248 h a 30°C.

111-3.3. Recherche des Al-2

La production des Al-2 peut varier considérablement en fonction de la phase de
croissance, il faut donc réaliser une cinétique de croissance des souches a tester et

prélever des surnageants de culture a chaque point de cette cinétique. Par ailleurs cette
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production d'Al-2 est trés sensible a la composition du milieu de culture utilisé : en
fonction de la source de carbone disponible une méme souche pourra produire ou non
des Al-2. La multiplicité des conditions a tester nous a donc amené a sélectionner une

seule souche pour effectuer tous les tests de recherche : la souche "Paris".

[11-3.3.1. Croissance des légionelles en bouillon nutritif

La souche est préparée de la méme fagcon que lors de la recherche d'Al-1 puis
ensemencée a une concentration de 10° bactéries /mL dans 10 mL de BCYE, 10 mL de
BCYE + 0,5% de glucose ou encore 10 mL de BCYE + 1 mM d'acide borique. Une
cinétique de croissance est réalisée sur 14 jours. Tous les jours un tube correspondant
a chaque type d'échantillon est centrifugé a 5000 g pendant 10 min et le surnageant est

filtré a 0.22 uym puis stocké a —20°C.

[11-3.3.2. Croissance intra-amibienne des légionelles

La multiplication des Iégionelles dans les amibes est extrémement efficace : en
24 3 48 h la quantité de Iégionelles peut étre multipliée par 10° & 10* suite & la
multiplication intra-cellulaire. L'amibe constitue donc un milieu nutritif particulier dans
lequel la production d'Al-2 pourrait avoir lieu. Afin de tester cette hypothése nous avons
réalisé des tests de détection des Al-2 sur des surnageants provenant de cultures intra-

amibiennes de légionelles.

La souche amibienne Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 est cultivée a 25°C
en bouillon PYG712 (Annexe 1). Le test d'invasion est réalisé sur cellules arrivées a
confluence en flasque stérile de 25 cm? (environ 10° cellules déposées sur le fond de la
flasque). Le milieu de culture est retiré et remplacé par 4 mL de tampon salin PYG sans
nutriments afin d'affamer les amibes. Aprés 30 min d'incubation a 25°C, 1 mL d'une
suspension de L. pneumophila de DOgypo = 1 en PYG salin est ajouté (multiplicité
d'infection : environ 100 L. pneumophila pour une amibe). La flasque est incubée 2 h a
37°C afin de permettre aux légionelles d’infecter les amibes. De la gentamicine est
ensuite ajoutée a une concentration de 100 ug/mL pendant 2 h a 37°C afin de tuer les

Iégionelles qui n'ont pas pénétré dans les amibes. Le tampon est retiré, les cellules sont
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rincées 1 fois avec du tampon salin neuf et mises a incuber a 37°C dans 5 mL de
PYG712.

Aprés incubation pendant 2, 16, 24, 48 et 120 h les amibes sont décrochées par
grattage avec un rateau stérile et lysées par trois passages successifs de la suspension
dans une aiguille (calibre 27). Les légionelles sont dénombrées sur gélose BCYE et le
surnageant de culture est centrifugé a 5000 g pendant 10 min puis filtré a 0,22 ym. Ce

surnageant est ensuite testé pour la détection d’Al-2.

[11-3.3.3. Détection des Al-2

La veille du test les deux souches BB120 et BB170 sont ensemencées dans 10
mL de milieu AB (Annexe 1) et incubées toute la nuit a 30°C sous agitation. Le
lendemain la DOggo des bouillons doit étre > 1. La souche BB120 sert de témoin positif :
le bouillon est centrifugé 10 min a 5000 g et le surnageant est filtré a 0,22 ym pour étre
testé en présence de BB170. La souche BB170 est diluée au 1/5000 et 180 uL de cette
dilution sont distribués dans une plaque stérile de 96 puits de type NUNC a l'aide d’'une
micropipette multicanaux. 20 pL des échantillons a tester sont ensuite ajoutés et la
plague est incubée a 30°C sous agitation. La luminescence est mesurée toutes les
heures pendant 8 a 9 heures a l'aide d’'un luminomeétre a plagues Microlumat plus LB
96V (Berthold).

llI-3.4. Influence d'auto-inducteurs exogénes sur la multiplication intra-
amibienne de L. pneumophila

[11-3.4.1. Souche de L. pneumophila utilisée

Il nous a paru intéressant de pouvoir visualiser directement la multiplication de L.
pneumophila dans I'amibe. Nous avons donc sollicité M. Steinert (Institut fGr molekulare
Infektionsbiologie der Universitat Wirzburg, Allemagne) qui nous a fait parvenir une
souche JR32 (souche modérément virulente) modifiée par introduction d'un plasmide
sur lequel le promoteur du géne mip a été introduit en amont du géne codant pour la

Green Fluorescent Protein mut2 (GFP) (Fig. 24). Cette souche, décrite dans la
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publication de (Kohler et al. 2000), a permis la visualisation des L. pneumophila pendant
l'invasion des amibes et le suivi de I'expression du géne mip par mesure de l'intensité de

la fluorescence en cytométrie de flux.

Sacl

fl (+)0rigi

pBC(gfp)P,,;,
4600 bp

Figure 24 : Représentation de la construction plasmidique introduite dans la souche L.
pneumophila JR32 (Kohler et al. 2000).

. gfpmut2

[11-3.4.2. Influence de l'incubation de L. pneumophila-GFP avec des Al-1

Quatre types d'Al-1 ont été utilisés (Aurora Biosciences, Coralville, Etats-Unis) :

- AHL a chaine courte N-Hexanoyl-L-homosérine lactone

- AHL a chaine courte N-(3-Oxohexanoyl-L-homosérine lactone

- AHL a chaine moyenne N-Octanoyl-L-homosérine lactone

- AHL a chaine longue N-(3-Oxododécanoyl)-L-homosérine lactone

Ces molécules sont conservées en solution dans de l'acétate d’éthyle et de I'acide
acétique glacial a 0.01% a —20°C. Les suspensions d'Al-1 sont préparées pour le test
par ajout des solutions meres dans 1 mL de BCYE stérile et chauffage a 37°C pendant
2 h afin d'évaporer le solvant. Une suspension de L. pneumophila GFP de DOgg 0,1 est
préparée en bouillon BCYE et 10 mL de cette suspension sont incubés pendant 16 h a
37°C avec 10 ou 50 yM d'Al-1 ajoutés a partir de la suspension en BCYE. Le test
d'invasion des amibes est ensuite réalisé de la méme maniére que décrite ci-dessus.

L'observation est réalisée directement dans les flasques grace a un microscope inversé
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a fluorescence (Nikon TE 200) et les Iégionelles sont dénombrées aprés 4 et 24 h
d'incubation.

[11-3.4.3. Influence de l'incubation de L. pneumophila -GFP avec des Al-2

Les Al-2 ne sont pas disponibles dans le commerce. Nous avons donc utilisé la
souche V. harveyi BB152 qui produit naturellement des Al-2 et dont le géne codant pour
la synthése d'Al-1 a été inactivé. Apres une nuit d'incubation en milieu AB a 30°C sous
agitation le surnageant de culture est stérilisé par filtration a 0,22 ym. 100 yL ou 1 mL
sont ensuite ajoutés a 9 mL d'une suspension de L. pneumophila GFP de DOgg 0,1 et
incubés 16 h a 37°C. Le test d'invasion est réalisé de la méme maniére que pour les Al-
1.
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I- MISE EN PLACE ET VALIDATION DE LA METHODE DE
TYPAGE

Une revue rapide de la littérature nous a amené a choisir la méthode d'AP -
PCR décrite par Lawrence et al. (1999) pour le typage des souches isolées lors des
différentes campagnes d'analyse. Cette méthode présente de nombreux avantages :
de réalisation simple et rapide, son pouvoir discriminant est élevé grace a I'utilisation

conjointe de trois amorces.

La collection de souches de L. pneumophila sérogroupe 1 fournie par le
Centre de Référence des Légionelles (Lyon) a été traitée en AP-PCR. La migration
des 9 produits d'amplification en gel d'agarose 2% a permis de distinguer 6 profils
différents (Fig. 25). Les profils correspondants aux souches Lyon H9-Il et Lyon H2-II,
Nancy 22-1 et Nancy 12-1, et Paris 9-XXIV et Paris 2-V sont identiques avec les trois
amorces. Aprés vérification auprés du Centre National de Référence il s'est avéré
que les souches sont effectivement identiques en PFGE, la méthode a donc été
considérée comme valide. Les profils les plus complexes sont obtenus avec I'amorce
IR6110. Un dendrogramme a été réalisé au Centre de Référence a partir des profils
obtenus avec I'amorce B1245 car la complexité moins importante des profils permet
une sélection plus aisée des bandes prises en compte dans l'analyse (Fig. 26). Le
logiciel Taxotron (Institut Pasteur, Paris) a été utilisé, il permet I'évaluation du
pourcentage de similitude des souches en fonction de la complexité des profils de
migration. Les parameétres de l'analyse sont les mémes que ceux décrits dans la
publication de Lo Presti et al. (1997) : utilisation du coefficient de corrélation de Dice
pour l'attribution de valeurs a chaque bande en fonction de sa représentation dans le

groupe analysé.
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K : Versailles 2-1

Figure 25 : Profils AP-PCR des souches de L. pneumophila sérogroupe 1 fournies par le Centre
National de Référence.
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Figure 26 : Dendrogramme et représentation schématique des profils AP-PCR B1245 des 9
souches de L. pneumophila sérogroupe 1 fournies par le Centre de Référence et des deux
souches sérogroupe 2-14 isolées lors des études sur incubateurs en réseau ("Incubateur”) et
dans la boucle utilisée pour les tests de colonisation par différentes souches de L.
pneumophila ("Pilote").

lI- SUIVI DE LA CONTAMINATION D’UN RESEAU
INTERIEUR

II-1. METHODES CLASSIQUES DE SUIVI DE LA QUALITE
MICROBIOLOGIQUE ET PHYSICO-CHIMIQUE DE L'EAU ET DES
BIOFILMS

11-1.1. Incubateur Eau Froide

[I-1.1.1. Détection des Iégionelles

Parmi tous les prélévements réalisés en eau froide en amont et en aval de
l'incubateur, aucun n'a permis de détecter des légionelles par culture (Fig. 27). Sur
les biofilms, seuls 4 prélévements se sont révélés faiblement contaminés a 0 (5
ufc/cm?), 14 (8 ufc/cm?), 122 (2,5 ufc/cm?) et 212 (5,3 ufc/cm?) jours. Le seuil de
détection théorique de la méthode étant de 2,5 ufc/cm?, tous ces prélévements sont
considérés comme positifs mais les valeurs ne présentent aucune différence

significative.
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Figure 27 : Résultats des dénombrements des légionelles dans I'eau et les biofilms par
méthode AFNOR, et des analyses physico-chimiques réalisées sur I'eau froide. Les analyses
physico-chimiques n'ont pas été réalisées a J241, seule la température a été relevée.

167



Chapitre Il : Résultats et Discussions

[I-1.1.2. Paramétres physico-chimiques

Les parametres physico-chimiques sont restés relativement constants pendant
toute la durée de I'étude. Les quelques variations observées concernent le potentiel
redox et la température, elles ne sont pas en relation avec la détection de légionelles
dans les biofilms. La température a varié en relation avec la température extérieure :
en début d'étude (mois de juillet) elle est de 20°C environ, puis diminue
progressivement jusqu'a 10,5°C a J212 (début février) et augmente a 17°C en fin
d'étude (début mai). Les valeurs moyennes calculées pour les autres parametres
relevés pendant I'étude sont reportées dans le tableau X. Les valeurs des résiduels
de chlore (libre et total) sont toujours restées inférieures a 0,05 mg/L, nous ne les

reportons donc pas dans le tableau de synthése.

Tableau X : Moyennes et écart-types sur toute la durée de I'étude des paramétres physico-
chimiques relevés en eau froide et en eau chaude

Eau froide Eau chaude
Mayenne  Ecar type Maoyenne  Ecart type
t* [*C) 165 349 426 23
pH 7.3 a1 73 01
02 dissous (mgll) GE 0g B4 05
TAC (mmaol/L) 55 a3 o4 03
Conductivite (pSfcm) B25 40 B15 33
Rédox (m') 453 70 458 B2

11-1.2. Incubateur eau chaude

[I-1.2.1. Détection des Iégionelles

Les résultats obtenus pour le suivi de I'évolution de la colonisation de
l'incubateur placé sur le circuit d'eau chaude en utilisant la norme AFNOR sont
reportés sur la figure 28. Durant les 300 jours qu'a duré I'étude cette colonisation a
considérablement varié. L'incubateur fonctionne comme un véritable "amplificateur”
de légionelles : alors que 8 prélévements d'eau sur 14 sont positifs en amont du
dispositif, 13 le sont en aval. Les quantités de légionelles dénombrées sont toujours
plus importantes en aval de l'incubateur : 10> & 10* ufc/L en amont (moyenne des
prélévements positifs pour toute la durée de I'étude : 1,28.10° + 2,26.10°, moyenne
de tous les prélévements : 7,32.10% + 1,82.10% contre 10 & 10° ufc/L en aval
(moyenne des prélévements positifs : 1,87.10° + 3,12.10°, de tous les prélévements :
1,74.10° + 3.05.10°).

168



Chapitre Il : Résultats et Discussions

1,0E+07 -

O Lp amont (ufe/L)
1,0E4+06 - B Lp biofilm (ufc/em?) -
O Lp aval (ufc/L)

1,0E+05 -
1,0E+04 -
1,0E+03 -
1,0E+02 -
1,0E+01 -

1,0E+00 + T . l

T T T T T Ll
0 14 27 40 60 74 88 122 150 185 212 241 275 303
JUILLET AOUT SEPTEMBRE NOV DEC JAN FEV MARS  AVRIL  MAI

-ut* (°C)

——pH

—#— 02 dissous (mg/L)
50 + TAC (mmoliL)

40 |

30 +

20 +

10 +

0 14 27 40 60 74 88 122 150 185 212 241 275 303
JUILLET AQUT SEPTEMBRE NOV DEC JAN FEV MARS  AVRIL MAI

800 7 -#— Conductivité (uS/cm)

Rédox (mV)
700 +

500 | M
500 +
400 +
300 +
200 +

100 +

0 14 27 40 60 74 88 122 150 185 212 241 275 303
JUILLET AOUT SEPTEMBRE NOV DEC JAN FEV MARS  AVRIL MAI
Durée d'incubation (j)

Figure 28 : Résultats des dénombrements des légionelles dans Il'eau et les biofilms par
méthode AFNOR, et des analyses physico-chimiques réalisés sur I'eau chaude. Les analyses
physico-chimiques n'ont pas été réalisées a J241, seule la température a été relevée.
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Les dénombrements des biofilms sont aussi trés variables : les légionelles
sont cultivées a partir de 11 prélévements sur 14, avec des valeurs comprises entre
2,5 (limite de détection) et 5.10* ufc/cm? (moyenne des prélévements positifs :
1,27.10* + 2,13.10* ufc/cm?, de tous les prélévements : 1,00.10% + 1,96.10%).

Les prélévements réalisés a J88, J122, J241 et J275 montrent que la
contamination du biofilm n'est pas directement corrélée avec celle de I'eau : a J88
seul le biofilm est contaminé alors que dans les autres cas seule I'eau en aval de
I'incubateur présente une contamination. Il est assez étonnant de constater qu'a J122
et J241 L. pneumophila est détectée par culture aussi bien en aval qu'en amont de

I'incubateur alors qu'elle ne I'est pas dans le biofilm.

[I-1.2.2. Paramétres physico-chimiques

De la méme facon que pour l'incubateur placé en eau froide les paramétres
physico-chimiques mesurés sont restés relativement stables pendant I'étude. Seuls
le potentiel redox et la température ont varié. L'amplitude de I'écart de températures
est de plus de 10°C, avec une valeur minimale (34,9°C) a J150 et une valeur
maximale (47,4°C) a J303. Ces écarts ne sont pas en relation avec les variations

observées dans les dénombrements.

lI-2. TYPAGE DES COLONIES ISOLEES

Environ 150 colonies ont été traitées en typage AP-PCR. Un test d'agglutination
au latex était systéematiquement réalisé sur les colonies avant extraction de I'ADN :
toutes les colonies sans exception appartiennent au sérogroupe 2-14. Les résultats
obtenus en typage confirment cette homogénéité : toutes les colonies testées
présentent le méme profi AP-PCR avec l'amorce B1245 (Fig. 26, souche
"Incubateur"). A partir de la quatriéeme date de préléevement, les réactions de typage
ont été réalisées uniquement avec cette amorce, les deux autres amorces n'étant

plus utilisées que pour confirmer l'identité en cas de doute.
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I1-3. HYBRIDATION /N SITU FLUORESCENTE

11-3.1. Validation des sondes

L'efficacité du marquage par les sondes a été évaluée a I'aide d’'une méthode
gue nous avions mise au point et qui est appliquée en routine au sein du Laboratoire
de Microbiologie de la Faculté : hybridation avec des sondes marquées FITC et
détection en cytométrie en flux aprés marquage des cellules avec de l'iodure de
propidium. Cette méthode est détaillée dans l'article n°1 figurant en Annexe V. Pour
chaque analyse 200 000 évenements sont comptés. Les résultats du comptage
aprés hybridation sur culture pure en phase de croissance exponentielle de la

souche isolée dans le réseau sont représentés sur la figure 29 :

NON EUBACTERIA
B3.82 1 0.36%

B3.77 /1 BR.40%

Figure 29 : Détection et comptage en cytométrie en flux d'une culture pure de L.
pneumophila (souche réseau) aprés hybridation avec les sondes Non338 (témoin négatif),
EUB338 (Témoin positif) et LEGPNE1 (sonde spécifique). En ordonnée (FL1-H) : intensité de la
fluorescence conférée par les sondes FITC. En abscisse (FSC-H) : paramétre physique fonction
de la morphologie des cellules. Seuls les événements marqués par l'iodure de propidium et
situés au-dessus de la ligne blanche délimitant le seuil de signal négatif en FITC sont pris en
compte pour le comptage. Sur chaque diagramme, le pourcentage d'événements marqués par
I'IP est indiqué a gauche, le pourcentage d'événements marqués sonde-FITC au sein des
événements IP a droite.
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Ces résultats valident l'efficacité de la sonde spécifique : avec les réglages
utilisés, seulement 0,36% des événements marqués par [I'IP présentent une
fluorescence aprés hybridation avec le témoin négatif Non338, tandis que ces
pourcentages sont respectivement de 89,40 et 92,35% aprés hybridation avec les
sondes EUB338 et LEGPNE1.

1I-3.2. Hybridations sur biofilms

Durant la premiére phase de I'expérimentation (jusqu'a J88) les prélévements
etaient effectués tous les 15 jours, puis ils ont par la suite été espacés tous les mois.
Ce changement dans la fréquence des préléevements induit un changement dans
I'age des biofilms analysés : 1,5 mois, 2 mois et 2,5 mois a JO, J14 et J27, 1,5 mois
entre J40 et J88, 2 et 2,5 mois a J122 et J150, et 3 mois pour les biofilms prélevés
entre J185 et J303.

Pour les deux types de biofilms : eau froide et eau chaude, nous avons choisi
de travailler sur les échantillons revivifiés car le signal obtenu aprés hybridation avec
la sonde EUB338 des échantillons fixés dés le prélévement s'est avéré tres
médiocre. La permeabilisation au lysozyme n'améliorant pas le signal, elle n'a pas
été utilisée. L'hybridation avec la sonde témoin négatif Non338 a toujours donné lieu
a l'observation de petits spots autofluorescents. lls sont en faible nombre
comparativement aux bactéries marquées par EUB338, en nombre plus important
comparativement aux bactéries marquées par LEGPNE1 et peuvent donc entrainer
une confusion dans l'interprétation des résultats. Nos estimations de la contamination
par L. pneumophila (Tab. XI) ne tiennent donc compte que des bactéries hybridées

présentant une forme bacillaire typique (Fig. 30).

Tableau Xl : résultats semi-quantitatifs observés aprés hybridation des biofilms prélevés en
eau chaude et en eau froide avec la sonde universelle EUB338 ou la sonde spécifique
LEGPNE1 et contre marquage syto-9

Jo J14 J27 J40 J60 J74 Jgg  J122  J150 J185 J212  J241  J275 J303

EC

Syto9 +++ e+ +++ +++ +++ +++ + + + + + + +
EUB338 ++ +++ ++ ++ ++ ++ + - - - - - - -
LEGPNE1 + + + + +

EF

Syto9 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ + + + + + +
EUB338 + + + + + ++ - + - - - -

LEGPNE1 - - (+) - - - - - - -
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11-3.2.1. Sonde EUB338

Jusqu'a J74 I'hnybridation des biofilms issus du réseau d'eau chaude avec la
sonde EUB338 donne des résultats relativement constants (Fig. 30 A et B)
hybridation d'un nombre important de cellules au sein d'agrégats relativement peu
denses. Des structures marquées au syto-9 mais qui ne sont pas révélées par la
sonde sont observées, sans qu'il soit possible de déterminer s'il s'agit de bactéries.
Les cellules marquées par le syto-9 sont moins nombreuses dans les biofilms
provenant de l'incubateur eau froide, par ailleurs nous avons observé dans tous ces
prélevements des micro-organismes présentant un aspect de cellule eucaryote qui n'
hybrident pas avec EUB338 (Fig. 30 C).

Figure 30 : Aspect des biofilms hybridés avec la sonde EUB338. Colonne de gauche :
marquage par la sonde, colonne centrale : marquage syto-9, colonne de droite : superposition
des deux marquages. A et B : biofilms provenant de I'incubateur en eau chaude, prélevés a J27
et J60. C : biofilm provenant de I'incubateur en eau froide, J27, fleches : micro-organismes de
type eucaryote non marqués par la sonde EUB338.
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A J88 le nombre de bactéries marquées par la sonde au sein des biofilms
issus du réseau d'eau chaude semble réduit par rapport aux prélévements
précédents (Fig. 31 A). Les prélevements réalisés par la suite montrent une
diminution trés importante des quantités de cellules marquées par le syto-9 aussi
bien en eau chaude qu'en eau froide, et les cellules encore présentes sont

complétement réfractaires a I'hybridation.

Figure 31 : Aspects des biofilms hybridés a partir de J88. Ligne A : hybridation du biofilm eau
chaude prélevé a J88 avec la sonde EUB338. B, C et D : aspect en syto-9 des biofilms prélevés
en eau chaude a J122, J212 et J303. E, F et G : aspect en syto-9 des biofilms prélevés en eau
froide a J122, J212 et J303.

11-3.2.2. Sonde LEGPNE1

L'hybridation avec la sonde spécifique a permis d'observer L. pneumophila
dans les biofilms issus du réseau d'eau chaude jusqu'a J60 (Fig. 32). Les Iégionelles

sont souvent regroupées, la plupart du temps en amas de moins de dix individus
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(Fig. 32 B et C), beaucoup plus rarement en amas comptant plusieurs dizaines
d'individus (Fig. 32A). Les prélévements réalisés aprés J60 n'ont jamais permis

d'obtenir un signal en hybridation.

Figure 32 : Aspect des biofilms provenant du réseau d'eau chaude hybridés avec la sonde
LEGPNE1. Colonne de gauche : marquage par la sonde, colonne centrale : marquage syto-9,
colonne de droite : superposition des deux marquages. A : biofilm prélevé a JO, B et C :
biofilms prélevés a J27.

Dans le cas de I'hybridation avec les biofilms provenant de I'eau froide nous
n'‘avons pu observer un signal significatif que sur le prélévement réalisé a J27. I
semblerait que les légionelles hybridées soient a l'intérieur d'une cellule protozoaire
(Fig. 33). La fluorescence conférée par la sonde est intense, signe d'une activité
métabolique élevée (nombre de ribosomes élevé) qui peut étre due a une

multiplication active des bactéries.
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10um

Figure 33 : Signal positif obtenu aprés hybridation du biofilm eau froide prélevé a J27 avec la
sonde LEGPNE1. A droite : observation en lumiére transmise.

I1-4. DISCUSSION

lI-4.1. Comparaison des techniques de détection

Les biofilms présents a la surface des canalisations de réseaux d'eau potable
sont souvent considérés comme des réservoirs potentiels de micro-organismes
pathogenes, notamment de Iégionelles. Plusieurs études font état d'une
concentration plus importante de L. pneumophila dans les biofiims que dans l'eau
circulante et recommandent donc un échantillonnage systématique de ces biofilms
lors de la surveillance des réseaux (Wright et al. 1989; Ta et al. 1995). La technique
de détection classique de ces bactéries par culture sur gélose étant longue et limitée
par un certain nombre de facteurs (bactéries a I'état viable mais non cultivable), nous
avons testé une méthode alternative de détection : la FISH, afin d'évaluer sa
sensibilité et sa spécificité dans le cadre de la surveillance de la contamination des
biofilms. La technique FISH est facile a mettre en ceuvre et le résultat peut étre
obtenu dans la journée. Manz et al. décrivent son utilisation dans le cas de biofilms
artificiels dopés avec des légionelles cultivées sur géloses (Manz et al. 1995), tandis
que dans d'autres études elle a été appliquée sur des biofilms complexes cultivés en
laboratoire (Williams et al. 2003) ou échantillonnés directement dans les réseaux
(Kalmbach et al. 1997; Schwartz et al. 1998). En comparaison avec les nombreuses
techniques de PCR disponibles pour la détection spécifique des Iégionelles (Herpers
et al. 2003; Levi et al. 2003), la FISH a l'avantage théorique de permettre d'évaluer

I'activité métabolique, donc la viabilité des bactéries en fonction de l'intensité de la
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fluorescence observée (Poulsen et al. 1993; Moller et al. 1996). C'est un point
important car les traitements de désinfection, méme s'ils permettent de tuer les
bactéries pathogénes, n'éliminent pas obligatoirement I'ADN de ces bactéries :
(Tison et al. 1983) ont démontré I'omniprésence de L. pneumophila non viables dans
toute la chaine de production d'eau potable. Les techniques de PCR basées sur
I'ADN ne sont donc pas adaptées, d'autant plus que les kits d'extraction de I'ADN
sont parfois eux aussi contaminés (van der Zee et al. 2002; Evans et al. 2003),
conduisant a des résultats positifs avec les techniques trés sensibles de PCR
quantitative.

Les seuls travaux dans lesquels des exemples d'images obtenues en
hybridation a partir d'échantillons complexes sont présentés sont ceux de Kalmbach
et al. (1997) : bactéries intra-cellulaires hybridées avec LEG705, et ceux de Williams
et al. (2003) : bactéries hybridées dans des biofilms avec les sondes Leg5 et Leg8
ciblant I'ARNr 16S. Dans ce dernier cas, les images présentées ne nous paraissent
pas trés significatives dans la mesure ou la superposition des champs visualisés en
marquage universel (DAPI) avec ceux visualisés en marquage sondes (rhodamine)
est mauvaise (Fig. 34). Les spots observés en marquage sonde peuvent étre dus a
une précipitation des fluorochromes, telle que nous avons pu I'observer a plusieurs

reprises sur nos échantillons. Par ailleurs, les auteurs n'ont pas utilisé de témoin

négatif qui aurait pu lever ce doute.

Figure 34 : Montage réalisé a partir des images présentées dans les travaux de Williams et al.
2003. A gauche : biofilm marqué au DAPI, au centre : marquage sonde Leg, a droite :
superposition des deux marquages. Barre : 5 pym.

Ces travaux, ainsi que ceux rapportés dans ce mémoire, nous permettent
d'avancer un certain nombre d'arguments défavorables a I'utilisation de la FISH

directement sur biofilms fixés pour la surveillance de la contamination des réseaux :
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[1-4.1.1. Limite de détection

La nécessité de réaliser une observation microscopique des échantillons
hybridés induit une limite de détection élevée. L'utilisation du grossissement
maximum (objectif 100) est nécessaire afin de s'assurer que les éléments
fluorescents présentent bien une morphologie de bactéries. Dans nos expériences,
la contamination théorique minimum nécessaire pour pouvoir observer au moins une
bactérie hybridée par champ est d'environ 20 000 bactéries / cm? Bien que
I'observation de nombreux champs soit possible, il semble nécessaire qu'une
bactérie au moins soit présente tous les 10 champs (2000 bactéries / cm?® dans
I'échantillon de départ) afin de permettre un traitement des résultats. Par
comparaison, I'ensemencement direct sur gélose présente une limite de détection

théorique de 0,5 bactéries / cm?.

[I-4.1.2. Impact du cycle de développement intra-cellulaire de L. pneumophila
sur la détection en FISH ?

Une des raisons qui peut étre avancée pour expliquer a la fois la diminution du
nombre de bactéries marquées en syto-9, la disparition du signal avec LEGPNE1 et
paradoxalement une ré-augmentation des quantités de L. pneumophila détectées par
culture est la présence en proportions importantes de cette espéce dans le biofilm
restant, mais dans un état ne permettant pas sa détection en FISH tandis que la
cultivabilité est conservée. Cette particularité pourrait s'expliquer par le cycle de
développement intra-cellulaire de L. pneumophila, présumé étre le seul moyen pour
cette espéce de se multiplier dans I'eau potable (Murga et al. 2001). Il comprend de
nombreuses étapes au cours desquelles L. pneumophila présente différents
phénotypes.

En fin de réplication les bactéries se différencient en formes intra-cellulaires
matures qui présentent des caractéristiques particulieres : bactéries courtes,
ramassees, dont la membrane externe présente une structure dense en microscopie
électronique, elles sont résistantes a la lyse par les détergents, présentent une
activité métabolique réduite mais possédent des réserves nutritionnelles abondantes
sous forme d'inclusions intra-cytoplasmiques de granules de poly-hydroxybutyrate
(Garduno et al. 2002). Ces caractéristiques sont a priori peu favorables a une

détection en FISH : de nombreux auteurs ont montré que des bactéries stressées,
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dont l'activité métabolique est faible, présentent une quantité d'ARNr réduite et que
dans ce cas la quantité de sondes hybridées par cellule est diminuée (Tolker-Nielsen
et al. 1997). Par ailleurs la structure de la membrane externe est peut-étre
défavorable a une permeabilisation suffisante pour permettre la pénétration des
sondes. En revanche la cultivabilité semble pouvoir étre conservée longtemps : des
études ont montré qu'elle est corrélée avec la présence des inclusions de poly-
hydroxybutyrate, et que 25% des légionelles issues d'une culture sur gélose et
incubées dans de I'eau du robinet stérile sont encore cultivables apres 280 jours
d'incubation (James et al. 1999). Des tests d'hybridation sur bactéries fixées a
différentes étapes de leur développement intra-cellulaire, couplés a une mesure fine
de l'intensité de la fluorescence grace a un cytométre en flux pourraient s'avérer

utiles pour tester cette hypothése.

[I-4.1.3. Traitement des biofilms et impact sur la détection

L'éloignement physique entre le lieu d'implantation des systémes de
prélevement et le lieu de I'analyse a imposé un délais de 24 h entre le prélévement et
I'analyse. Ces situations sont rencontrées par les laboratoires industriels qui
effectuent I'analyse de prélévements de provenances variées. Tous les échantillons
ont été transportés a +4°C, et les biofilms ont été traités de 3 fagcons différentes :
fixation en PFA 4% pendant le transport, fixation 3 heures en PFA 4% a l'arrivée au
laboratoire, ou revivification de la flore au laboratoire suivie d'une fixation 3 h en PFA
4%. Les échantillons revivifiés ont toujours présenté l'intensité de fluorescence la
plus importante aprés hybridation, c'est donc sur ces échantillons que nous avons
travaillé par la suite. La technique de revivification utilisée n'est pas spécifique des
légionelles car nous avions initialement pour objectif de réaliser aussi une
caractérisation de la flore microbienne totale grace aux sondes décrites dans I'étude
des traitements de désinfection. Le faible nombre de cellules marquées et la qualité
des images obtenues en microscopie a épifluorescence n'ont pas permis cette
caractérisation. La revivification spécifique des légionelles issues de prélevements
d'eau de réseaux par incubation de la membrane de filtration 16 h sur gélose BCYE
a été décrite par (Wullings et al. 2002), et permet d'augmenter significativement le

nombre d'échantillons positifs lors de la détection par FISH. L'application de cette
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technique spécifique aurait peut-étre permis de détecter des légionelles dans les

échantillons négatifs en FISH et positifs en culture a partir de J150.

Dans les amibes, L. pneumophila présente aussi une phase de multiplication
active durant laquelle l'activité métabolique est élevée, elle est alors détectable avec
des sondes spécifiques (Grimm et al. 2001). Ceci pourrait expliquer l'observation
faite par Kalmbach et al. : lors d'hybridations sur biofilms préservés (coupons) avec
la sonde LEG705, la majorité des bactéries détectées étaient intra-amibiennes,
tandis qu'elles étaient rarement détectées a I'état libre. Dans notre étude, si des
amibes contenant des L. pneumophila en phase de réplication active étaient
présentes sur les billes de verre au moment du préléevement, elles ont pu réagir de
plusieurs fagons en fonction des traitements appliqués : enkystement ou non lors du
transport a +4°C, suivi ou non d'un désenkystement lors de l'incubation 16 h a 30°C.
Si des trophozoites infectés étaient présents aux étapes de sonication et de vortex
des biofilms il est probable qu'ils ont été lysés car ils sont relativement fragiles
(Boulanger et al. 1995). Dans ce cas des légionelles présentant une activité
métabolique élevée ont été libérées et fixées en PFA, rendant la détection par FISH
possible. Le fait que les Iégionelles hybridées que nous avons pu observer étaient
toujours regroupées en amas est compatible avec cette hypothése : il peut s'agir de
légionelles libérées a partir d'un méme trophozoite, suite a I'éclatement de la cellule
ou a la sécrétion de vésicules remplies de légionelles (Berk et al. 1998).
L'observation de ces amas de L. pneumophila extra-cellulaires hybridées avec la
sonde LEG705 a déja été rapporté (Desai et al. 1999). En revanche les kystes sont
résistants a la sonication et I'hybridation de bactéries intra-kystes est impossible car
les sondes ne péneétrent pas : si de telles formes étaient présentes et infectées par
des légionelles dans nos échantillons au moment de la fixation en PFA nous ne les

avons sans doute pas détectées.

11-4.2. Intérét des incubateurs a biofilms pour la détection de L.
pneumophila par culture

lI-.4.2.1. Typage

Le typage nécessite l'isolement et la culture des bactéries sur gélose. Les

résultats obtenus en typage moléculaire démontrent que pendant toute la durée de
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I'étude, et avec le pouvoir résolutif de la méthode utilisée, une seule souche a été
isolée par culture sur gélose a partir des biofilms et des prélévements d'eau. Cette
souche a été retrouvée dans les biofilms en eau froide de maniére peu fréquente,

beaucoup plus fréquemment dans I'eau et les biofilms en eau chaude.

La persistance de une ou deux souches de L. pneumophila sur un méme site
pendant des périodes tres longues a déja été décrite. Dans une étude portant sur un
réseau hospitalier de distribution d'eau potable, des auteurs ont réalisé le typage
PFGE des souches isolées sur une période de 13 ans. lls n'ont observé que trois
pulsotypes différents, dont deux largement majoritaires mais qui n'étaient jamais
retrouvés ensemble dans un méme prélévement (Rangel-Frausto et al. 1999). Les
auteurs n'ont pas réussi a déterminer la cause de la persistance a trés long terme de
ces deux souches qui étaient aussi impliquées dans des cas d'infections
nosocomiales. Dans d'autres cas il est rapporté la persistance dans un méme réseau
de souches présentant des pourcentages de similarité tres proches : dans I'étude de
(Perola et al. 2002) les souches isolées chez des patients et en différents points d'un
réseau hospitalier appartiennent toutes au sérogroupe 5 et présentent 92% de
similarité en typage moléculaire (AFLP et RAPD). D'autres études font état d'une
diversité plus importante : Visca et al. ont identifié trois types difféerents de L.
pneumophila sérogroupe 6 (typages PFGE et AFLP) isolées pendant une période de
8 ans dans un réseau hospitalier (Visca et al. 1999). |l semblerait donc que dans
certains cas une souche particuliere ou un groupe de souches trés proches soit
capable de coloniser durablement un réseau intérieur, sans que les causes de cet
avantage écologique par rapport a d'autres souches soit connu : meilleure infectivité
vis-a-vis des amibes, plus grande hydrophobicité, résistance aux traitements de

désinfection peuvent étre impliquées.

[1-4.2.2. Contamination du réseau

Les incubateurs a biofilms ont permis de détecter L. pneumophila dans le
réseau d'eau froide par culture alors qu'elles n'ont jamais été détectées en phase
planctonique. Il semblerait donc que ces dispositifs puissent améliorer la détection du
pathogéne dans ce type d'eau par la méthode AFNOR. Durant toute I'étude, la
température de I'eau froide a toujours été juste égale ou inférieure a la température

minimale rapportée comme nécessaire a la multiplication de L. pneumophila : 20°C, il
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semble donc peu probable que la bactérie ait pu se multiplier dans ces biofilms. En
revanche, lincubateur a pu servir de niche pour le désenkystement et la
multiplication d'amibes présentes dans le réseau de distribution, rendant ainsi les
légionelles éventuellement présentes dans les kystes accessibles a la détection par
culture. L'intérét d'une période d'incubation permettant le désenkystement des
amibes pour la détection des L. pneumophila a été démontré dans plusieurs études
(Sanden et al. 1992; Bartie et al. 2003). Une analyse de la flore amibienne réalisée
sur le premier prélevement par un intervenant extérieur a permis de démontrer que
des amibes des genres Naegleria et Hartmannella étaient présentes en faibles
quantités dans l'eau froide en amont (Naegleria) et en aval (Naegleria et
Hartmannella) de l'incubateur. La contamination de kystes du genre Hartmannella
par des légionelles a été récemment démontrée (Greub et al. 2003), tandis qu'elle n'a
jamais été mise en évidence dans des kystes du genre Naegleria. Le seul résultat
positif en FISH sur cet incubateur I'a été avec un biofilm revivifié 16h a 30°C : cette
période de revivification a peut-étre permis l'amorgage d'une multiplication des

légionelles intra-amibiennes et I'obtention d'un signal d'hybridation fort.

Concernant le réseau d'eau chaude, nous n'avons pu dénombrer des
légionelles a partir de l'eau prélevée en amont de lincubateur que pour 8
prélevements sur les 14 réalisés. Une étude menée par Bentham sur la détection de
L. pneumophila dans des tours aéro-réfrigérantes a consisté a prélever des
échantillons d'eau deux fois par semaine pendant 16 semaines sur une trentaine de
sites. L'auteur a démontré l'extréme variabilité des taux de contaminations, qui
n'étaient plus corrélés sur un méme site aprés une période de seulement deux
semaines (Bentham 2000). Dans notre étude, au moins une des analyses réalisées
soit sur le biofilm soit en aval de l'incubateur a toujours été positive, avec des taux de
contamination en aval toujours importants sauf a J88. Lors du premier prélévement
des amibes appartenant aux genres Naegleria et Hartmannella ont aussi été
retrouvées, en quantités plus importantes que dans l'eau froide mais en aval de
l'incubateur uniquement : il semble donc encore plus probable dans ce cas que
l'incubateur amplifie la quantité d'amibes en concentrant sur une distance limitée une
surface importante de biofiim. La température étant dans ce cas favorable, les
amibes servent de support a la multiplication des Iégionelles et il se produit donc une

amplification de la quantité de légionelles en sortie d'incubateur. Les résultats des
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dénombrements dans l'eau et sur les biofilms des billes ne sont pas directement
comparables : le fait que les préléevements d'eau réalisés en aval soient trés
contaminés alors que les biofilms ne le sont pas a J241, J275 et J303 peut étre du
au développement d'un biofilm différent, plus riche en L. pneumophila et / ou en
amibes sur d'autres parties de l'incubateur. Plusieurs études comparant différents
types de matériaux pour leur capacité a servir de support de développement aux
biofiims classent systématiquement le verre dans la catégorie "peu colonisé"
comparativement au PVC, a différents alliages métalliques ou a certains élastomeres
(Rogers et al. 1994b; van der Kooij et al. 2002). Il se peut donc que la majorité de
I'amplification n'ait pas lieu au niveau des billes de verre mais plutot sur les surfaces

en PVC ou sur les tuyaux d'évacuation.

I1-5. CONCLUSION

Les incubateurs a billes de verre ont permis I'amplification de la quantité de
légionelles et la détection a partir des biofims en eau froide alors que le
dénombrement a partir de I'eau était négatif. Les colonies isolées sont constituées de
la méme souche (dans la limite des techniques de typage mises en ceuvre) que celle
isolée en eau chaude, 'hypothése d’'une contamination du réseau intérieur par I'eau
distribuée est donc plausible. Dans I'eau chaude, lincubateur permet une
stabilisation de la population de Iégionelles et une détection plus homogene d’un

prélevement a I'autre.

La pertinence d'une utilisation de la technique FISH comme outil de détection
de L. pneumophila dans les biofilms des réseaux intérieurs de distribution d'eau
potable a été évaluée. Les seules légionelles hybridées observées dans les biofilms
a l'état libre (hors protozoaires) l'ont été lorsque les biofiims étaient fortement
contaminés. Bien que le résultat de l'analyse puisse étre obtenu rapidement (en

théorie dans la journée), la limite de détection est élevée.
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Illl- REIMPLANTATION DE LA SOUCHE ISOLEE A PARTIR
DES INCUBATEURS DANS DES BIOFILMS ARTIFICIELS

Afin de tester la capacité de L. pneumophila a se multiplier dans les réseaux
en l'absence de protozoaires, des biofilms constitués d’espéces bactériennes
"potentialisatrices" ont été cultives sur coupons de silicone et la souche de L.

pneumophila isolée dans le réseau a été inoculée.

l11-1. COLONISATION PRELIMINAIRE DES COUPONS

Les souches utilisées montrent une grande capacité a coloniser les surfaces.
L'observation en microscopie confocale aprés coloration au syto-9 des biofilms
prélevés juste avant l'inoculation de L. pneumophila révéle des aspects relativement
différents (Fig. 35). B. vesicularis forme des amas de micro-colonies d'aspect étoilés
entre lesquels sont dispersées des bactéries isolées. E. brevis forme des biofilms

relativement peu denses composés de cellules individualisées tandis que P.

aeruginosa forme des biofilms trés denses constitués de nombreuses cellules.

Figure 35 : Aspect des biofilms sur coupons de silicone observés en microscopie
confocale aprés coloration syto-9 juste avant l'inoculation de L. pneumophila. A : B.
vesicularis, B : E. brevis et C : P. aeruginosa.
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I11-2. SUIVI DE L'EVOLUTION DE LA FLORE APRES INOCULATION
DE L. PNEUMOPHILA

llI-2.1. Dénombrements sur géloses

[11-2.1.1. Flore hétérotrophe

Les résultats des dénombrements de la flore hétérotrophe sur géloses R2A a

22°C a partir des biofilms et de la phase planctonique sont reportés ci-dessous :
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Figure 36 : Evolution des dénombrements sur R2A a partir de la phase planctonique et des
biofilms prélevés a 48, 168, 336 et 528 h aprés inoculation de L. pneumophila (moyennes de 2
dénombrements, n=2 répétitions). La courbe de dilution théorique calculée a partir du premier
dénombrement (48 h) est reportée pour la phase planctonique.
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Les résultats correspondent aux observations réalisées en microscopie
confocale : P. aeruginosa colonise les incubateurs a des taux nettement plus
importants que les deux autres espéces. Il est intéressant de constater que cette
différence est encore plus marquée sur les dénombrements réalisés en phase
planctonique que sur ceux réalisés dans les biofilms. Cela peut étre di a un taux de
croissance plus important des cellules planctoniques de P. aeruginosa dans I'eau de
réseau additionnée de fer comparativement aux deux autres espeéces, ainsi qu'a un

réensemencement plus important de la phase planctonique a partir du biofilm.

Pour les trois espéces une baisse des taux de contamination de la phase
planctonique est observée entre les dénombrements réalisés a 48 h et ceux réalisés
a 168 h. Cette diminution est due a I'effet de la dilution dans le cas de B. vesicularis,
tandis que pour les deux autres espéces la diminution est trop importante pour n’étre
attribuée qu’a la dilution : il y sans doute une adaptation au milieu, se traduisant par
une diminution importante des bactéries cultivables. Par la suite les dénombrements

restent stables pour les trois espéces entre 336 et 528 h.

[11-2.1.2. L. pneumophila

Les résultats des dénombrements sur géloses de L. pneumophila dans les

biofilms et en phase planctonique sont reportés ci-dessous :
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Figure 37 : Evolution des quantités de L. pneumophila dénombrées sur GVPC a partir de la
phase planctonique et des biofilms prélevés a 48, 168, 336 et 528 h aprés inoculation
(moyennes de 2 dénombrements, n=2 répétitions). La courbe de dilution théorique calculée a
partir de la moyenne des premiers dénombrements de L. pneumophila (48 h) est reportée pour
la phase planctonique.

La dilution due au renouvellement quotidien de 20% du milieu correspond
approximativement a une dilution au 100°™ aprés 3 semaines. Cependant la
diminution de la quantité de L. pneumophila en phase planctonique correspond
seulement a une dilution au 10°™ (passage de 10° & 10* UFC/mL) pour tous les
échantillons sauf pour L. pneumophila + P. aeruginosa (passage de 1,9.10° & 1,8.10°
UFC/mL). Il parait peu probable qu'une croissance de L. pneumophila puisse étre a
I'origine de cet écart puisqu'il est aussi observé dans le cas de la bactérie seule et
que la croissance de L. pneumophila dans ces conditions n'a jamais été mise en
évidence dans la littérature. En revanche, il est possible que des bactéries
relarguées a partir des biofilms formés sur le coupon de silicone, les parois en verre
du flacon et le revétement en Téflon du barreau magnétique, soient prises en compte

dans le dénombrement planctonique.

Les dénombrements réalisés a partir des biofilms sur silicone sont restés
relativement stables durant les 3 semaines : env. 10* UFC/cm? pour L. pneumophila
+ B. vesicularis, 10° UFC/cm? pour L. pneumophila seule ou co-incubée avec E.
brevis. De méme que dans le cas des bactéries en phase planctonique, une
diminution de 2,0.10%® & 7,7.10" UFC/cm? est observée dans le cas de la co-

incubation avec P. aeruginosa.
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ll-2.2. FISH

Les observations réalisées en FISH n'ont jamais permis de visualiser L.
pneumophila dans les biofilms mixtes. Les seuls signaux détectés dans la zone de
ré-émission du fluorochrome correspondent a des particules auto-fluorescentes (Fig.
38). Du fait de I'utilisation d'un objectif de grossissement 63x, la limite de détection
théorique est réduite a environ 500 bactéries/cm?. Dans le cas de L. pneumophila
seule marquée en syto-9 nous avons pu vérifier cette valeur : présence dans la

plupart des champs de quelques bactéries faiblement marquées, bien

individualisées, mais aucun signal n’est détecté avec les sondes LEG705 ou
EUB338.

Figure 38 : Hybridation du biofilm B. vesicularis + L. pneumophila aprés 48 h d'incubation. A
gauche : champ correspondant au marquage par la sonde LEG705, au centre : marquage syto-
9, a droite : superposition des deux marquages.

l11-3. DISCUSSION

Plusieurs études ont tenté de montrer la capacité de L. pneumophila a se
multiplier dans les biofilms en I'absence d'héte protozoaire. Murga et al. (2001) ont
inoculé un réacteur a biofilm comprenant les espéces P. aeruginosa, K. pneumoniae
et Flavobacterium sp. avec une souche de L. pneumophila et ont observé que, bien
que capable de persister dans le biofilm, elle était incapable de se multiplier en
I'absence de protozoaire. Cette étude est critiquable car les espéces constitutives du
biofim de base ne sont pas forcément "potentialisatrices" de L. pneumophila.
(Surman et al. 1999) ont démontré que L. pneumophila inoculée dans un biofilm

complexe constitué a partir d'un consortium prélevé dans un réseau est capable de
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se multiplier en I'absence de protozoaire. Les espéces identifiées par culture a partir
du biofilm utilisé comprenaient notamment Brevundimonas vesicularis et un
Flavobacterium sp., espéces par ailleurs décrites comme permettant une croissance
satellitaire de L. pneumophila sur gélose BCYE sans cystéine (Wadowsky et al.
1983; Koide et al. 1989).

Dans nos travaux, nous avons voulu répéter I'expérience de Murga et al. mais
en utilisant les deux espéces "potentialisatrices" de L. pneumophila comme base du
biofilm. Un biofilm constitué de P. aeruginosa a servi de contréle dans lequel a priori
aucune croissance de L. pneumophila ne devait étre détectée. Des biofilms ont donc
d'abord été constitués en utilisant un milieu nutritif, puis ce milieu a été remplacé par
de l'eau issue du réseau sur lequel étaient implantés les incubateurs. Cette eau a été
préalablement stérilisée par filtration et supplémentée en fer a la méme concentration
que celle utilisée dans le BCYE, afin que l'apport en cet élément essentiel ne
constitue pas un facteur limitant. En effet les phénoménes de corrosion fréquemment
décrits dans les réseaux font que le fer est souvent disponible en quantités
suffisantes pour permettre la croissance de L. pneumophila (States et al. 1985). La
souche de L. pneumophila isolée dans le réseau a ensuite été inoculée et son
evolution dans la phase planctonique et dans les biofilm a été suivie par culture sur
geélose GVPC et FISH.

Les différences de taux de colonisation observées par culture sur gélose ne
permettent pas de conclure quant a l'existence ou non d'une multiplication de L.
pneumophila. S'il y a effectivement multiplication, comme cela semblerait pouvoir
étre le cas avec B. vesicularis, elle est trop faible pour pouvoir étre mise en évidence
par culture. Nous avons utilisé la FISH dans le but d'observer directement L.
pneumophila dans les biofilms, et éventuellement de mettre en évidence la formation
de microcolonies. L'observation de telles structures dans un biofilm dépourvu de
protozoaires tendrait en effet a prouver I'existence d'une multiplication locale, méme
réduite. Elles ont été décrites dans des biofilms poly-microbiens par certains auteurs
mais les méthodes utilisées étaient relativement peu spécifiques : microscopie
électronique a balayage (Wright et al. 1989) et marquage avec des anticorps (Rogers
et al. 1992). Par ailleurs dans ces études l'absence de protozoaires n'était pas
garantie. Dans notre étude, la FISH s'est révélée inefficace pour visualiser L.

pneumophila, pourtant détectée par culture dans des quantités compatibles avec une
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visualisation aisée dans le cas du biofilm constitué de B. vesicularis (10* UFC/cm?
correspondant env. a une vingtaine de cellules par champ). Le fait que le marquage
par les deux sondes LEG705 et EUB338 soit inefficace sur les biofilms constitués de
L. pneumophila seule tend a prouver que les Iégionelles ne sont pas dans un état
physiologique compatible avec une détection par ces outils. En revanche la
cultivabilité est conservée : I'étude de James et al. décrit que 30% des légionelles
cultivées sur gélose et incubées en eau du robinet sont encore cultivables aprés une
semaine d'incubation, 25% apres 280 jours et 10% aprés 380 jours, ceci malgré une

activité métabolique trés réduite (James et al. 1999).

ll1-4. CONCLUSION

Cette étude ne permet pas de conclure quant a I'éventuelle croissance de L.
pneumophila au sein des biofilms en I'absence d'héte protozoaire. En revanche elle
conforte les conclusions de I'étude réalisée avec les incubateurs a billes de verre : la
FISH apparait inadaptée pour la détection des légionelles directement dans les
biofilms. Cette limitation peut étre contournée en utilisant des bactéries modifiées par
introduction du géne codant pour la GFP, permettant ainsi la visualisation directe
dans le biofilm. Nous ne disposions pas encore de la souche fournie par M. Steinert
lors de la réalisation de cette étude, par ailleurs la construction plasmidique utilisée
dans ce cas est instable et a tendance a disparaitre rapidement lors des divisions
cellulaires (Kohler et al. 2000), elle n'aurait donc pas forcément été utilisable pour
ces essais. L'utilisation de quelques espéces seulement comme base du biofilm
limitant considérablement les possibilités d'interactions, une solution pourrait
consister a reproduire des écosystémes complexes sans protozoaires (filtration,
utilisation de cycloheximide) et a y inoculer une souche de L. pneumophila marquée
ala GFP.
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CHAPITRE I
2°Me Partie

Comparaison de I'Efficacité
des Traitements de

Désinfection
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I- CONTEXTE DE L'ETUDE

De nombreux traitements physiques et/ou chimiques destinés a prévenir et a
contrdler la contamination des réseaux d'eau potable par L. pneumophila sont décrits
dans la littérature (Kim et al. 2002; Campos et al. 2003). Malgré ces travaux, Il
n'existe pas de consensus clair quant au traitement le plus adapté. Ceci est du en

partie a la variété des conditions expérimentales utilisées dans ces études.

Dans le cas des essais en laboratoire, les tests de désinfection ont été
réalises :
e sur des bactéries cultivées sur gélose et remises en suspension
dans de I'eau distillée stérile stagnante (Miyamoto et al. 2000),
e sur des bactéries cultivées sur gélose et remises en suspension
dans de I'eau de réseau stérile en circulation (Muraca et al. 1987),
e sur des circuits reproduisant un réseau de distribution colonisé avec
une flore simplifiée avec (Donlan et al. 2002) ou sans (Walker et al.

1999) amibes et n'évaluant qu'un seul type de traitement.

Les études menées en conditions réelles sur réseaux sont nombreuses mais
limitées a I'évaluation d'un ou deux traitements (Walker et al. 1995; Liu et al. 1998;
Steinert et al. 1998; Lee et al. 2002; Srinivasan et al. 2003). Les résultats sont
difficiles a comparer en raison de la grande variabilité des paramétres biologiques
(populations microbiennes) et physico-chimiques (hydrodynamique, pH, température,
matériaux, etc.). Par ailleurs les méthodes utilisées pour I'analyse des populations
microbiologiques sont souvent différentes : culture, sondes, techniques de PCR, de
clonage et typage, toutes ces méthodes introduisent des biais qui leur sont propres

et qui rendent la comparaison quasi-impossible.

La biologie complexe de L. pneumophila accentue encore ces limites : les
bactéries en suspension dans I'eau du réseau sont plus résistantes a l'action des
désinfectants que les bactéries cultivées sur gélose (Kuchta et al. 1985), les
bactéries nichées dans les biofiims sont plus résistantes que les bactéries
planctoniques (Cargill et al. 1992) et les bactéries a l'intérieur de trophozoites ou de

kystes amibiens sont encore plus résistantes (Kilvington et al. 1990). L'efficacité des

192



Chapitre Il : Résultats et Discussions

traitements de désinfection doit donc étre comparée dans des conditions écologiques

identiques.

Ce chapitre décrit les résultats obtenus lors de tests de désinfection réalisés
sur un pilote reproduisant un réseau de distribution d'eau potable. Sept circuits
identiques ont servi a comparer six traitements (+ témoin non traité) : le chlore, la
monochloramine, le dioxyde de chlore, I'électro-chloration, l'ozone et l'ionisation
cuivre/argent. Des méthodes classiques de culture sur gélose ainsi que des
méthodes de marquage fluorescent couplé a une détection en microscopie confocale
et a une analyse informatisée des images obtenues ont été utilisées pour suivre
I'évolution de la composition de la flore et de I'architecture des biofilms durant les

traitements.

IlI- ESSAIS DE COLONISATION D’UNE CANALISATION

II-1. COLONISATION NATURELLE

Les dénombrements réalisés en phase planctonique avant l'injection, a J14 et
J64 aprés la mise en route du systéme, ont permis de dénombrer 2.10° et 10* UFC/L
d'une méme souche de L. pneumophila sérogroupe 2-14 (Fig.25, souche "Pilote").
L'unité était donc naturellement colonisée avant injection du mélange de souches, a

partir de I'eau de Seine filtrée sur sable ou de I'eau du réseau de distribution.

lI-2. INOCULATION DU MELANGE DE SOUCHES DE L.
PNEUMOPHILA

La population totale de L. pneumophila a diminué de 10° UFCI/L juste aprés
linjection & 10° UFC/L a la fin de I'expérimentation (Fig. 39). Parmi les 5 souches
injectées, seule la souche "pilote" persistait aprés 1 mois, passant de 40% des
colonies isolées a J1 a 100% a J28. Les 4 souches sérogroupe 1 ont
progressivement disparu. Une analyse des amibes mésophiles totales réalisée a J9 a

permis de dénombrer 2,8.10° amibes /L.
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Figure 39 : Evolution des proportions des différentes souches isolées dans I'eau en sortie de
canalisation. Sur l'axe des ordonnées figurent le dénombrement correspondant a chaque
prélevement (UFC/L) et la date de prélevement (en jours aprés l'injection du mélange de
souches).

I1-3. CONCLUSION

Cette étude préliminaire a permis de démontrer la faisabilité d'implanter
durablement une souche de L. pneumophila dans une canalisation du méme type
que celles utilisées pour la construction de l'unité pilote. De la méme maniére que
pour les incubateurs a billes de verre installés dans les réseaux, il semblerait qu'une
fois implantée la souche occupe la niche écologique et prévienne ainsi l'installation
d'autres souches. Dans cette expérience, la souche Paris réecemment décrite comme
étant impliquée dans 12,2% des cas de légionelloses en France (Aurell et al. 2003)
n'a pas réussi a coloniser la canalisation occupée par la souche locale. Elle n'a donc
pas exprimé un avantage écologique qui aurait pu lui permettre de déplacer la

souche implantée.
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lll- ESSAIS DE DESINFECTION SUR PILOTE

l11-1. COLONISATION

llI-1.1. Carcatéristiques physicochimiques de I'eau alimentant le
pilote

Les parametres mesurés par le CIRSEE dans I'eau de réseau alimentant le

pilote sont énumeérés dans le tableau Xl ci-dessous :

Tableau XIl: caractéristiques physico-chimiques de IP’eau alimentant le pilote (mesures
CIRSEE)

pH 7,6
Turbidité 0,08 NTU
coT 0,7-08mg!”
Oxygene dissous 8,60%
Saturation en oxygéne 95%
Conductivité 598 uS cm’™
Dureté 21°f

Ca™ 109,8 mg I’
Cr 32mgl’
SO~ 69 mg I
Fer total <20 g’
Cuivre <2ugl’
HCO3 256 mg I

lI-1.2. Implantation et stabilisation de Ila population de L.
pneumophila

Cing semaines aprés la mise en eau de l'unité pilote, une analyse de la
population des biofilms sur billes de verre et dans I'eau circulante a été réalisée sur
les 7 boucles en acier galvanisé (Fig. 40). Une seule et méme souche de L.
pneumophila sérogroupe 1 a été retrouvée en faibles concentrations, dans les
biofilms et dans I'eau pour les boucles G et E, dans le biofilm uniquement pour la
boucle F, et dans I'eau uniquement pour la boucle B. Une variabilité importante de la
flore totale cultivée sur R2A a partir des biofilms des différentes boucles a été

observée, avec des taux de colonisation variant de 1,9.10° a 4,6.10° UFC/cm?
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(moyenne : 7,2.10° + 1,6.10° UFC/cm?). En revanche les dénombrements en phase
planctonique étaient plus homogénes, avec des taux de contamination compris entre
5.10° et 2,5.10° UFC/mL (moyenne : 1,2.10° + 8,2.10* UFC/mL). Les amibes étaient
constamment retrouvées dans l'eau et dans les biofilms, a des niveaux de
populations homogeénes : 2,4.10" + 8,1 UFC/mL et 1,3.10" + 5,2 UFC/cm?.

1,0E+06 - EAU

E Flore totale
O Amibes
1,0E+05 B L. pneumophila

1,0E+04 ~

1,0E+03 ~

UFC/mL

1,0E+02 ~

1,0E+01 ~

1,0E+00 ~

1 0E-01 A (Ozone) B (Electro- C (Dioxyde de D (Mono- E (Chlore) F (Cuivre G (Témoin)
0E-01 - chloration) chlore) chloramine) argent)

1,0E+07 -
BIOFILMS H Flore totale
1,0E+06 - O Amibes
B L. pneumophila
1,0E+05 -
t 1,0E+04 -
L
[3)
'S
S 1,0E+03 4
1,0E+02 -
1,0E+01 -
1,0E+00 -
A (Ozone) B (Electro- C (Dioxyde de D (Mono- E (Chlore) F (Cuivre argent) G (Témoin)
chloration) chlore) chloramine)

Figure 40 : Etat de la colonisation du pilote (boucles principales) cinqg semaines aprés la mise
en eau. Les différentes boucles sont désignées par des lettres, les traitements appliqués dans
la suite de I’étude sont indiqués entre parenthéses.
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Neuf semaines apres la mise en route du pilote, une analyse de la
contamination en L. pneumophila de I'eau des 7 boucles principales a été réalisée.
Des L. pneumophila sérogroupe 1 (test d'agglutination au latex) naturellement
implantées ont été isolées dans toutes les boucles, & des taux variant de 10° a 10°
UFC/L. Afin d'homogénéiser les taux de contamination dans les différentes boucles
la souche isolée a la cinquieme 5 semaine a été cultivée sur gélose BCYE et

réinjectée dans les boucles a J —85.

Un suivi régulier de la contamination de I'eau des boucles et des bras morts a
ensuite été réalisé pendant 3 mois avant de démarrer les essais de désinfection.
Durant cette période, les colonies isolées n'ont plus été typées que par test
d'agglutination au latex, il s'agissait de L. pneumophila appartenant au sérogroupe 1.
Immédiatement aprés l'inoculation, la contamination dans les boucles principales
était de 10° & 107 UFCI/L (Fig. 42), puis elle a progressivement diminué pour atteindre
une valeur moyenne de 1,05.10° UFC/L & J —43 et ré-augmenté entre 10° et 10’
UFCI/L pour la plupart des boucles juste avant traitement (sauf boucle G : 5,5.10*

UFC/L). L'eau des bras morts était généralement moins contaminée

llI-1.3. Flore du pilote avant traitement

Une évaluation compléte de la flore planctonique et des biofilms dans le pilote a
été réalisée 12 jours avant le début de la campagne de traitements. Cette évaluation
a été réalisée dans les boucles et dans les bras morts. La flore planctonique a été
dénombrée par culture, tandis que les biofilms ont été dénombrés par culture et

analysés par marquage FISH et LIVE/DEAD.

[11-1.3.1. Evaluation par culture

Les biofilms prélevés a partir des billes de verre placées dans les bras morts
sont significativement (test de Student effectué sur les valeurs brutes, P<0,05) moins
contaminés que ceux prélevés dans les boucles principales (Fig. 41). Concernant la
phase planctonique, les légionelles sont moins nombreuses dans l'eau des bras
morts, tandis que la flore totale et les amibes sont a des valeurs de contaminations
semblables. Les amibes appartiennent aux genres Acanthamoeba, Hartmannella et

Vahlkampfia.
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Figure 41 : Contamination du pilote 12 jours avant le début des traitements. Les histogrammes
représentent la moyenne des valeurs sur les 7 circuits. La population planctonique (P) est
indiquée en UFC/mL, la population des biofilms (B) en UFC/cm? Les valeurs des taux de
contamination par les amibes ont été multipliées par 100 afin de permettre une représentation
aisée sur le méme graphique.

[11-1.3.2. Evaluation par marquage LIVE/DEAD

Les valeurs d'épaisseur moyenne des biofilms et de biomasse totale calculées
par Comstat étant relativement faibles, les résultats sont reportés en quantité de
biomasse (um®) par champ observé. Cette valeur est obtenue en muiltipliant la
biomasse par unité de surface calculée par Comstat par la surface des champs
observés. Le nombre minimum de cellules par champ nécessaire pour pouvoir
effectuer une analyse étant approximativement de 500 cellules, la limite de détection

de la technique se situe aux alentours de 5.102 & 5.10° um?®/ champ.

111-1.3.2.a. Biofilms des boucles principales

L'épaisseur moyenne et la biomasse totale des biofilms provenant des boucles
sont respectivement de 2,9 + 1,0 ym et 0,8 + 0,4 pm® um™. La quantité de biomasse
par champ observé varie de 1,3 a 7,4.10* um?® (Fig. 48). La proportion de biomasse

marquée par l'iodure de propidium (bactéries considérées mortes) dans ces biofilms
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varie de 1,1 a 20,1%, avec une valeur moyenne a 9,9 + 6,9%. Les biofilms sont
relativement homogenes : la biomasse est répartie de fagon diffuse sur toute la

surface des champs observés (Fig. 42A).
111-1.3.2.b. Biofilms des bras morts

L'épaisseur moyenne est de 2,3 + 1,2 ym, et la biomasse totale de 0,5 £ 0,3
um?® pm?, elles ne sont pas significativement différentes des valeurs observées dans
les boucles. La quantité de biomasse par champ observé varie de 4,0.10° um® a
1,9.10% ym?® (Fig. 48). En revanche, la proportion de biomasse marquée par I'IP est
plus importante (P<0,005) que dans les biofilms provenant des boucles, elle varie de

20,4 a 92,6%, avec une valeur moyenne a 51,4 + 27,1%. Le marquage LIVE/DEAD

est donc trés hétérogéne, avec des biofilms marqués majoritairement par le syto-9
(Fig. 42B) ou majoritairement par I'lP (Fig. 42C).

Figure 42 : Aspect des biofilms sur coupons PVC en marquage LIVE/DEAD avant démarrage
des traitements. A : Biofilm provenant de la boucle témoin, B : biofilm provenant de la
canalisation en cuivre du circuit destiné au traitement par le dioxyde de chlore, G : biofilm
provenant de la canalisation en cuivre du circuit témoin. La différence d'échelle dans I'image C
provient d'une différence de grossissement numérique qui a été prise en compte lors de
I'analyse d'images.
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[11-1.3.3. Evaluation par marquage FISH

111-1.3.3.a. Détermination du nombre de champs a analyser

La premiére étape de la mise en place d'une procédure d'analyse des images
obtenues en FISH a consisté a déterminer le nombre de champs minimum a
analyser afin d'obtenir des résultats de quantification fiables. Pour cela, la moyenne
et les écarts types des ratios d'aires marquées par la sonde en fonction du nombre
de champs analysés ont été calculés pour différents types d'échantillons (Fig. 43).
Un nombre moyen de 12 champs analysés a été jugé satisfaisant puisque une

stabilisation de la moyenne et de I'écart type est observée.
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Figure 43 : Evolution de la moyenne et des écarts-types des proportions d'aires spécifiques a
la sonde d'intérét BET42a en fonction du nombre de champs analysés. Ratio d'aires exprimé
par rapport a l'aire totale marquée par le syto-9.

111-1.3.3.b. Essais de dopage des biofilms

Afin de vérifier que la mauvaise détection des Iégionelles en FISH observée
dans les études portant sur les incubateurs réseau n'était pas du au traitement
spécifique appliqué a ces biofilms par rapport aux légionelles testées en culture pure,
des tests de dopage de biofilm issu du pilote avec des L. pneumophila cultivées sur
gélose BCYE ont été réalisés. Le biofilm a été prélevé a partir des billes de verre de
la boucle A et une suspension de L. pneumophila (souche "Pilote") cultivée 5 jours
sur gélose BCYE et diluée en PBS stérile a été ajoutée. Le traitement classique

réservé aux biofilms a ensuite été appliqué, suivi d'une hybridation avec la sonde
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LEG705. Le résultat obtenu (Fig. 44) démontre que la procédure n'affecte pas le
marquage des légionelles : toutes les bactéries présentant une morphologie typique

de L. pneumophila sont marquées par la sonde.

Figure 44 : Biofilm issu de la boucle A (avant traitement), dopé en L. pneumophila souche
"pilote™ et hybridé avec la sonde LEG705. A gauche : sonde, au centre : syto-9, a droite :
superposition des deux marquages.

111-1.3.3.c. Composition des biofilms des boucles

Les résultats des calculs des proportions des différents groupes hybridés par
les sondes sont indiqués dans le Tableau XIll. Les résultats obtenus sont
relativement hétérogénes d'une boucle a une autre. La biomasse marquée par le
mélange des trois sondes EUB varie entre 25 et 76% de la biomasse totale marquée
par le syto-9, avec une valeur moyenne de 45,5 + 19,3%. La flore est essentiellement
constituée de B-Proteobacteria, parfois associées a des a- et y-Proteobacteria (Fig.
42). Quelques bactéries marquées par la sonde SRB385 sont détectées dans les
biofilms des boucles A (ozone), B (electro-chloration) et E (chlore). Aucune bactérie
marquée par la sonde CF319a n'a été observée. Par ailleurs la permeabilisation au
lysozyme n'a pas modifié significativement le pourcentage de la biomasse marquée
par MixEUB338, et aucun signal n'a été détecté aprés hybridation avec les sondes
MixLGC354 ou HGC69a, avec ou sans traitement de permeabilisation au lysozyme.
Il semblerait donc que les bactéries Gram + soient absentes des biofilms étudiés, ou
non détectables en FISH. L'addition des pourcentages des biomasses marquées par
les sondes de groupes est comparable a la biomasse marquée par MixEUB338 dans
le cas des boucles destinées aux traitements par I'électrochloration et le dioxyde de
chlore, et dans le cas de la boucle témoin. En revanche ce n'est pas le cas dans les
autres boucles, dans lesquelles un nombre important de micro-organismes non

détectés par nos sondes pourrait donc étre présent.
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Quelques cellules a l'état libre marquées par la sonde LEG705 ont été
détectées dans les biofilms contaminés avec au moins 10° L. pneumophila par cm?
(Fig. 45). Cependant ces cellules étaient en nombre trop faible pour que l'analyse
d'image puisse les distinguer du bruit de fond obtenu aprées hybridation avec la sonde
Non338.

Tableau XIlll : Composition des biofilms a J-12 avant traitement déterminée par hybridation
avec les sondes de groupe et analyse d'images. Les pourcentages sont exprimés par rapport a
la biomasse totale marquée en syto-9. La ligne "Inconnu” correspond a la différence de la
somme des pourcentages des sondes de groupes par rapport au pourcentage de MixEUB338.
ND = Non Déterminé.

Ozone Electro- Dioxide Mono- Chlore Cuivre- Témoin
chloration de chlore  chloramine argent

Boucles

MixzELIB338 411 1a 286 A7 283 46,7 764
Ecart type G2 a7 a7 13,7 5.1 203 16,0
Alf 958 7 43 oo an oo 39 10,1
Betd?a G5 G2 4 221 154 127 92 B5.1
Gamdza 53 o4 2h oo 26 oo 144
SRE3ES 03 10 oo an 0.4 oo oo
Incannu M2 34 348 10,3 128 335 -13.3
Bras morts

hixELIB335 MD 124 27 X34 MDD MD MO
Ecart type MO 26 376 317 MDD MO MO
Alf 958 MD 0&a 0A 05 MDD MD MO
BetdZ2a MO 12 72 w7 D MO MO
GamdZa MO ] ] ] D MO MO
SRE3ES MO 0 ] ] MDD MO MO
Inconnu MO 1.7 15 -1348 D MO MO

111-1.3.3.d. Composition des biofilms des bras morts

La plupart des échantillons de biofilms issus des bras morts en cuivre n'ont
pas pu étre hybridés, les sondes utilisées ne donnant aucun signal détectable bien
que de la biomasse révélée par le syto-9 soit présente (Tab. XIlll). Pour les
échantillons sur lesquels I'hybridation est possible, les pourcentages de marquage
avec MixEUB338 sont relativement faibles. Seule la sonde de groupe Bet42a

spécifique des B-Proteobacteria a hybridé des quantités de biomasse importantes.
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Figure 45 : Exemples de champs observés aprés hybridation des biofilms issus de la boucle
témoin. Colonne de gauche : marquages sondes, centre : marquages syto9, droite
superposition des deux marquages. A : hybridation avec MixEUB338, B : hybridation avec
Betd2a, C: hybridation avec Gam42a, D : hybridation avec LEG705 (bactéries indiquées par les
fleches). Le marquage par la sonde est représenté en blanc pour une meilleure visualisation.
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llI-2. ETUDE DES EFFETS DES DIFFERENTS TRAITEMENTS DE
DESINFECTION

llI-2.1. Evaluation par culture

[11-2.1.1. Boucles

I1l-2.1.1.a. Flore planctonique

e Flore hétérotrophe dénombrée sur gélose R2A (Fig. 46)

Une semaine aprés le début des traitements, une disparition compléte et
durable de la flore dénombrée sur gélose R2A est observée dans le cas des
traitements au chlore (chlore issu d'eau de Javel et electro-chloration). Dans le cas
de l'ozone et du dioxyde de chlore, la réduction est de 3 a 4 log puis les
dénombrements restent ensuite faibles voire nuls durant le reste de I'étude. La
réduction observée avec la monochloramine n'est que de 1 log aprés une semaine,
elle est suivie d'une ré-augmentation aprés 35 jours de traitement. La solution mére
de monochloramine s'est révélée trés instable, elle a du étre renouvelée 2 fois par
jour durant I'essai de désinfection. La durée de l'essai pour ce traitement a donc été
réduite a 35 jours, et la concentration atteinte n'est que de 0,5 mg/L au lieu de la
concentration de 2 mg/L initialement prévue. Dans le cas du traitement au cuivre-
argent une réduction de 2 log environ est observée aprés une semaine, les
dénombrements restent ensuite stables a une valeur de 3,5 a 4 log UFC/mL. Les
valeurs des dénombrements dans la boucle non traitée varient entre 4 et 6 log
UFC/mL.

e L. pneumophila dénombreée selon la norme AFNOR (Fig. 46 et 47)

Aprés 48 h de traitement L. pneumophila devient indétectable par culture a
partir des prélévements d'eau des boucles traitées par I'électrochloration, le dioxyde
de chlore, la monochloramine et le chlore, et elle le reste pendant toute la durée des
traitements. Dans le cas de l'ozone, quelques dénombrements sont observés
pendant la phase de traitement, toujours a des valeurs inférieures a 1 UFC/mL. En
revanche dans le cas du traitement au cuivre-argent un nombre important de
prélevements est resté positif en culture, avec un dernier dénombrement réalisé au
106°™ jour & plus de 10 UFC/mL. Dans la boucle témoin, la population de L.

pneumophila varie entre 10 et 10° UFC/mL.
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e Amibes dénombrées sur géloses NNA + E. coli (Fig. 46)
Le traitement au cuivre-argent ne réduit pas significativement la population
amibienne planctonique. Dans le cas des autres traitements la diminution est d'au
moins 1 log, mais les amibes ne sont jamais totalement éradiquées. Dans la boucle

témoin la population reste stable entre 1 et 10 UFC/mL.

11l-2.1.1.b. Biofilms (Fig. 46)

e Flore hétérotrophe dénombrée sur gélose R2A

Dans le cas du dioxyde de chlore plus aucune bactérie n'est cultivée sur
geélose R2A a partir des biofilms prélevés a J6 et J35 alors que quelques-unes le sont
encore a partir de la phase planctonique. La flore des biofilms issus de la boucle
traitée au cuivre-argent est d'abord réduite de 4 logs, puis raugmente ensuite de 2,5
logs UFC/cm2. Alors que le dénombrement réalisé a J6 dans la boucle traitée a
l'ozone est nul, les suivants sont positifs a 102 UFC/cm2. Les dénombrements
réalisés sur les boucles traitées au chlore et a I'électrochloration restent nuls, tandis
que ceux sur la boucle témoin et la boucle traitée a la monochloramine restent
stables & 10* UFC/cm2.

e L. pneumophila dénombrée selon la norme AFNOR

Encore plus que dans le cas de la flore hétérotrophe, I'évolution est proche de
celle observée en phase planctonique. Seul le biofilm prélevé a J6 dans la boucle
traitée a la monochloramine est positif alors que I'eau prélevée a cette méme date ne
I'est pas. Dans la boucle témoin, la concentration des biofilms en L. pneumophila
varie entre 50 et 500 UFC/cm?.

e Amibes dénombrées sur géloses NNA + E. coli
Les amibes sont aussi détectées durant toute I'étude, sans qu'il soit réellement
possible de mettre en évidence une diminution importante et durable sauf peut-étre

dans le cas du traitement a I'électrochloration.
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Figure 46 : Effet des traitements sur la flore hétérotrophe ( B ), L.
pneumophila () et les amibes ([]) dans I'eau (P, log UFC/mL) et les
biofiims (B, log UFC/cm?) des boucles principales. Pour chaque
traitement, I'évolution de la flore bactérienne est reportée a gauche, celle
— de la flore amibienne a droite. Les valeurs des dénombrements amibiens
calculés par la méthode du nombre le plus probable ont été multipliées
par 100 pour permettre une visualisation sur le méme graphique que la
flore bactérienne. * : non déterminé car le traitement a été arrété
prématurément.
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Figure 47 : Evolution des dénombrements de L. pneumophila réalisés dans I'eau des boucles pendant toute la durée de I'étude. Valeurs reportées
en log UFC/mL en fonction des jours auxquels ont été réalisés les prélévements.
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[11-2.1.2. Bras morts (Fig. 48 & 49)

Parmi tous les traitements, seul le dioxyde de chlore a une action sur L.
pneumophila : quand le remplacement quotidien de la totalité du volume de I'eau du
bras mort par de I'eau provenant de la boucle est instauré, L. pneumophila devient
indétectable dans l'eau et dans les biofilms. Les dénombrements de la flore
hétérotrophe et des amibes restent cependant inchangés. Concernant les autres
traitements, aucune variation des dénombrements pouvant étre corrélée avec
l'instauration de la désinfection ou le changement du régime de renouvellement de
I'eau n'est observée : les valeurs restent homogenes et semblables a celles

observées dans la boucle témoin pendant toute la durée de I'étude.

209



(0174

Chapitre Il : Résultats et Discussions

7 Témoin Ozone
6
5
4
3
2
P B
P | B P B
1 P B P B
. | | P B
12 51 106 42 51 106 12 51 106 A2 51 106
1 -
74 Electro-chloration Dioxyde de chlore
6
P B
P B
P B
I
12 51 106 106

Figure 48 (lIégende page suivante)



Chapitre Il : Résultats et Discussions

7 Monochloramine 7 Chlore

s

106 -12 51 106

5 LE

-12 51 106

0

-

F

N

-

-12 51 106

7 Cuivre-argent

6

5 Figure 48 : Effet des traitements sur la flore hétérotrophe ( B ), L.
pneumophila (Il ) et les amibes ([] ) dans I'eau (P, log UFC/mL) et les
biofilims (B, log UFC/cm?) des bras morts. Pour chaque traitement,
I'évolution de la flore bactérienne est reportée a gauche, celle de la flore

3 ] amibienne a droite. Les valeurs des dénombrements amibiens calculés
par la méthode du nombre le plus probable ont été multipliées par 100
pour permettre une visualisation sur le méme graphique que la flore
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lll-2.2. Effet des traitements évalué par marquage LIVE/DEAD

[11-2.2.1. Boucles

La biomasse totale des coupons de la boucle témoin a varié pendant I'étude
entre 6,9 £ 0,3 x 10* pm®/ champ & J—-12 et 9,7 + 1,0 x 10* um*® / champ a J106 (Fig.
51A). Parallélement, la proportion de biomasse marquée a I'lP a augmenté de 1,1 +
5,6% a 18,2 £ 9,5%. Six jours apres le début des traitements la biomasse est
complétement absente des coupons PVC prélevés dans les boucles traitées au
chlore (eau de Javel et électrochloration) (Fig. 50 & 51B). Quelques bactéries
marquées au syto-9 subsistent pendant toute la durée de I'étude sur les coupons
issus de la boucle traitée a I'ozone mais sont trop peu nombreuses pour étre prises
en compte en analyse d'images (Fig. 51F). Dans le cas du traitement au dioxyde de
chlore la biomasse a diminué de 3,1 + 1,9 x 10* 4 1,7 £ 0,7 x 10* ym® / champ aprés
6 jours, avec un doublement de la proportion de bactéries mortes. Cependant les
nombreuses amibes présentes sur certains champs ont été comptabilisées dans la
biomasse vivante, la proportion de bactéries mortes dans les biofilms est donc sous-
évaluée (Fig. 51C). La biomasse n'est plus détectée apreés 35 jours de traitement au
dioxyde de chlore. Le traitement avec la monochloramine a une concentration de 0,5
mg/L entraine une augmentation importante de la proportion de biomasse marquée a
I'lP, de 10,9 + 7,3% a 71,8 + 17,8%, tandis que la quantité de biomasse totale reste
constante & approximativement 2,1 x 10* ym® / champ (Fig. 51D). Aprés 35 jours la
proportion de biomasse marquée a I'lP diminue a 17%. Dans le cas du traitement au
cuivre-argent nous avons observé une diminution importante de la quantité de
biomasse qui passe de 7,4 + 5,4 a4 0,6 + 0,3 x 10* ym® / champ aprés 6 jours de
traitement (Fig. 51E), avec une proportion de biomasse marquée a I'IlP passant de
2,6 £ 54% a 40,6 + 3,1%. La biomasse totale reste ensuite constante et la part
marquee a I'lP passe a 4,2 + 8,2%.

Des micro-organismes présentant une morphologie d'amibe (Fig. 51F & G) ont
fréquemment été observés sur la plupart des coupons sur lesquels subsistait de la
biomasse bactérienne en quantité importante (témoin, monochloramine et cuivre-

argent).
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Figure 50 : Biomasse totale et proportion des biomasses marquée par le syto-9 (vivant) et I'lP
(mort) déterminées par marquage LIVE/DEAD et analyse d'images. La barre supérieure
représente l'erreur type déterminée lors du calcul de la biomasse totale, la barre inférieure
celle déterminée lors du calcul de la proportion de biomasse marquée par I'IP. * : non
déterminé car le traitement a été arrété prématurément.
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Figure 51 : Différents aspects des biofilms issus des boucles et marqués au LIVE/DEAD
pendant I'étude. A : biofilm témoin & J106, B : biofilm provenant de la boucle traitée par
électrochloration a J6, C : biofilm provenant de la boucle traitée par le dioxyde de chlore a J6, D : biofilm
provenant de la boucle traitée par la monochloramine a J6 (les fleches indiquent des amas de bactéries
marquées en syto-9), E : biofilm provenant de la boucle traitée par le cuivre-argent a J6, F : biofilm
provenant de la boucle traitée par I'ozone a J6, G et H : micro-organismes présentant un aspect d'amibes
observés dans la boucle traitée au cuivre-argent a J6.
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[11-2.2.2. Bras morts

Le biofilm prélevé a J-12 dans le bras mort du circuit témoin présente une
biomasse majoritairement marquée par I'IP, cette proportion diminue ensuite
progressivement tandis que la biomasse totale augmente de 1,2 + 0,86 a 8,5 + 3,7 x
104 pm® / champ (Fig 52C). Le seul traitement qui a eu un effet important et durable
sur les biofilms des bras morts en cuivre est le dioxyde de chlore. Alors que quelques
bactéries persistaient encore aprés 51 jours de traitement, quand le renouvellement
de I'eau n'était que de 25% /j, plus aucune n'est détectée a J106 apres 20 jours de
renouvellement quotidien complet (Fig. 52A &B). Il semblerait que les traitements au
chlore et a I'électrochloration aient limité le développement du biofilm : a J106 les
quantités de biomasse sur les coupons PVC sont moins importantes que dans le cas
du circuit témoin (Fig. 52E &F). Les bactéries présentes sont exclusivement colorées
au syto-9. La quantité de biomasse sur le coupon PVC prélevé a J51 sur le circuit
traité a la monochloramine est trés peu différente de la quantité de biomasse avant
traitement, cependant l'absence de prélévement a J106 rend difficile toute
conclusion. Dans le cas du traitement au cuivre-argent il n'existe pas de différence
entre les biofilms prélevés a J-12 et J51, en revanche a J106 le biofilm est important
(Fig. 52D). Les coupons prélevés dans le circuit traité a l'ozone présentent une
quantité de biomasse croissante, avec une majorité de bactéries marquées par le

syto-9.
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Figure 52 : Différents aspects des biofilms issus des bras morts et marqués au LIVE/DEAD
pendant I'étude. A : biofilm provenant du bras mort traité par le dioxyde de chlore a J-12, B :
idem a J106, C : biofilm provenant du bras mort témoin a J106, D : biofilm provenant du bras
mort traité par le cuivre-argent a J106, E : biofilm provenant du bras mort traité par le chlore a
J106, F : biofilm provenant du bras mort traité par électrochloration a J106, G : biofilm
provenant du bras mort traité par I'ozone a J106.
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lll-2.3. Effet des traitements évalué par marquage FISH

[11-2.3.1. Boucles

L'hybridation des biofilms issus des boucles aprés 6 jours de traitement n'a
permis de révéler la biomasse que dans le cas de la boucle traitée a la
monochloramine et dans la boucle témoin (Tab. XIV). Dans le cas de la boucle
témoin, le pourcentage de biomasse marqué par MixEUB338 est moins important
qu'a J-12, les B-Proteobacteria sont toujours prédominantes, accompagnées d'a-
Proteobacteria, mais les y-Proteobacteria ne sont plus détectées. 25% de la
biomasse révélée en syto-9 est marquée par MixEUB338 dans les biofilms traités a
la monochloramine mais aucune des sondes de groupe utilisées ne permet un
comptage par analyse d'images qui soit significativement différent du comptage
apres hybridation avec Non338. Dans les boucles traitées a I'électrochloration, au
dioxyde de chlore et au chlore il n'y a plus de biomasse détectable, que ce soit avec
les sondes ou en syto-9. Dans le cas de la boucle traitée a I'ozone, les champs
observés apreés hybridation comportent de nombreuses "taches" bleues (sondes
EUB338, sondes de groupes et sonde Non338), sans pourtant qu'une biomasse
importante ne soit observable en marquage syto-9 (Fig. 53A). |l semble donc que
l'ozone a induit une modification dans certains composés du biofilm (exopolyméres
?) qui résulte dans la fixation des sondes et / ou du fluorochrome. Enfin dans le cas
du traitement au cuivre-argent des "taches" d'aspect différent, plus larges, sont aussi
apparues, rendant toute quantification impossible alors que le marquage au syto-9
permet la révélation d'une biomasse relativement importante (Fig. 53B).

Les légionelles sont détectées avec la sonde LEG705 en faible nombre dans le

biofilm de la boucle témoin uniquement.

Tableau XIV : Composition des biofilms des boucles a J6 aprés traitement déterminée par
hybridation avec les sondes de groupe et analyse d'images. ND = Non Déterminé.

Ozone Electro- Dioxide Mono- Chlore Cuivre- Témoin
chloration de chlore  chloramine argent

Boucles {J6)

MixELB335 MDD oo oo 244 0.0 MDD ara
Ecart type nND oo oo 1.8 0.0 nND 943
Alf 968 MDD oo o0 o0 0.0 MDD g2
Betd2a nND oo oo oo 0.0 nND 30,7
Gamd2a nND oo oo oo 0.0 nND oo
SRBE385 MDD oo oo oo o0 MDD oo
Inconnu nND oo oo 248 0.0 nND =11
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Figure 53 : Hybridation avec MixEUB338 des biofilms issus des boucles traitées a I'ozone (A)
et au cuivre-argent (B), aprés 6 jours de traitement. A gauche : marquage sonde, au centre :
marquage syto-9, a droite : superposition des deux marquages.

[11-2.3.2. Bras morts

Les hybridations réalisées sur les biofilms prélevés a J51 ont permis de
détecter des bactéries hybridées avec MixEUB338 dans tous les échantillons (Tab.
XV). Les pourcentages de biomasse hybridée sont souvent faibles, inférieurs a 22%
sauf dans le cas du chlore et de la canalisation témoin. La seule sonde de groupe
ayant permis une détection est la sonde Bet42a, dans les canalisations traitées par
électrochloration, dioxyde de chlore, chlore et dans la canalisation témoin. Elle
n'hybride cependant qu'avec moins de la moitié de la flore hybridée avec
MixEUB338. Pour les autres traitements, la flore hybridée avec MixEUB338 n'est

hybridée avec aucune des sondes de groupes utilisées (y compris CF319a et Gram

+).
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Tableau XV : Composition des biofilms des bras morts a J51 aprés traitement déterminée par
hybridation avec les sondes de groupe et analyse d'images.

Ozone Electro- Dioxide Mono- Chlore Cuivre- Témoin
chloration de chlore  chloramine argent

Bras morts (J51)

MixEUB335 g5 214 178 106 419 114 47 8
Ecart type 1.7 1.7 20 13 449 1.7 28
Alf 968 oo oo 0.0 oo ao oo oo
Betd2a oo 69 95 an 127 oo 15,0
Garnd2a oo oo 0.0 an an oo oo
SRE385 oo oo 0.0 an an oo oo
Incannu g5 15,0 8.3 106 292 114 328

l11-3. RECOLONISATION APRES ARRET DES TRAITEMENTS

Quatre a cinq jours apres l'interruption des traitements, les dénombrements en
L. pneumophila de l'eau des boucles principales est remontée a des taux
comparables a ceux mesurés avant traitement (Fig. 47). Le méme phénomeéne est
observé avec L. pneumophila dans les biofilms, par ailleurs la contamination
amibienne retrouve aussi son niveau initial (données non présentées). Dans les bras
morts, la canalisation traitée au dioxyde de chlore retrouve aussi son niveau de
contamination initial, tandis que pour les autres traitements aucun changement n'est
observé (Fig. 49).

l11-4. DISCUSSION

111-4.1. Traitements

[11-4.1.1. Flore bactérienne

Pendant la période de colonisation de 3 mois, les dénombrements de l'eau
des boucles principales et des bras morts ont varié mais sont toujours restés
supérieurs a la valeur critique de 10° UFC/L au-dessus de laquelle des mesures
correctives doivent étre prises (Fig. 47 & 49). Les biofilms des bras morts en cuivre
sont moins contaminés que ceux des boucles principales, tandis qu'en phase
planctonique seule la contamination par L. pneumophila est moins importante. Ces

différences ont déja été décrites dans la littérature : le cuivre a une activité
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bactéricide, il est donc généralement moins contaminé que d'autres matériaux
(Rogers et al. 1994a; van der Kooij et al. 2002). Ces résultats sont valables dans le
cas de canalisations neuves, non colonisées. Dans le cas de canalisations en place
depuis plusieurs années, l'activité bactéricide a compléetement disparu et ces
différences de taux de contamination ne sont plus observées (Tiefenbrunner et al.
1993).

Le traitement au cuivre-argent a montré une efficacité médiocre. L'activité
bactéricide de ce traitement serait due aux ions chargés positivement qui créent des
liaisons électrostatiques avec les structures de la paroi bactérienne chargées
négativement, entrainant une modification de la perméabilité membranaire et une
dénaturation des protéines qui aboutissent a la lyse cellulaire (Liu et al. 1994). Dans
notre étude, le pH de I'eau (7,6) a entrainé une précipitation importante du cuivre, qui
a lieu dés que le pH dépasse la valeur de 5 (Lin et al. 2002), diminuant ainsi I'activité
bactéricide due a cet ion. Plusieurs études décrivent l'utilisation de ce type de
traitement pour désinfecter des réseaux intérieurs contaminés par L. pneumophila.
Liu et al. font état d'une efficacité satisfaisante démontrée par une diminution
significative des prélévements d'eau positifs 4 mois aprés l'installation d'un ionisateur
délivrant des concentrations de 0,4 / 0,04 mg/L de cuivre et d'argent (Liu et al. 1994).
Les auteurs soulignent le délai important avant la disparition de L. pneumophila
détectée par culture, inconvénient compensé par la stabilité du traitement a
température élevée permettant I'utilisation simultanée des deux techniques, et par
une efficacité rémanente jusqu'a 2 mois aprés l'arrét du dispositif. Du fait de la
précipitation importante du cuivre dans l'eau, il semblerait que l'activité bactéricide
soit essentiellement due aux ions argent. Or les légionelles sont capables de
développer une tolérance a ces ions : dans une étude menée pendant 3 ans avec
des doses moyennes de 0,2 / 0,006 mg/L, Rohr et al. ont observé une diminution
importante de la contamination (4 log) la premiére année, suivie d'une augmentation
avec un retour aux taux initiaux les deux années suivantes (Rohr et al. 1999). Les
auteurs ont constaté que les Iégionelles isolées a partir de I'eau traitée pendant 4 ans
présentent une tolérance importante aux ions argent : l'augmentation de la
concentration a une valeur de 0,03 mg/L n'entraine qu'une réduction de 1,3 log. Par
ailleurs ces traitements sont inefficaces vis-a-vis des amibes aux doses

recommandées pour le traitement de I'eau potable (Rohr et al. 2000).
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Dans le cas de I'ozone, trois pics de contamination inférieure a 10° UFC/L ont
été observés pendant la période de traitement. L'effet bactéricide de I'ozone semble
ne pas étre limité a la colonne de contact, il est mesuré sur I'ensemble de la boucle
de recirculation méme en l'absence de résiduel détectable en sortie de colonne
(données non rapportées). Cet effet peut s'expliquer par la persistance d'une
concentration active en dessous de la limite de détection de la technique (0,1 mg/L)
et/ou par l'effet bactéricide des radicaux hydroxyl résultant de la décomposition de
l'ozone. Ces radicaux ont un potentiel d'oxydation (2,70V) plus important que celui de
l'ozone (2,07V), leur Ct théorique a pH 8 est 10* fois moins important que celui de
l'ozone, et 10° et 10’ fois moins importants que ceux du chlore libre et du dioxyde de
chlore, respectivement (Cho et al. 2003). Le dosage de ces radicaux dans l'eau lors
des essais de désinfection doit donc étre envisagé, bien que leur persistance soit
sans doute trés réduite. Le fait qu'ils soient générés par réaction de I'ozone avec la
matiére organique peut expliquer la disparition compléte du biofilm aprés 6 jours de
traitement : en début de traitement la quantité de matiere organique est importante, il
pourrait donc y avoir une production importante de radicaux libres et une activité
bactéricide élevée. Une fois la matiére organique consommée, la quantité de

radicaux libres générés diminue et le biofilm peut recommencer a se développer.

La monochloramine réagit préférentiellement avec les acides aminés soufrés
(cystéine, méthionine) et le tryptophane, ainsi qu'avec les acides nucléiques
(Jacangelo et al. 1987). Elle inhibe ainsi les protéines et les processus dans lesquels
elles interviennent, notamment la respiration cellulaire. Elle est peu réactive avec les
exopolysaccharides et les sucres, ce qui favoriserait son cheminement dans les
exopolymeéres (LeChevallier et al. 1988) et donc la pénétration dans les biofilms. Il
est difficile de tirer des conclusions définitives a partir des résultats obtenus car la
concentration atteinte (0,5 mg/L) est la concentration minimale recommandée par
I'EPA (EPA 1999). Malgré des dénombrements de flore hétérotrophe dans I'eau et
les biofiims de la boucle principale relativement peu affectés par l'instauration du
traitement (diminution de 1 log environ), L. pneumophila est rapidement devenue
indétectable par culture dans l'eau. Les observations aprés marquage de viabilité
montrent une augmentation de la proportion de bactéries mortes de 11 a 70%, mais
des amas de bactéries marquées au syto-9 persistent. Une observation relativement

similaire a été réalisée sur des biofilms mixtes de K. pneumoniae et P. aeruginosa
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développés sur des surfaces an acier inoxydable et traités avec une concentration de
2 mg/L de monochloramine : aprés 2 heures de traitement, les auteurs observent une
activité métabolique persistant dans les couches profondes du biofilm (Huang et al.
1995). L'hybridation du biofilm prélevé a J6 avec les sondes de groupe s'est révélée
négative, alors que 25% de la flore hybride avec MixEUB338. La monochloramine
sélectionnant les bactéries nitrifiantes (Regan et al. 2003), nous avons vérifié la
spécificité de nos sondes envers ces especes : le seul groupe appartenant aux
bactéries nitrifiantes mais qui n'hybride pas avec les sondes employées est le groupe
Nitrospira. Or ce groupe peut étre naturellement présent dans les biofiims des
réseaux de distribution, il peut méme représenter jusqu'a 78% des clones T-RFLP
dans un biofilm agé de 256 jours (Martiny et al. 2003). La faible dose de
monochloramine utilisée dans la boucle principale pourrait donc avoir entrainé la
sélection de cette population résistante, ce qui expliquerait 'augmentation de la

proportion de bactéries vivantes observée a J35.

Le dioxyde de chlore et le chlore (obtenu a partir d'eau de Javel ou par
électro-chloration) sont les traitements les plus efficaces aux doses employées dans
cette étude. La destruction des biofilms est plus lente dans le cas du dioxyde de
chlore mais la dose est 5 fois moins importante que pour le chlore. Par ailleurs, le
dioxyde de chlore est le seul traitement capable d'entrainer une diminution
importante et durable des Iégionelles dans l'eau et les biofilms des bras morts, ainsi
qgu'une disparition compléte des biofilms observés a la surface des coupons PVC. Le
dioxyde de chlore présente donc une activité résiduelle importante. Cependant le
rincage des bras morts avec de l'eau traitée doit étre quotidien car sinon la
contamination par les |égionelles réapparait aprés seulement 24 heures. Une étude
récente meneée sur site tend vers la méme conclusion : le dioxyde de chlore utilisé a
une dose de 0,8 mg/L est efficace pour contréler la contamination d'un réseau
intérieur par L. pneumophila (Srinivasan et al. 2003), méme si la production de

désinfectant est limitée a 12 heures par jour, 5 jours par semaine.

111-4.1.2. Amibes

Il n'existe pas de relation directe entre les traitements et la colonisation du
pilote par les amibes, qui ont été isolées de fagon réguliere dans toutes les

canalisations et pendant toute la durée de ['étude. De nombreux paramétres
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influencent les quantités dénombrées sur gélose NNA. Il a été démontré que la
présence de biofilms dans les canalisations entraine une augmentation de la quantité
d'amibes (Eisenmann et al. 1998; Barbeau et al. 2001), I'action des traitements de
désinfection sur ces biofilms a donc un impact sur la prolifération amibienne. Ces
traitements peuvent aussi induire un enkystement des amibes présentes, les rendant
plus résistantes a la sonication et a la filtration utilisées lors des étapes de
dénombrement (Pernin et al. 1998) et résultant finalement dans un dénombrement
plus important. Par ailleurs il a aussi été décrit une adaptation des amibes aux
traitements biocides utilisés dans les tours aéro-réfrigérantes, ces traitements ayant
finalement un effet stimulant sur la croissance amibienne (Srikanth et al. 1993). Le
fait que les amibes soient constamment isolées lors des campagnes de traitement
constitue un probléme majeur puisqu'il est largement décrit dans la littérature que
ces organismes servent de véritables "Chevaux de Troie" pour les Iégionelles mais
aussi pour d'autres espéces bactériennes capables de survivre dans les kystes
(Kilvington et al. 1990). La recontamination rapide des canalisations aprés arrét des
traitements est typique d'une multiplication intra-amibienne, libérant quelques milliers
de bactéries par amibe infectée apres seulement quelques jours d'incubation (Hagele
et al. 2000). Par ailleurs, certains traitements (chlore, electro-chloration, dioxyde de
chlore) ont complétement éradiqué les biofilms aussi bien sur les coupons en PVC
que sur les billes de verre (dénombrements sur gélose R2A nuls et pas de flore
détectée en syto-9), il semble donc peu probable que L. pneumophila ai pu survivre a
I'état viable mais non cultivable dans ces boucles. Les kystes du genre
Acanthamoeba sont beaucoup plus résistants a des conditions environnementales
défavorables que ceux des genres Hartmannella et Naegleria (Rodriguez-Zaragoza
1994), peut-étre grace a la présence de cellulose dans leur paroi (Winiecka-Krusnell
et al. 2001). Par ailleurs les Iégionelles ne sont retrouvées que quasi-exclusivement
dans les kystes d'amibes appartenant a ce genre, la survie dans les kystes de
Hartmannella semble beaucoup plus rare et celle dans les kystes de Naegleria n'a
pas été documentée (Fields 1993; Greub et al. 2003). Il peut donc raisonnablement
étre considéré, méme si cela n'a pas été mis directement en évidence, que dans le
pilote les kystes d'amibes ont effectivement servi de réservoirs a légionelles,
permettant la recolonisation rapide des canalisations quelques jours seulement apres

l'interruption des traitements.
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lll-4.2. Marquage LIVE/DEAD

Le marquage avec le kit BaclLight LIVE/DEAD a été utilisé dans de
nombreuses études afin d'évaluer l'intégrité membranaire, donc la viabilité des
bactéries issues d'écosystemes variés (Boulos et al. 1999; Auty et al. 2001; Hope et
al. 2002). Dans les observations que nous avons pu réaliser, la différence de
marquage "vivant" (syto-9, coloration verte) / "mort" (IP, coloration rouge) n'est pas
toujours trés nette : une partie de la biomasse apparait souvent en jaune, coloration
résultant d'un marquage simultané avec les deux intercalants de I'ADN (Fig. 54).
Cette gamme de marquages est décrite dans la littérature (Boulos et al. 1999) mais
la société commercialisant le kit (Molecular Probes) n'en fait pas mention. Elle peut
étre due notamment a l'existence de dommages membranaires mineurs induits par
différents stress, non Iétaux pour les bactéries mais qui permettent la pénétration de
faibles quantités d'IP (Terzieva et al. 1996). Des études préliminaires menées sur
des coupons PVC prélevés sur les bras morts et incubés 12 h a 37°C dans de l'eau
du robinet stérile additionnée de R2A dilué au 1/10 nous ont permis de lever le doute
quant a la prise en compte de cette biomasse marquée en jaune dans la biomasse
"vivante" ou dans la biomasse "morte". En effet les microcolonies apparues pendant
l'incubation a 37°C, constituées de bactéries vivantes puisqu'en phase de réplication
active, sont colorées par les deux marqueurs : par la suite la biomasse colorée en
jaune a systématiquement été prise en compte

dans la catégorie biomasse "vivante".

Figure 54 : Marquage LIVE/DEAD d'un coupon PVC prélevé sur un bras mort et incubé 12
heures a 37°C dans du R2A dilué au 1/10 dans de I'eau du robinet stérilisée par filtration. A
gauche : marquage syto-9, au centre : marquage IP, a droite : superposition.
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Afin d'évaluer la relation entre la quantité de biomasse vivante sur les coupons
et les dénombrements réalisés a partir des biofilms des billes de verre, nous avons
étudié la corrélation entre ces deux variables dans le cas des boucles principales et
dans celui des bras morts (Fig. 55). Dans le cas des boucles le coefficient de
corrélation est de 0,54, il est nettement plus élevé que dans le cas des bras morts

pour lesquels la valeur n'est que de 0,05.
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Figure 55 : droites de corrélation entre la quantité de biomasse vivante sur les coupons PVC
déterminée par analyse d'images, et les dénombrements sur gélose R2A a partir des biofilms
prélevés sur billes de verre. Seuls les échantillons pour lesquels de la biomasse était
quantifiable en analyse d'images ont été pris en compte.

Le fait que les types de supports utilisés étaient difféerents, et que les
conditions hydrodynamiques auxquelles étaient exposés ces supports sont elles

aussi compléetement différentes explique en partie ces différences dans les
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coefficients de corrélation. Les coupons en PVC sont inclus dans la canalisation, ils
sont donc soumis a un flux constant et a des forces de cisaillement importantes qui
influent sur le développement du biofilm. Dans le cas des billes de verre ces forces
sont compléetement différentes, elles exercent sans doute des contraintes moins
importantes sur les biofilms (Stoodley et al. 2002). De plus les bactéries se
développant sur le verre sont métaboliquement moins actives que celles se
développant sur PVC (Hallam et al. 2001), elles peuvent donc étre moins sensibles a
l'action des traitements de désinfection. Par ailleurs, dans les bras morts la
bactéricidie du cuivre a sans doute aussi un réle important dans les différences
observées. Bien que les biofims observés en marquage LIVE/DEAD soient
développés sur coupons PVC, ils ont sirement été exposés au cuivre provenant de
la canalisation. Cette observation est rapportée par Rogers et al. : l'incubation de
coupons de verre dans des canalisations construites dans différents types de
matériaux se traduit par une colonisation du coupon en relation avec la colonisation
de la canalisation elle-méme. En l'occurrence, dans cette étude les lames de verre
provenant de canalisations en cuivre étaient les moins colonisées (Rogers et al.
1994a). Par ailleurs le ringage quotidien, se traduisant par un flux intense et bref
dans la canalisation, a tendance a entrainer un détachement important des bactéries
du biofilm (van der Kooij et al. 2002), sans doute plus important dans le cas des
biofilms sur coupons PVC que dans celui des biofilms des billes de verre. Dans la
boucle principale le flux est constant et a donc une influence continue se traduisant
par le développement d'un biofilm susceptible d'atteindre un état d'équilibre qui peut
expliquer la valeur nettement plus élevée que dans les bras morts du coefficient de

corrélation.

Dans le cas des biofilms analysés sur les coupons en PVC provenant des
boucles, les valeurs d'épaisseur moyenne et de biomasse par unité de surface
calculées grace au logiciel Comstat (2,9 + 1,0 uym et 0,8 + 0,4 um® pm?,
respectivement) sont trés proches de celles publiées récemment par Martiny et al.
(2003). lIs ont étudié des biofilms sur coupons en acier inoxydable incubés dans une
boucle de recirculation alimentée avec de I'eau potable, les valeurs calculées pour
des biofilms agés de 94 jours sont de 4,6 + 1,8 ym pour I'épaisseur moyenne, 1,6 +
0,8 um® pm™ pour la biomasse. Ce type de marquage associé a une observation en

microscopie confocale permet d'appréhender des informations qui sont difficilement
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accessibles autrement : observation des amibes sous forme de trophozoites (alors
que dans les dénombrements ce sont majoritairement les kystes qui sont pris en
compte car les trophozoites sont détruits lors des procédures de décrochage des
biofilms), observation du passage d'une biomasse essentiellement vivante a une
biomasse majoritairement morte dans le cas du traitement a la monochloramine
(alors que dans le cas du dénombrement sur gélose cette évolution ne se traduit que

par une diminution inférieure a 1 log).

lll-4.3. Marquage FISH

Les résultats de la FISH sur les biofilms provenant des canalisations en cuivre
se sont révélés inexploitables, ne permettant pas d'appréhender la composition de la
flore. Ces résultats peuvent étre dus au manque de sensibilité de la technique
appliquée a des bactéries présentant une activité métabolique réduite a cause du
cuivre présent dans les canalisations. Cette observation est rapportée par Schwartz
et al. (1998) qui n'ont pas pu appliquer la technique FISH a des biofilms cultivés dans

des réseaux d'eau potable sur coupons de cuivre.

Les résultats obtenus sur les boucles principales sont trés variables d'une
boucle a l'autre, avec notamment une variation importante de la biomasse marquée
par le témoin positif MixEUB338. Plusieurs études font état de la difficulté de réaliser
des hybridations sur biofilms provenant de réseaux de distribution. || semblerait
notamment que plus les biofilms sont agés, plus I'hybridation est difficile a réaliser
(Schwartz et al. 1998; Martiny et al. 2003). Une procédure de revivification en milieu
R2A + acide pipémidique, telle que celle que nous avons utilisé pour les incubateurs

a billes de verre, aurait peut-étre permis d'améliorer le signal obtenu.

Bien que trés variables d'un circuit a l'autre, les proportions de biomasse
hybridées avec les différentes sondes de groupes dans les boucles avant traitement
sont proches de celles décrites dans d'autres études, dans lesquelles la
prédominance importante des B-Proteobacteria dans les biofiims des réseaux d'eau
potable est systématique (Kalmbach et al. 1997; Martiny et al. 2003; Schmeisser et
al. 2003; Singh et al. 2003). Les résultats sont méme parfois quasiment identiques
malgré les difféerences dans les méthodologies employées. Dans notre étude, les

billes de verre ont été exposées 120 jours et la biomasse a été hybridée avec des
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sondes marquées en Cy5 et comparée a un contre-marquage en syto-9. Les
proportions moyennes calculées a partir des résultats des 7 boucles sont de 45,5%,
3,7%, 27,6%, 3,6% et 0% pour les sondes MixEUB338, Alpha968, Bet42a, Gam42a
et CF319a respectivement. Dans I'étude de Kalmbach les biofilms ont été prélevés a
partir de coupons en verre insérés pendant 70 jours dans des canalisations de
réseaux. Des sondes marquées en FLUOS ont été utilisées, tandis que la biomasse
totale était visualisée par marquage au DAPI. Les différentes proportions calculées
sont de 49%, 3%, 34%, 6% et 0% avec les sondes EUB338, Alf1b, Bet42a, Gam42a
et CF319a. Une étude similaire a été réalisée par Schwartz et al. (1998) a partir de
biofilms prélevés sur des coupons métalliques (acier) ou en plastique (PVC et
polyéthyléne haute densité) exposés pendant 4 jours dans des réseaux intérieurs.
Les proportions des différentes classes de protéobactéries sont différentes, avec des
quantités d'alpha- et gamma-protéobactéries plus importantes : 4 a 23% et 27 a 41%
respectivement en fonction du support utilisé, tandis que les béta- protéobactéries
représentent 33 a 42% de la flore. Comparant leurs résultats a ceux de Kalmbach et
al., les auteurs suggérent que les différences observées sont dues a la nature de
I'eau utilisée comme source pour la production de I'eau potable. Dans leur étude il
s'agit d'eau de riviére infiltrée tandis que dans I'étude de Kalmbach il s'agit d'eau
souterraine. Dans notre étude I'eau alimentant I'usine de production d'eau potable est
de l'eau de riviere (Seine) infiltrée. Nos résultats sont pourtant proches de ceux de
Kalmbach. Plus que la nature de I'eau brute alimentant I'usine de potabilisation, il est
probable que I'age du biofilm et la nature des matériaux utilisés comme supports

soient plus déterminants dans la composition de la flore des biofilms.

La somme des pourcentages des biomasses marquées avec les sondes
spécifiques de groupes est souvent inférieure au pourcentage de biomasse hybridée
par MixEUB338 (Tab. XIlll). La présence de groupes bactériens non hybridés par le
panel de sondes utilisé ne peut pas étre exclue, cependant les études menées sur la
composition des biofiims de réseaux d'eau potable avec des outils d'analyse
différents (clonage, séquencage) décrivent aussi une large prédominance des
protéobactéries, et notamment des béta-protéobactéries (Schmeisser et al. 2003). Il
est donc plus probable que les différences observées sont dues a une variation dans

la qualité des marquages par les sondes et a la méthode d'analyse d'images.
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llI-4.4. Analyse d'images

Les procédures d'analyse d'images développées sont trés fastidieuses, elles
ne permettent que le traitement d'un nombre limité d'échantillons. Ceci explique
notamment les écarts-types importants sur les résultats des deux types de
marquages. La premiére limitation de la technique est la nécessité d'acquisition d'un
nombre élevé d'images. Bien qu'il y ait une stabilisation des écarts-types pour 12
champs analysés en FISH, les bactéries sont parfois réparties de fagcon hétérogene
dans I'échantillon (Fig.45B : amas de bactéries hybridées au milieu du champ), ce
type d'échantillons nécessiterait sans doute I'acquisition d'un nombre plus important
de champs. Dans le cas du marquage de viabilité, seulement 4 piles d'images ont été
acquises par coupon. Bien que cela représente un nombre de champs trés réduit, le
nombre d'images en résultant est élevé : une trentaine (x 2 colorations=60) par pile
pour des biofilms dont I'épaisseur maximale est généralement aux alentours de 30

um.

L'utilisation de plusieurs logiciels successifs, les contraintes imposées par
certains de ces logiciels (nécessité de renommer les images pour les rendre
compatibles avec Comstat), rendent la procédure trés lourde en termes de
manipulations informatiques. La solution consiste en une automatisation compléete de
la chaine d'analyse : acquisition automatisée par le microscope (Kuehn et al. 1998),
développement de logiciels spécifiques pour ce type d'analyses (Xavier et al. 2003).
La limite essentielle dans le développement de ces outils consiste aujourd'hui dans la
détermination automatique du seuil de positivité du signal fluorescent : bien qu'un
certain nombre d'algorithmes existent, aucun ne semble réunir de consensus (Xavier
et al. 2001; Yang et al. 2001; Baveye 2002). La détermination du seuil de positivité
par le manipulateur est, quant a elle, relativement suggestive (Webb et al. 2003),

menant a une variation inter-laboratoires importante.

I11-5. CONCLUSION

Aucun des désinfectants étudiés n'est parvenu a éradiquer définitivement L.
pneumophila des canalisations contaminées, qui sont rapidement re-colonisées

aprés interruption des traitements. La membrane d'ultrafiltration installée en entrée
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de circuit n'a pas pu prévenir cette re-colonisation, ce qui démontre clairement
l'inutilité d'installer de tels dispositifs en entrée de réseaux contaminés, méme si la
contamination est "masquée" par un traitement efficace. Cette capacité de re-
colonisation rapide démontre aussi l'intérét limité des traitements chocs s'ils ne sont
pas suivis immédiatement par la mise en place d'un traitement continu efficace
(Steinert et al. 1998). Par ailleurs le dosage précis et continu des résiduels de
désinfectant, ainsi que la diffusion de ces produits dans tout le réseau, sont des
points critiques afin d'éviter toute interruption du traitement. Dans notre étude le
dioxyde de chlore est le seul traitement qui a permis une action dans les bras morts a
condition que la totalité de I'eau de ces bras morts soit renouvelée quotidiennement,
prouvant la nécessité d'un ringage fréquent des canalisations des réseaux intérieurs.
L'efficacité de la monochloramine aux doses recommandées n'a pas pu étre évaluée,
des études avec un mode de préparation différent du produit doivent étre

envisagées.
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I- CONTEXTE DE L'ETUDE

Cette étude a débuté en 2000, alors que le séquencage du génome de L.
pneumophila en était encore a ses débuts (démarrage : 1999). Depuis, le
séquencgage est quasiment arrivé a son terme et les alignements réalisés avec des
séquences codant pour des protéines impliquées dans les cascades de régulation
Al-1 et Al-2 ont donné des résultats significatifs pour plusieurs protéines (Annexe V)
. protéine HAtS impliquée dans la synthése d'Al-1 chez P. fluorescens (Laue et al.
2000), nombreuses protéines LuxR impliquées dans la régulation de I'expression des
genes suite a la fixation des Al-1, LuxQ, LuxN, LuxU et LuxO impliqués dans la
cascade de régulation via les Al-1 et Al-2 chez V. harveyi. Par ailleurs plusieurs
publications mentionnent I'éventualité de l'existence de ces systémes de régulation
chez L. pneumophila : Fields notamment, dans le chapitre consacré a la "Vie sociale
de L. pneumophila" dans le recueil des résumés de conférences du congres qui a eu
lieu a Ulm en 2002, fait part de cette possibilité (Fields 2002). Des équipes de
recherche travaillent sur le sujet (www.kuleuven.ac.be/bacteriology/Legionella.html),
preuve de l'intérét de la communauté scientifique pour cette thématique. C'est dans
ce contexte que nous avons décidé de mener des expérimentations afin de
déterminer si L. pneumophila sécrete et/ou est sensible a l'action des Al-1 et des Al-
2.

lI- AUTO-INDUCTEURS DE TYPE 1

II-1. SELECTION DES SOUCHES DE L. PNEUMOPHILA TESTEES

La sélection des souches de L. pneumophila testées pour la détection des Al-
1 a été réalisée suite a l'observation des cinétiques de croissance en bouillon BCYE
(Fig. 56). Trois essais ont été réalisés, avec des profils de courbes similaires a
chaque fois, mais la croissance retardée survenue dans certains essais n'a pas
permis de réaliser des moyennes inter-essais des valeurs d'absorbance. Aprés 9
jours de croissance, certaines courbes présentent une allure semblable (Versailles 2-
[, Paris 2-V et Lyon L2-I) d'autres au contraire différente (Nancy 22-I, Paris GP, Lyon
H2-1l, Lyon H9-II). En fonction de ces courbes, les souches Lyon HO-Il, Lyon H2-II,
Paris GP, Nancy 22-| et Versailles 2-1 ont été choisies pour les tests de détection des
Al-1.
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Figure 56 : courbes de croissance des différentes souches cultivées en bouillon BCYE
(graphique représentatif de 3 essais).

II-2. MISE AU POINT DE LA METHODE D'EXTRACTION

11-2.1. Allure des chromatogrammes

Les chromatogrammes sont difficilement interprétables (Fig. 57). En effet la
complexité des courbes obtenues par suivi de l'absorbance a 210 nm rend
impossible la détection d’'un composé actif parmi les autres composés. Ceci est
notamment mis en évidence lorsque I'on superpose le chromatogramme obtenu par
injection directe de I'AHL purifiée avec le chromatogramme obtenu par injection du
solvant acétate d’éthyle seul (Fig. 57A) : le pic du solvant recouvre en grande partie

les fractions 1 et 2, masquant ainsi les pics d’éventuels composés actifs.

On notera simplement I'existence d’'un composé dans la fraction 5 du BCYE
qui est dégradé par toutes les espéces bactériennes testées, pour donner naissance
a un composé dans la fraction 6. Par ailleurs la plupart des composés sont retenus
par la cartouche C18 mais la cartouche DVB permet tout de méme de récupérer des

molécules qui n’ont pas été retenues par la C18.
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Figure 57 : Allure des chromatogrammes obtenus par injection et élution du solvant seul ou
du solvant additionné d'AHL (A), des extraits des différents surnageants de culture sur
cartouche C18 (B) et DVB (C) en série.
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11-2.2. Tests de détection des AHLs

[1-2.2.1. Avec la souche rapporteur C. violaceum

Les résultats obtenus sont conformes a ce qui était attendu (Fig. 58)

la N-hexanoyl homoseérine lactone injectée a 10 yM dans 500 ml de BCYE
stérile est retrouvée dans les fractions n° 1 & 2 qui entrainent de maniere
tres nette une synthése de violacéine par C. violaceum 026. Cette
expérience n’'a été réalisée que sur cartouche C18, et seulement avec

cette souche rapporteur car nous ne disposions que de peu de produit.

la souche P. aeruginosa A22 présente une fraction n°1 active, aussi bien
sur I'éluat provenant de la cartouche C18 que sur celui correspondant a la
cartouche DVB, ce qui prouve la nécessité d’utiliser ces 2 cartouches en
série. Cette activité correspond sans doute a la N-butanoyl homosérine

lactone habituellement sécrétée par cette espéce.

la souche A. tumefaciens KYCG6 présente deux fractions légerement
actives provenant de la cartouche C18 : les n° 2 et 3. Aucune activité n’est
décelée sur les fractions provenant de la cartouche DVB. La production de
3-0x0-C8-HSL, 3-0x0-C6-HSL, et C6-HSL par cette souche a été rapportée
dans la littérature. La souche Cv 026 étant essentiellement sensible aux
AHLs a chaine courte, les 2 fractions détectées pourraient correspondre a
la 3-0x0-C6-HSL et a la C6-HSL.

le BCYE stérile seul et les extraits de surnageant de culture des souches
C. violaceum 026 et A. tumefaciens NTL4 ne déclenchent aucune

synthése de violacéine par la souche rapporteur.
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N-hexanoyl homosérine lactone a 10 yM dans P. aeruginosa A22 cultivé dans 1 L de bouillon A. tumefaciens KYC6 cultivée dans 1 L de
500 mL de bouillon BCYE, extraction sur BCYE, extraction sur cartouches C18 (géloses bouillon AT, extraction sur cartouches C18
cartouche C18 (puits du haut : LB stérile, du a droite) et DVB (géloses a gauche) (géloses a droite) et DVB (géloses a gauche)
bas : fraction testée) en série en série

Figure 58 : Résultats des tests d'activation de la synthése de violacéine par C. violaceum 026 en présence des différentes fractions HPLC des
extraits témoins.
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Figure 59 : Résultats des tests d'activa ion de Ié B-gala‘ctbs'idse de A. tuhde aé_lens NTL4 en présence des différentes fractions HPLC. Témoins
négatifs : BCYE stérile (A), A. tumefaciens NTL4 cultivé en bouillon AT (B). Témoins positifs : A. tumefaciens KYCB6 cultivé en bouillon AT (C) et P.
aeruginosa A22 cultivé en BCYE. L. pneumophila : souches Paris (E) et Versailles 2-1 cultivées en bouillon BCYE.
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[1-2.2.2. Avec la souche rapporteur A. tumefaciens NTL4

Les résultats obtenus avec cette souche sont plus délicats a interpréter (Fig.
59) :

Le BCYE stérile seul entraine une légére activation de la souche rapporteur
pour les fractions 1, 3 et 4 récupérées a partir de la cartouche DVB. Cette

activation n’est pas retrouvée sur les fractions provenant de la cartouche C18.

e Le surnageant de culture de la souche A. tumefaciens NTL4 n’entraine pas

d’activation.

e Les 6 fractions issues du surnageant de culture de la souche A. tumefaciens
KYC6 extrait sur cartouche C18 entrainent une activation, ainsi que les fractions
1, 2, 3 et 4 provenant de la cartouche DVB. L'activation par les fractions 5 et 6

issues de la cartouche DVB est beaucoup plus discrete.

e Les 6 fractions issues du surnageant de culture de la souche P. aeruginosa A22
extrait sur cartouche C18 entrainent une activation, seulement les fractions 1 et
2 et dans une moindre mesure 3 provenant de la cartouche DVB. Cette
activation est sans doute due aux deux types d'homosérine lactones sécrétées

par cette espéce : N-butanoyl et N-(3-oxododecanoyl) homosérine lactones.

II-3. TEST DES SOUCHES DE L. PNEUMOPHILA

Aucun des extraits de surnageants de culture de L. pneumophila en bouillon
BCYE n'a induit la synthése de violacéine par C. violaceum. Par ailleurs aucun des
extraits bruts n'a inhibé la synthése de violacéine en présence de 500 nM de 3-oxo-
N-hexanoyl-L-homosérine lactone. Concernant linduction de ['activité f-
galactosidase de A. tumefaciens NTL4, nous avons observé une faible induction par
les fractions n°1 issues des extraits sur les cartouches C18 et DVB. (Fig. 59 E&F).
L'intensité de la coloration est faible, peu différente de celle détectée dans le cas du
BCYE stérile seul. Cependant dans le cas du BCYE stérile, seule la fraction n°1
issue de la cartouche DVB induit cette coloration, pas celle issue de la cartouche
C18.
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lll- AUTO-INDUCTEURS DE TYPE 2

llI-1. CROISSANCE DE L. PNEUMOPHILA EN MILIEU NUTRITIF

Les surnageants de culture de la souche L. pneumophila Paris cultivée dans
les 3 types de bouillon : BCYE, BCYE + 0,5% de glucose, et BCYE + 1 mM d'acide
borique n'ont jamais induit la production d'une luminescence par la souche V. harveyi
BB170, contrairement aux surnageants de culture des témoins positifs V. harveyi
BB120 et BB152 qui induisent une luminescence maximale aprés 5 a 6 heures
d'incubation (Fig. 60). Aprés 6 heures d'incubation, la croissance importante de la
souche rapporteur V. harveyi BB170 entraine une production d'Al-2 et une auto-

induction de la luminescence qui masque l'induction exogéne.
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Figure 60 : Evolution des rapports des luminescences de V. harveyi BB170 induites par les
surnageants de culture de V. harveyi BB120 et BB152 par rapport a celle induite par le milieu
de culture stérile AB, et par le surnageant de culture de la souche L. pneumophila Paris
cultivée en bouillon BCYE (J10) par rapport au bouillon BCYE stérile.

lll-2. CROISSANCE DE L. PNEUMOPHILA DANS LES AMIBES

La croissance de L. pneumophila dans les amibes a été mesurée pendant 5
jours (Fig. 61). Le premier dénombrement mesure la quantité de légionelles ayant
peneétré dans les amibes. Apres seulement 16 heures de croissance intra-amibienne,

la quantité de légionelles augmente quasiment d'un facteur 100, tandis qu'aprés 48
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heures la croissance atteint un facteur 1000. Les quantités dénombrées diminuent

par la suite, avec une perte de 1,5 log aprés 5 jours d'incubation.

1,E+09 -
1,E+08 -
1,E+07 -
1,E+06 -
1,E+05 b
1,E+04 -
1,E+03 -
1,E+02 ~
1,E+01 A

1,E+00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120 140

Durée d'incubation (h)

UFC / mL

4 heures

16 heures

24 heures

48 heures

Figure 61 : Suivi de la croissance de L. pneumophila souche Paris dans A. castellanii
ATCC30010. En haut : dénombrements des légionelles sur gélose BCYE (n=2 essais). En bas :
évolution de I'apect de la couche cellulaire d'amibes. Grossissement x200 (barre : 50pum).
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De la méme fagon que pour les surnageants de culture en bouillons, les

surnageants de culture intra-amibienne testés n'ont pas induit la luminescence de V.

harveyi BB170.

IV- INFLUENCE DES AUTO-INDUCTEURS EXOGENES SUR
LA MULTIPLICATION INTRA-AMIBIENNE DE L.
PNEUMOPHILA

IV-1. INCUBATION AVEC LES AUTO-INDUCTEURS

Les dénombrements sur géloses BCYE avant et aprés incubation de L.

pneumophila avec les Al-1 et les surnageants de culture de V. harveyi BB152

montrent qu'il n'y a pas d'effet de lincubation sur la quantité de légionelles

dénombrées (données non présentées).

Les dénombrements réalisés a 4 heures et a 24 heures apres l'invasion

montrent que l'incubation n'a pas non plus d'influence sur la capacité des légionelles

a envahir et a se multiplier dans les amibes (Fig. 62).

1,0E+11
1,0E+10
1,0E+09 -
1,0E+08 -
1,0E+07 -

1,0E+06 -

UFC/mL

1,0E+05 -
1,0E+04 -
1,0E+03 -
1,0E+02

1,0E+01

1,0E+00

—x— 3-oxo-dodecanoyl AHL
Octanoyl-AHL
3-oxo-hexanoyl AHL

—#— Hexanoyl AHL

——T-

Al-1

242

24

Durée d'incubation (h)



Chapitre Ill : Résultats et Discussions

1,0E+08 - AB V. harveyi BB152 1 mL
AB V. harveyi BB152 100 pL Al-2
1,0E+07 - -=—-BCYE

—o— Milieu AB seul
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Figure 62 : Effet de I'incubation L. pneumophila JR 32 (pBC(gfp)-Pmip) avec 50 uM d’Al-1 ou du

surnageant de culture de la souche Vibrio harveyi BB152 (Al-2) sur I'infectivité vis-a-vis des
amibes et la croissance intra-amibienne (n=2 essais).

IV-2. OBSERVATION DE LA CROISSANCE INTRA-AMIBIENNE

L'utilisation de la souche JR 32 (pBC(gfp)-Pmip) nous a permis de visualiser
clairement L. pneumophila lors des différentes étapes de la croissance intra-
amibienne. La plupart des étapes décrites dans la littérature ont pu étre observées
(Fig. 63) : entrée dans I'amibe (2 et 4 h), localisation dans la vésicule de phagocytose
(6 h), multiplication avec envahissement progressif de tout I'espace cellulaire (12 et
18 h), lyse de l'amibe et libération d'un nombre trés important de L. pneumophila

petites et trés mobiles (24 h).
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10um 10Um

10um 10um

Figure 63 : Différentes étapes de la croissance intra-amibienne de L. pneumophila JR
épifluorescence.

32 (pBC(gfp)-Pmip) observées en microscopie a
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V- DISCUSSION

L. pneumophila est un bacille Gram négatif appartenant au groupe des
gamma-protéobactéries. De nombreuses espéces appartenant a ce méme groupe
possédent les génes codant pour la synthése d'auto-inducteurs de type 1 ou 2
impliqués dans la régulation de I'expression de nombreux génes (Ravn et al. 2001;
Taga et al. 2003), par ailleurs les auto-inducteurs de type 1 jouent un réle important
dans les pneumonies a P. aeruginosa en contribuant a la persistance de l'infection et
en influengcant la réponse immunitaire (Smith et al. 2002; Wu et al. 2004). Les
alignements de séquences realisés sur le génome en cours de séquengage de L.
pneumophila permettant de penser que de tels systémes pourraient exister chez
cette espéce, les méthodes de détection de ces molécules ont été appliquées a
plusieurs souches de L. pneumophila sérogroupe 1 cultivées dans différentes
conditions. Parmi ces souches figure notamment la souche Paris, dont l'importance

en clinique est connue (Lawrence et al. 1999).

Aucune des expériences réalisées ne permet de conclure a I'existence de
molécules d'auto-inducteurs sécrétées par les souches de L. pneumophila testées.
L'utilisation du fractionnement HPLC afin de lever l'inhibition d'une AHL a chaine
courte par une AHL a chaine longue, telle que celle décrite dans le cas de HdtS
codant pour trois AHL différentes chez P. fluorescens (Laue et al. 2000), n'a pas
permis la purification d'une molécule capable d'activer l'une des deux souches
rapporteurs des Al-1. Nous n'avons pas testé la production d'auto-inducteurs de type
1 dans le cas d'une croissance intra-amibienne, cette expérience reste a réaliser. Par
ailleurs les souches utilisées ne permettent pas la détection de tous les types d-Al-1
identifiés : jusque récemment les molécules présentant une chaine carbonée trés
longue (C16) ne pouvaient étre détectées que par utilisation de méthodes de
marquage radioactif (Schaefer et al. 2002), cependant la mise au point d'une souche
d'A. tumefaciens sur-exprimant le récepteur TraR aux AHLs par Zhu et al permet
d'envisager de nouveaux tests beaucoup plus sensibles (Zhu et al. 2003). Dans le
cadre de ces études, l'extraction des surnageants sur cartouches C18 et DVB offre
une alternative satisfaisante en termes de facilité de mise en ceuvre et de sécurité a

I'extraction liquide-liquide a l'aide du dichlorométhane. Par ailleurs I'utilisation de
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cartouches remplies d'un co-polymere de DVB et de N-vinyl pyrrolidine a aussi été

décrite réecemment (Yao et al. 2002).

La sécrétion d'Al-2 n'a pas non plus été mise en évidence, quel que soit le
milieu de culture utilisé : BCYE avec ou sans glucose. L'addition d'acide borique
dans le milieu, servant de substrat pour la synthése des Al-2, permet une
augmentation significative de la synthése d'Al-2 pour certaines espéces (Chen et al.
2002) : ce n'est pas le cas dans nos essais. Par ailleurs la synthése d'Al-2 n'est pas
non plus observée lors de la croissance intra-amibienne. Le pH des surnageants
testés a été vérifié car les pH acides inactivent la production de la luminescence par
V. harveyi BB170 (DeKeersmaecker et al. 2003) : ces pH ont toujours été compris
entre 6,7 et 6,8, ils sont donc compatibles avec le test. || semblerait cependant que
LuxS soit capable de coder pour la synthése d'un autre type de molécule : les Al-3,

qui ne sont pas détectées par V. harveyi (Sperandio et al. 2003).
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CHAPITRE IV

Conclusions et perspectives
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La contamination des réseaux intérieurs de distribution d'eau potable froide ou
chaude par des micro-organismes pathogénes constitue un probléme de santé
publique notamment dans les établissements recevant du public et particulierement
dans les établissements de soins. Elle engage la responsabilité des producteurs
d'eau potable qui doivent garantir, selon la nouvelle réglementation, la conformité de
I'eau au robinet du consommateur, et celle des propriétaires et des gestionnaires
responsables des réseaux intérieurs. Parmi les especes bactériennes impliquées, L.
pneumophila présente une écologie particuliere en raison, d'une part de sa
thermophilie, mais aussi de sa multiplication intra-cellulaire lui permettant de
proliférer rapidement dans des proportions importantes et lui offrant une protection

efficace contre les traitements de désinfection mis en oceuvre.

L'objectif du travail réalisé est d'appréhender plusieurs aspects de I'écologie
de L. pneumophila et de la flore microbienne environnante dans des circuits d'eau
chaude alimentés en eau destinée a la consommation humaine. Le suivi au cours du
temps de la colonisation d'un réseau intérieur non traité a permis I'étude des
variations de populations dans l'eau et les biofilms des circuits d'eaux chaude et
froide, afin de mettre en évidence d'éventuels parameétres favorisant la prolifération
des légionelles et d'évaluer la pertinence de moyens de détection autres que la
méthode AFNOR. Les essais réalisés sur un circuit pilote reproduisant un réseau de
distribution ont permis d'évaluer l'efficacité des principaux types de traitements de
désinfection sur L. pneumophila, la flore totale et les amibes dans des conditions
identiques de mise en oeuvre. Par ailleurs, dans le cadre de I'étude des relations
entre les espéces constituant ces écosystémes, nous avons cherché a mettre en
évidence une croissance de L. pneumophila dans des biofilms dépourvus de
protozoaires mais constitués d'espéces décrites comme potentialisatrices des
Iégionelles par sécrétion de métabolites qui leur sont essentiels. Enfin, des essais ont
été réalisés pour détecter des molécules auto-inductrices éventuellement sécrétées
par L. pneumophila et qui pourraient réguler I'expression des génes de la bactérie en
fonction de I'environnement et de la phase de croissance dans lesquels elle se

trouve.
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1 - Conclusions

1-a. Ecologie de L. pneumophila sur site

Les systémes originaux de préléevement implantés dans le réseau permettent
un échantillonnage simple et rapide de l'eau et des biofilms. lls amplifient
considérablement la quantité de légionelles, sans doute grace au développement
local important de biofilm servant de support a la prolifération d'amibes contaminées.
Cette amplification a permis la culture des légionelles a partir des biofilms prélevés
en eau froide et le typage moléculaire a confirmé qu'il s'agissait de la méme souche
que celle retrouvée en eau chaude, qui a par ailleurs été la seule souche retrouvée
sur le site étudié pendant toute la durée de I'étude. L’hypothése d’une contamination
du réseau intérieur par I'eau distribuée est donc plausible. Mis a part la température,
les parametres physico-chimiques relevés sont restés relativement constants et ne
permettent donc pas d'expliquer les variations observées dans les dénombrements.
La méthode FISH, malgré les optimisations réalisées au cours de I'étude, s'est
révélée peu sensible pour la détection spécifique de L. pneumophila, son utilisation
dans les conditions décrites n'améliore pas le diagnostic des installations et les
images observées aprés hybridation sont parfois difficiles a interpréter. Dans certains
cas, les légionelles sont dénombrées en quantités importantes par la méthode de
culture en gélose, alors que I'hybridation avec les sondes spécifique ou universelle
n'a pas permis de détection. Ces limitations ont été retrouvées lors des tentatives de
détection de L. pneumophila dans des biofilms constitués d'espéces décrites dans la
littérature comme permettant une croissance satellitaire de L. pneumophila sur
gélose BCYE sans cystéine. Dans ces expériences les légionelles n'ont pu étre
détectées que par culture et nous n'avons pas pu mettre en évidence de croissance

en |'absence d'héte protozoaire.

1-b. Essais de désinfection sur circuit pilote simulateur de réseau

Le protocole d'ensemencement utilisé a permis l'implantation rapide d'une
flore microbienne complexe comprenant notamment une souche de L. pneumophila
sérogroupe 1 et des amibes appartenant aux genres Acanthamoeba, Hartmannella
et Vahlkampfia. Aprés culture et ré-injection de la souche de L. pneumophila dans le

pilote, les dénombrements selon la méthode AFNOR se sont stabilisés dans toutes
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les canalisations a des niveaux pour lesquels des mesures correctives sont
obligatoires : > 10® UFC/L. L'utilisation de la méthode FISH a permis de confirmer la
représentativité de la flore des biofilms avant traitement, dont la composition était
semblable a celle décrite dans la littérature pour ce type d'écosystémes. L'efficacité
des traitements de désinfection a été évaluée sur l'eau et les biofilms des boucles de
recirculation en acier galvanisé et des bras morts en cuivre, grace aux méthodes
classiques de culture sur gélose et a des marquages fluorescents permettant de

distinguer la biomasse vivante de la biomasse morte.

Aux doses utilisées, le dioxyde de chlore a été le traitement le plus efficace
pour contréler la contamination a L. pneumophila et la flore hétérotrophe a la fois
dans la boucle principale de recirculation et dans le bras mort. C'est le seul
traitement ayant montré une activité résiduelle sur les biofilms du bras mort une fois
le rincage quotidien instauré. Dans les boucles de recirculation uniquement, le chlore
a entrainé une disparition rapide et compléete de la flore microbienne, y compris L.
pneumophila. L'ozone, malgré son absence de rémanence, a permis de contréler la
contamination par L. pneumophila et a provoqué une diminution significative de la
flore hétérotrophe des biofilms, sans toutefois I'éradiquer complétement. L'utilisation
de la dose minimale recommandée pour la monochloramine a entrainé la disparition
de L. pneumophila cultivée a partir de I'eau et des biofilms, mais n'a pas permis
d'abaisser significativement la colonisation hétérotrophe. Enfin, le traitement par
ionisation cuivre-argent a eu une efficacité médiocre, mise en évidence par la
persistance de pics de contamination a L. pneumophila durant le traitement et une
diminution seulement modérée des dénombrements de la flore hétérotrophe des

biofilms.

Pendant toute I'étude, les amibes ont été détectées a partir de I'eau et des
biofilms des boucles de recirculation et des bras morts, servant sans doute de
“réservoir" aux légionelles qui retrouvaient leur niveau initial de colonisation quatre a

cing jours aprés l'arrét des traitements.

1-c. Auto-inducteurs et L. pneumophila

Les techniques de détection utilisées n'ont pas permis de mettre en évidence

une secrétion de molécules auto-inductrices de type 1 ou 2 par L. pneumophila. Par
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ailleurs la pré-incubation des Iégionelles avec ces molécules ne semble pas modifier

leur capacité a envahir et a se multiplier dans les amibes.

2 - Perspectives

2-a. Ecologie de L. pneumophila sur site

Les incubateurs ont démontré leur intérét en tant qu'outil facilitant I'analyse
des populations des biofilms des réseaux. Pour les besoins de I'étude nous avons
implanté ces incubateurs dans un réseau non traité. lls doivent maintenant étre
utilisés sur des réseaux traités, permettant ainsi une évaluation continue de
I'efficacité des traitements de désinfection non seulement sur les bactéries
planctoniques, comme c'était le cas jusque trés récemment, mais aussi sur les
biofilms et les populations de protistes. Des modifications doivent étre envisagées
afin de les rendre plus facilement utilisables : l'idéal serait d’avoir un incubateur
construit dans le méme matériau que celui dont sont constituées les canalisations,
pouvant donc subir le méme type de traitements de désinfection (thermique
notamment). Les cartouches peuvent étre remplies avec différents types de supports
en fonction du but recherché : représentation de la colonisation du réseau ou

amplification de la quantité de biomasse.

Dans le cadre du suivi de la colonisation de ces incubateurs par L.
pneumophila, des essais complémentaires sont nécessaires afin d'évaluer si la
technique FISH est réellement applicable aux Iégionelles issues d'une multiplication
intra-cellulaire et présentant un phénotype a priori peu favorable a I'hybridation. Par
ailleurs, des modifications des protocoles de traitement des échantillons prélevés,
telles que la revivification spécifique des Iégionelles en milieu BCYE avant fixation,
sont envisageables. Les amibes doivent étre utilisées afin d'augmenter l'activité
métabolique des légionelles : culture systématique des amibes suivie de I'hybridation
des bactéries intra-cellulaires, incubation des biofilms en présence de cultures
d'amibes axéniques afin de permettre l'internalisation des légionelles a I'état libre.
Ces modifications auraient l'intérét de permettre de s'assurer de la viabilité des

bactéries hybridées mais se feraient cependant au détriment de la rapidité de
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'analyse et de la quantification. Enfin, l'utilisation de sondes marquées avec
plusieurs fluorochromes présentant éventuellement des fluorescences plus
importantes (Panchuk-Voloshina et al. 1999; Pernthaler et al. 2002), ou de plusieurs
sondes simultanément pourraient aussi permettre I'obtention d'un signal plus

important.

2-b. Essais de désinfection sur pilote

Les essais réalisés démontrent l'intérét du circuit pilote développé par le
CIRSEE pour comparer, dans des conditions identiques, différents traitements de
désinfection. L'utilisation de plusieurs biocides conjointement : chlore et
monochloramine notamment, semble améliorer l'efficacité sur les biofilms tout en
permettant de diminuer les doses utilisées (Momba et al. 2003), il faut donc
envisager de tester de telles associations sur le pilote. Par ailleurs, il semblerait que
I'utilisation séquentielle de traitements différents : ozone puis chlore (Li et al. 2001),
dioxyde de chlore puis chlore ou monochloramine (Corona-Vasquez et al. 2002) soit
efficace pour inactiver les kystes de Cryptosporidium. lls doivent donc étre testés
pour leur efficacité vis-a-vis des kystes d'Acanthamoeba infectés par les légionelles
ou par d'autres pathogénes. Lors de ces essais, les amibes devront aussi étre
cultivées dans le but de réaliser la détection des pathogenes intra-cellulaires par

FISH ou par d'autres méthodes : PCR, puces a ADN, ...

Les procédures d'acquisition et d'analyse des images obtenues apres
marquage fluorescent des biofilms doivent étre améliorées afin de permettre le
traitement d'un plus grand nombre d'échantillons : platines automatiques, matériel
permettant la mise au point autofocus sur le microscope confocal pourraient s'avérer
utiles, ainsi que le développement et/ou l'acquisition de logiciels informatiques

capables de réaliser automatiquement la majeure partie du traitement des données.

2-c. Légionelles et auto-inducteurs

Le séquengage complet du génome de L. pneumophila devrait aboutir dans
les prochaines semaines et permettre de lever le doute quant a I'existence de génes
homologues a ceux codant pour la synthése d'auto-inducteurs chez d'autres

especes. Cependant ces molécules peuvent présenter de nombreuses structures
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différentes, il n'est donc pas exclu que chez certaines espéces bactériennes les
genes impliqués ne présentent pas d'homologies connues avec ces genes (c'est le
cas avec hdtS qui n'avait jamais été impliqué dans la synthése des Al-1 avant la
publication de Laue et al. 2000). Les tests de détection de ces molécules avec de
nouvelles souches rapporteurs plus sensibles conservent donc leur intérét et doivent

étre envisages.

Dans le cadre de la problématique de l'invasion des protozoaires par des
bactéries pathogénes pour I'Homme, il semble intéressant d'étudier l'impact des
auto-inducteurs sur le comportement des protozoaires. En effet ces molécules
provoquent aussi une modulation de I'expression des génes chez certaines cellules
eucaryotes (Mathesius et al. 2003). Or les protozoaires sont essentiellement
présents dans les réseaux a la surface des biofilms, qu'ils "broutent" pour se nourrir
(Sibille et al. 1998). Les bactéries présentes dans ces biofilms produisent des auto-
inducteurs (McLean et al. 1997; Stickler et al. 1998) auxquels les protozoaires sont
donc sUrement exposeés, la possibilité d'une régulation de I'expression des genes

amibiens par le biofilm ne peut donc pas étre exclue.
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ANNEXE | - MILIEUX DE CULTURE

e Bouillon Buffered Charcoal Yeast Extract sans charbon actif,
composition par litre :

- extrait de levure (Difco) 10g

- tampon ACES (Sigma) 10 g

- charbon actif Norit A (Aldrich) 29

- alpha cétoglutarate (Sigma) 19

- hydroxyde de potassium (Fischer) 28¢g
- L-cystéine hydrochloride (Sigma) 0,4¢g
- pyrophosphate de fer (Sigma) 0,25¢

Tous les éléments sauf la cystéine et le fer sont dissous dans 900 mL d'eau
Milli-Q et le pH est ajusté a 6,9+0,05. Le milieu est ensuite stérilisé par autoclave a
120°C pendant 20 minutes. Puis le charbon est retiré par filtration a 0.22 ym grace
au systeme stéritop (Millipore). La cystéine et le fer sont dissous chacun dans 50 mL
d'eau Milli-Q et ajoutés stérilement par filtration sur filtre seringue 0,22 um (Sartorius)
a la préparation. Le milieu est conservé a +4°C.

e Milieu R2A, composition par litre :

- extrait de levure (Difco) 500 mg
- protéose peptone (Difco) 500 mg
- acides casaminés (Difco) 500 mg
- dextrose (Difco) 500 mg
- amidon (Difco) 500 mg
- pyruvate de sodium (Sigma) 300 mg
- sulfate de magnésium (Sigma) 50 mg

- phosphate de potassium di-basique (Sigma) 300 mg
- (+15 g d'agarose (Difco) par L de bouillon pour les géloses)

Le pH est ajusté a 7,2 £ 0,2 et le milieu est stérilisé par autoclavage a 120°C
pendant 20 minutes. Milieu R2A 10x : composition identique R2A, dans 100 mL

e Milieu Luriani-Bertani (LB), composition par litre :

- tryptone (Difco) 10¢g
- extrait de levure (Difco) 59
- NaCl (Fisher Scientific) 5¢
- NaOH 1N 1 mL

- (+15 g d'agarose (Difco) par L de bouillon pour les géloses)

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.
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Milieu minimum AT pour les essais de détection avec Agrobacterium

tumefaciens :

Tampon 20 X, composition par litre :
KH,PO4 (Sigma) 214 g
pH ajusté a 7 grace a de la soude

Sels 20X, composition par litre :

(NHa4) 2S04 (Sigma) 4049
MgSO4-7H,0 (Sigma) 1,69
CaCly-2H,0 (Sigma) 0,151 ¢
Fe SO4-7 H,O (Sigma) 0,1g
MnSQO4-H,0 (Sigma) 0,024 g
Milieu AT 1X, composition par litre :

Tampon 20X 50 mL/L
Sels 20X 50 mL/L
Glucose (Sigma) 50% 10 mL/L
+ /- Bacto-Agar (Difco) 15 g/L

Le tampon et la solution saline sont autoclavés a part. Pour la préparation des
géloses, I'agar est dissous dans I'eau millipore et autoclavé. Une fois la température
redescendue a 50°C, le X-gal (40 ug/mL), la solution de glucose, les sels et la
solution tampon sont ajoutés stérilement par filtration a 0,22 uym.

Bouillon TY pour la culture de C. violaceum, composition par litre :

Tryptone (Sigma) 59
Extrait de levure (Difco) 39
CaCl, anhydre (Fisher) 680 mg

Bouillon PYG712 pour la culture de Acanthamoeba castellanii,
composition par litre :

Proteose peptone (Difco) 59
Extrait de levure (Difco) 19
Eau millipore 868 mL

Chaque composant préparé et stérilisé séparément est ensuite ajouté

directement dans le milieu de base dont la composition est la suivante:

MgSO4-7H,0 (Sigma) 0,4 M 10 mL
CaCl; (Sigma) 0,05 M 8 mL

citrate de sodium (Sigma) 0.1M 34 mL
Fe(NH4)2(S0O4)2-6H20 (Sigma) 0,005 M 10 mL
Na;HPO4-7H20 (Sigma) 0,25 M 10 mL
KH2PO4 (Sigma) 0,25 M 10 mL

Le pH est ajusté a 6,9. Le milieu est stérilisé par autoclavage a121°C pendant

25 min. Aprés refroidissement du glucose est ajouté par filtration stérilisante :

glucose (Sigma) 2M 50 mL

289



Annexes

Milieu de culture AB utilisé pour la croissance de Vibrio harveyi,
composition par litre :

NaCl (Sigma) 1759
MgSO, (Sigma) 12,3 g
acides casaminés (Difco) 249

Le pH est ajusté a 7,5. Le milieu est stérilisé par autoclavage a 121°C pendant 20
min. Aprés refroidissement les autres composants sont ajoutés par filtration

stérilisante :
- KH2POq4 (Sigma) 1M, pH 7 10 mL
- L-arginine (Sigma) 0,1M 10 mL
- glycérol (Sigma) 50% 20 mL

*kk%x

ANNEXE Il - HYBRIDATION /N SITU FLUORESCENTE

Réception et préparation des sondes

Les sondes sont des oligonucléotides d'une longueur variant de 18 a 22
bases, marqués en 5' par un fluorochrome (Cy3 ou Cy5) (Cybergéne S.A.). A la
réception les sondes lyophilisées sont suspendues dans du TE 1X pH 8,0, afin
d'obtenir une concentration de 5 ug/uL. La solution mére est diluée 1/100€éme afin
d'obtenir la concentration de travail de 50 ng/uL, et aliquotée en tubes de 20 pL
pour eviter la décongélation et la recongélation. Les solutions méres peuvent étre
conservees jusqu'a 2 ans a -20°C et a l'obscurité.

Solution : TE 1X (Tris-EDTA) pH 8,0 :

10 mM Tris HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA (pH 8,0)

Vérification des sondes :

1 a 5 uL de la solution mére de sonde sont dilués dans 500 pL d'eau. L'absorption
au spectrophotometre est mesurée a 260 nm et au maximum d'absorption du
fluorochrome (552 nm pour le CY3, 670 nm pour le Cy5). L'absorption du pic de
la sonde a 260 nm est divisée par I'absorption du pic du fluorochrome. Un rapport
de 2 a 2,5 est correct.
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Préparation des solutions

- fixateur a 4% de paraformaldéhyde (PFA)

—

Chauffer 40 mL d’eau distillée a 60°C

Ajouter 2 g de PFA et 150 uL de NaOH 1N (sous la hotte a cause des vapeurs
toxiques)

Laisser a 60°C sous agitation jusqu’a dissolution compléte du PFA (2 min env.)
Ajouter 5 mL de PBS 10X

Ajuster a pH 8 avec quelques gouttes d’'HCI 1N

Ajuster a un volume final de 50 mL

Filtrer a 0,22 um pour éliminer les particules

N

N AW

Conserver au maximum 1 semaine a +4°C

- Tampon PBS 10X

Pour 500 mL : KCI 1,09 (2,7 mM)
NaCl 40,0 g (138,0 mM)
KH,PO, 1,09 (1,5 mM)
NaH.,PO4, 12H,O 145¢g (20,4 mM)
Eau distillée gsp 500 mL

Ajuster le pH a 7,2 avec NaOH 1N

- EDTA 0,5M pH 8,0

1. Ajouter 186,1 g de di-sodium EDTA.2H,0 a 800 mL d’H,0
2. Agiter vigoureusement avec un agitateur magnétique
3. Ajuster a pH 8,0 avec environ 20 g de pastilles de NaOH
4. Aliquoter et stériliser par autoclavage
- Tris-HCI 1M pH 8,0
1. Dissoudre 121,1 g de Tris-base dans 800 mL d’eau MilliQ
2. Ajuster a pH 8,0 avec de I'HCI concentré (10N)
3. Laisser la solution refroidir a t> ambiante avant de faire I'ajustement final
4. Compléter a 1 L avec de I'eau MilliQ, aliquoter et stériliser par autoclavage.

- Tampons d’hybridation et de lavage

La stringence du tampon d’hybridation est ajustée en faisant varier les quantités
de formamide. Celle du tampon de lavage est ajustée en faisant varier la quantité de
NaCl 5M, donc la force ionique du tampon. A une solution d’hybridation de
stringence donnée correspond une solution de lavage de stringence plus élevée.
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1. Solution d’hybridation

Pour 1 mL : 20 uL de Tris-HCI 1M pH 8 (20 mM)
180 uL de NaCl 5M (0,9 M)
X uL de formamide (X/10 = pourcentage final)
800-X pL d’eau millipore

1 uL de SDS 10% (a ajouter en dernier) (0,01%)

2. Solution de lavage

Pour 50 mL : 1 mL de Tris-HCI 1 M pH 8 (20 mM)
500 uL d’'EDTA 0,5 M (seulement si le formamide est supérieur ou
égal a 20% dans le tampon d’hybridation) (5 mM)

Y uL de NaCl 5M
Compléter a 50 mL avec de I'eau millipore

50 uL de SDS 10% (0,01%)

Valeursde Y :
% formamide tampon NaCl 5M a ajouter
d’hybridation (en L) pour 50 mL (en pL)

0 9000

5 6300

10 4500

15 3180

20 2150

25 1490

30 1020

35 700

40 460

45 300

50 180

55 100

Hybridation

- Décrochage des bactéries de la membrane

Les membranes sur lesquelles les bactéries fixées sont déposées sont grattées a
l'aide de rateaux a cellules stériles. Les 5 mL de suspension sont prélevés et les
cellules sont lavées : centrifugation 5 min a 5 000 g et reprise du culot dans 5 mL
d’'une solution neuve d’éthanol / PBS 1:1 (v/v) filtrée a 0,22 ym (EtOH/PBS), vortex
30 secondes, nouvelle centrifugation, reprise dans 3 a 5 mL d’EtOH/PBS et
sonication pendant 3 minutes.

- Dépébt sur lame, permeabilisation et déshydratation

50 uL de la suspension cellulaire sont prélevés et déposés dans un puits sur
une lame téflon a revétement de polylysine (Merck). La lame est mise a sécher a
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I'étuve a 37°C. Les puits destinés a étre traités au lysozyme sont d’abord lavés par
dépbt de 50 yL d’une solution de Tris-EDTA (8 mL d’eau, 1 mL de Tris-HCI 1M pH 8
et 1 mL IEDTA 0,5 M) pendant 3 min. La solution est ensuite remplacée par la
méme solution contenant la concentration voulue de lysozyme: 1 ou 10 mg/mL,
incubation dure 10 ou 30 min a t° ambiante. La lame est ensuite rincée par
immersion pendant 3 min dans 50 mL de la solution de Tris-EDTA. Les cellules sont
ensuite déshydratées par immersions successives de la lame pendant 3 min dans
des solutions d’éthanol de concentrations 50, 80 et 96%.

- Hybridation et lavage

10 pL de tampon d’hybridation sont déposés sur le puits, puis 1 yL de solution de
sonde a 50 ng/uL est ajouté. La lame est introduite dans une chambre d’hybridation
(tube 50 mL contenant un papier imbibé de tampon d’hybridation) et placée a 46°C
pendant 90 min. Passée cette durée la lame est immergée dans 50 mL de tampon
de lavage préalablement chauffé a 48°C, et incubée pendant 10 min a cette méme
température. La lame est ensuite rincée quelques secondes dans de lI'eau MilliQ
glacée, puis séchée a l'air comprimé.

- Contre-marquage et montage

Afin de visualiser la biomasse en microscopie a fluorescence un contre-marquage
des lames au syto-9 est réalisé. Ce réactif fait partie du kit BacLight® LIVE/DEAD
(Molecular Probes, L-13512), c’est un intercalant de 'ADN qui pénétre dans toutes
les cellules. Le contenu d’une pipette de réactif est repris dans 35 mL d’eau MilliQ
glacée. La lame est immergée 3 minutes sur glace et a l'obscurité dans cette
solution, lavée par immersion quelques secondes dans de I'eau MilliQ glacée et de
nouveau séchée a lair comprimé. Enfin, la lame est montée avec le réactif
SlowFade® Antifade (Molecular Probes) et conservée a +4°C et a 'obscurité jusqu’a
I'observation microscopique qui est réalisée dans les 24 heures.

*kkk

ANNEXE Ill - METHODES D'ISOLEMENT ET DE
CULTURE

e Résumé de la méthode d’isolement des légionelles (AFNOR T90-431)

Chaque prélevement d’un litre d’eau est acheminé au laboratoire dans un
délai de 48 heures maximum. L’échantillon est filtré sur une membrane en
polycarbonate de porosité 0,22 um (Millipore, GTTP04700), le filtre est repris dans
10 mL de I'’échantillon initial et les bactéries sont décrochées par sonication pendant
3 minutes. La suspension subit une décontamination sélective par traitement acide
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avec un tampon KCI-HCI pH=2 ou par chauffage a 50+1°C pendant 30 minutes. Des
ensemencements sont réalisés sur gélose GVPC et incubés a 37 £1 °C pendant 10
jours (dénombrements réalisés a 3, 5 et 10 jours). Les colonies caractéristiques sont
repiquées sur géloses BCYE, UNBCYE avec incubation a 37+1 °C pendant 10 jours.
L. pneumophila se développe sur BCYE, pas sur UNBCYE tandis que la plupart des
autres espéces de Iégionelles se développent sur les deux types de géloses.

e Méthode de recherche et de dénombrement des amibes

- Préparation de la gélose NNA :
- une souche d'E. coli (CIP 106876) est ensemencée sur gélose cceur-
cervelle (ref 64174 Biorad) et incubée 72 h a 37°C
- les colonies sont raclées et étalées sur gélose NNA, dont la
composition par L est la suivante :

NazHPO4 0,662 g
KH>PO4 0,400 g
MgSO, 0,062 g
Agar 159
pH 7

-  Ensemencement:

- les échantillons a analyser sont filtrés sur membrane acétate de
cellulose de porosité 0,8 um, la membrane est coupée en deux et la
face sur laquelle le filtrat a été recueilli est appliquée sur la gélose NNA

- les géloses sont incubées 3 a 15 jours a 30°C

- Lecture:

- un résultat positif sur gélose se caractérise par l'apparition d'une plage
de lyse due a la consommation du tapis bactérien

- une plage au moins doit étre observée et la présence d'amibes doit étre
confirmée par observation de kystes ou de trophozoites en microscopie

- chaque volume testé est réalisé 3 ou 5 fois en fonction des tables
d'interprétation NPP utilisées, le nombre d'amibes doit &tre multiplié par
2 pour prendre en compte les pertes lors de I'étape de filtration.

294



Annexes

Tables NPP :
Nombre de tubes donnant NPP Limite de confiance
une réaction positive sur dans a95 %
3 tubes 3 tubes 3 tubes 100 mL Limite Limite
de 10 mL de 1 mL de 0,1 mL inférieure supérieure
0 0 1 3 <0,5 9
0 1 0 3 <05 13
1 0 0 4 <05 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 1 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 149
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 379
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800
Nombre de tubes donnant NPP Cimite de conflance
une réaction positive sur dans a9 %
5 tubes 5 tubes 5 tubes 100 mL Limite Limite
de 10 mL de 1 mL de 0,1 mL inférieure supérieure
0 0 1 2 <0,5 7
0 1 0 2 <0,5 7
0 2 0 4 <0,5 11
1 0 0 2 <05 7
1 0 1 4 <0,5 11
1 1 0 4 <05 11
1 1 1 6 <0,5 15
1 2 0 6 <0,5 15
2 0 0 5 <05 13
2 0 1 7 1 17
2 1 0 7 1 17
2 1 1 9 2 21
2 2 0 9 2 21
2 3 0 12 3 28
3 0 0 8 1 19
3 0 1 11 2 25
3 1 0 1 2 25
3 1 1 14 4 34
3 2 0 14 4 34

295



Annexes

296

Tables NPP suite

Nombre de tubes donnant NPP Limite de confiance
une réaction positive sur dans a9 %
5 tubes 5 tubes 5 tubes 100 mL Limite Limite
de 10 mL de 1 mL de 0,1 mL inférieure supérieure
3 2 1 17 5 46
3 3 0 17 5 46
4 0 0 13 3 31
4 0 1 17 5 46
4 1 0 17 5 46
4 1 1 21 7 63
4 1 2 26 9 78
4 2 0 22 7 67
4 2 1 26 9 78
4 3 0 27 9 80
4 3 1 33 11 93
4 4 0 34 12 96
5 0 0 23 7 70
5 0 1 31 11 89
5 0 2 43 15 114
5 1 0 33 11 93
5 1 1 46 16 120
5 1 2 63 21 154
5 2 0 49 17 126
5 2 1 70 23 168
5 2 2 94 28 219
5 3 0 79 25 187
5 3 1 109 31 253
5 3 2 141 37 343
5 3 3 175 44 503
5 4 0 130 35 302
5 4 1 172 43 486
5 4 2 221 57 698
5 4 3 278 90 849
5 4 4 345 117 999
5 5 0 240 66 754
5 5 1 348 118 1005
5 5 2 542 180 1405
5 5 3 918 303 32222
5 5 4 1609 635 5805
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ANNEXE IV — ALIGNEMENTS DE PROTEINES INTERVENANT
DANS LE QUORUM SENSING CHEZ DIFFERENTES ESPECES
BACTERIENNES AVEC LE GENOME DE L. pneumophila

Alignements  "tblastN", réalisés début février 2004 sur le site:
http://genome3.cpmc.columbia.edu/~legion/index.html

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits)

Value N
Query= HdtS synthése Al -1, Pseudononas fl uorescens, AAG30826, (Laue et al.
2000), (259 letters)

CTG LP. BC. 5H86D8. 1701. 030499 36 9e-06 2

Query= LuxQ sensor Al-2, Vibrio harveyi, AAA20838, (Bassler et al. 1994a),
(859 letters)

CTG BC. 5E96F9. 16. 11. 050400 133 3e-47 4
CTG LP. WG 28. 04- R 101599 64 9e-11 2

Query= LuxN sensor Al-1, Vibrio harveyi, P54301, (Bassler et al. 1993),
(849 letters)

CTG BC. 5E96F9. 16. 11. 050400 57 1e-19 5

Query= LuxU Al-1 & 2 repressor protein, Vibrio harveyi, AAD12736, (Freenman
et al. 1999), (453 letters)

CTG LP. WG 28. 04- R. 101599 242 9e-82 2
CTG BC. 5E96F9. 16. 11. 050400 239 8e-81 2
Query= LuxO regulator Al-1 & 2, Vibrio harveyi, P54299, (Bassler et al.
1994b), (453 letters)

CTG LP. WG 28. 04- R. 101599 242 9e-82 2
CTG BC. 5E96F9. 16. 11. 050400 239 8e-81 2
Query= response regulator LuxR fanm |y, Streptonyces coelicolor, CAB89747,
(Bentley et al. 2002), (230 letters)

CTG LP. WG 28. 04- R. 101599 91 5e-36 2
CTG BC. 5E96F9. 16. 11. 050400 105 5e-31 4
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Query= transcriptional regulator LuxR fanmily, Vibrio chol erae, NP 230858,
(Hei del berg et al. 2000), (214 letters)

CTG BC. 5E96F9. 16. 11. 050400 269 4e-73 1
CTG LP. WG 28. 04- R. 101599 43 1e-05 2

Query= transcriptional regulator LuxR famly, Neisseria neningitidis, NP
274273, (Tettelin et al. 2000), (218 letters)

CTG BC. 5E96F9. 16. 11. 050400 107 2e-24 2

Quer y= DNA- bi ndi ng response regul ator LuxR famly, Brucella suis, NP
697374, (Paulsen et al. 2002), (213 letters)

CTG BC. 5E96F9. 16. 11. 050400 99 4e-26 2
CTG LP. WG. 28. 04- R 101599 51 2e-07 1
Query= response regul ator LuxR fanily, Shewanella oneidensis, NP 718125,
(Hei del berg et al. 2002), (658 letters)

CTG BC. 5E96F9. 16. 11. 050400 236 1le-73 3
CTG LP. WG. 28. 04- R 101599 242 le-64 3
CTG LP. WG 098. 22. 020100 209 le-54 1
CTG 1B121E7. 007. 43R. 100799 119 1le-52 2

*kk*x
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The gut microbiota naturally protects the host against infections by pathogens. This microbiota can be disrupted in case of antibiotic
treatments leading to the loss of the barrier effect and consequently to new colonization and opportunistic infections. We previously
developed in our laboratory a trixenic mouse model microbiota displaying colonization resistance against Clostridium difficile. [n this
study, we used whole cell fluorescence in situ hybridization (FISH) with 16S rRNA-targeted oligonucleotide probes in order to better
evaluate the composition of this barrier flora and the spatial localization of each species. Flow cytometry technigque in combination with
FISH permitted to accurately quantify each species confirming the major contribution of a new species we named Clostridium
“fusiformis”. Transmission electron microscopy (TEM) and FISH combined with image analysis on tissue sections permitted to show that
the previously unidentified species conferring the barrier effect is flagellated and deeply implanted in the crypts. Key words: simplified gut

microbiota, mouse model, Clostridium difficile, rRNA probes, fluorescence in situ hybridization, flow cytometry.

INTRODUCTION

The human host and its intestinal microbiota constitute a
complex ecosystem the equilibrium of which serves as a
remarkable example of reciprocal adaptation. There are
more than 400 bacterial species in the human colonic
microbiota and 30-40 bacterial species constitute 99% of
the cultivable faecal microflora of each single individual.
However, numerous bacterial types cannot be cultured and
remain unknown (1-3). The applicability of new tech-
niques to directly study the various components of this
microbiota can overcome the need of cultivation (4). It
should thereby enhance our knowledge of this complex
microbial community (5, 6).

We still know very little about the mechanisms that
control the nature of this intestinal microbiota i.e. which
bacteria will colonize certain areas of the gastrointestinal
tract and which bacteria will be excluded. Furthermore, we
do not know how indigenous microorganisms establish
and maintain stable niches in their mammalian host, creat-
ing truly symbiotic relationships (7). The presence of this
indigenous microbiota is one of the major defence mecha-
nisms that protects the human or animal intestine against
colonization by allochtonous invading bacteria; this func-

© Taylor & Francis 2002. ISSN 0891-060X

tion is called the barrier effect or colonization resistance
(8).

The development of gnotobiotic models allows a better
understanding of the interactions between the microbiota
and its host, between autochtonous bacteria and alloch-
tonous pathogenic bacteria. Our laboratory has previously
developed a model in gnotobiotic mice representing a
simplified gut microbiota capable of inhibiting the implan-
tation of Clostridium difficile (9). C. difficile is responsible
for a spectrum of diseases ranging from mild diarrhoea to
pseudomembranous colitis after disruption of the normal
flora by antibiotic treatment and consequent loss of colo-
nization resistance. We have previously shown that this
simplified flora is composed of three different morpho-
types: large gram-positive rods identified by biochemical
characteristics as Clostridium indolis, spiral gram-positive
bacteria identified as Clostridium cocleatum, and fusiform
gram-positive bacteria not yet identified. named up until
now Eubacterium spp. (10, 11). This third strain is neces-
sary for the barrier effect and its implantation is dependent
on the previous implantation of C. indolis and C. coclea-
rum. In our gnotobiotic model, we have shown that it is
necessary to perform sequential implantation: first C. in-

Microbial Ecology in Health and Disease

299



Annexes

204 V. Thomas et al.

dolis, second C. cocleatum and third the fusiform bacteria.
The culture of these fusiform bacteria is very difficult and
requires extremely strict anaerobic conditions.

The aim of the present study was the molecular analysis
of this barrier microbiota capable of inhibiting the implan-
tation of C. difficile. The work presented here focused on:
(1) the identification of this barrier flora by 168 rDNA
sequencing; (ii) the relative quantification and spatial local-
ization of this flora by fluorescence in sitn hybridization
(FISH) with 168 rRNA-targeted oligonucleotide probes.

MATERIALS AND METHODS
Experimental animals

All animals used in this study were gnotoxenic C3H mice
(male, 1-2 months old) bred in sterile isolators. Dixenic
mice were sequentially implanted with C. indolis and C.
cocleatum, trixenic mice with C. indolis, C. cocleatum and
Eubacterium spp.

Culture methods

C. cocleatum. C. indolis and Eubacterium spp. strains have
been isolated from mice by culturing the caecal suspension
in an anaerobic chamber in an atmosphere of 85% nitro-
gen, 10% hydrogen and 5% carbon dioxide. Media used
were previously described (11).

165 rDNA sequencing and probe design

165 rDNA of the different species composing the barrier
flora were amplified by PCR using universal primers as
previously described (12). For each isolate. cells were
picked from a single colony and directly added to 100 ul
of PCR-mix (2 mM MgCl,, 100 pmol of each primer, 200
mM of ¢ach ANTP (Promega), 0.5 U of Taq polymerase
(Promega), 10 ul of 10 x Taq polymerase buffer in ultra-
pure water). Amplification was carried out in a Thermal
Cycler 480 (Perkin-Elmer) with initial denaturation at
95°C for 5 min, followed by subsequent amplification for
34 cycles with each cycle consisting of a denaturation step
at 95°C for | min, an annealing step at 35°C for | min, an
extension at 72°C for 2 min (+ 5 s per cycle) and with a
final extension for 10 min at 72°C. The amplicons were
purified by using QIAquick spin columns (Qiagen) and
analyzed by gel electrophoresis and ethidium bromide
staining. Sequences were determined by using an auto-
matic sequencer (ABI Prism 310, Perkin-Elmer) and the
Big-Dye Terminator kit (Perkin—Elmer), by using univer-
sal primers used for amplification as well as internal
primers. The sequences obtained were aligned with other
Clostridia 165 rRNA gene sequences using the on-line
software  MuLTALIN (13) [http://www.toulouse.inra.fr/
multalin.html].

Specific target-segments of the 165 rRNA were iden-
tified for each bacterial species and submitted to the
‘Check Probe’ on-line program on the Ribosomal Data-
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base Project site ((14) [hitp://www.cme.msu.edu/RDP/]) in
order to test their specificity. The following specific probes
were selected: 5-CCATCCGAAAACTTCCTTCC-3' for
C. indolis, S-ATGTCATTTCCTCCATCCG-3' for €. co-
cleatumn and 5-CGGTTAAGTCCCGGTCAC-¥ for Eu-
bacteritan spp. We also used the domain probe Exbacteria
338 (Eub 338) and the nonsense corresponding probe Non
Eubacteria (Non Eub) (15). HPLC-purified probes were
purchased from Cybergéne S.A., France. Probes were 5
labeled with sulfo-tris-indocyanine fluorochrome (CY3) for
observation by epifluorescence microscopy (EFM), or
fluorescein isothiocyanate (FITC) for flow cytometry
(FCM). The lyophilized probes were diluted in distilled
water pH 7 (CY 3-labelled probes) or carbonate buffer 1 M
Na,CO:. 1| M NaHCO, pH 9 (FITC-labeled probes) to
obtain a 5 pug/ml concentration, and then diluted 100-fold
to 50 ng/ml final working concentration.

Fluorescent in situ hybridization (FISH) on pure cultures

Twenty-four hour bacterial cultures were harvested and
diluted in 0.1 M PBS pH 7.2 to obtain 107 cells per ml.
One volume of this suspension was diluted in 3 volumes of
paraformaldehyde 4% (PFA) for fixation at 4°C for 3 h.
After centrifugation the pellet was washed three times with
PBS pH 7.2 and stored in ethanol/PBS (1/1, v/v) at
—20°C for | month maximum before use. Five hundred
a1 of the fixed sample were centrifuged: the pellet was
washed in 100 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM EDTA and
resuspended cells were treated with 10 mg/ml lysozyme
(Sigma) in the same buffer for 10 min at room tempera-
ture. After three washings with PBS the pellet was resus-
pended in 1 ml PBS pH 7.2 and an aliquot of 20 ul was
centrifuged. The pellet was washed in 20 x4l of hybridiza-
tion buffer (20% formamide, 0.9 M NaCl. 20 mM Tris—
HCI pH 8, 0.01% sodium dodecyl sulfate). For 20 ul of
hybridization buffer. 3 ul of probe solution (CY3 or
FITC-labeled) at 50 ng/ml were added and samples were
incubated 4 h at 46°C in darkness. After hybridization,
samples were washed in washing buffer 0.45 M NaCl,
0.01%, sodium dodecyl sulfate, 5 mM EDTA, 20 mM
Tris-HCl pH 8 at 48°C and left in the same prewarmed
buffer for 10 min. The pellet was resuspended in 20 gl of
PBS pH 8 filtered twice through a 0.22 mm filter
(Millipore).

For observation in EFM (CY3-labelled probes), 5 ul of
each sample were loaded on well slides (Fischer Scientific)
and dried at 37°C. They were then dehydrated by sequen-
tial washes in 50, 80, and 98% ethanol. The slides were
mounted with a SlowFade antifade kit (Molecular Probes)
completed with 4.6-diamidino-2-phenylindole (DAPI,
Sigma) in 0.0001% (w/v) solution. The observation with
epifluorescence microscope (Anstoplan, Leitz) was per-
formed using excitation wavelength at 570 nm for CY3-la-
belled probes and 447 nm for DAPI. Each probe was tested
with each strain of the barrier flora to assess its specificity.
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For FCM (FITC-labeled probes), the hybridized sam-
ples were kept overnight at +4°C in darkness before
analysis. Fifteen ul of each sample was then diluted in 1
ml of 2 x 0.22 mm filtered PBS pH 8 in a polystyrene tube
for FCM (Becton Dickinson Labware). The remaining 5
u1 were applied on slides and treated as described above
for EFM observation. Analysis was carried out first with
the Non Eub hybridized sample without propidium iodide
(PI, Molecular Probes), then with PI (100 ng of PI in each
sample, 10 min before analysis). The samples were vor-
texed and passed at low speed in a FACSCalibur flow
cytometer (Becton Dickinson). Analysis was done using
CELL QUEST software (Becton Dickinson). FITC fluores-
cence was detected in the FL1-channel, PI fluorescence in
the FL3-channel. One gate was used in the FL3 channel to
count only the Pl-positive events and to subtract the
background fluorescence of the cells hybridized with the
Non Eub negative control. Another gate in the SSC chan-
nel permitted to exclude most of the small fragments.
Thirty thousand events were counted at approximately 500
events per s.

FISH on faeces

In situ hybridization was applied to faeces issued from six
mice. Faeces were weighed, diluted 1/10 (w/v) in sterile
PBS buffer pH 7.2 and vortexed for 20 s at 2500 rpm.
After 10 min, the supernatant was diluted in 3 volumes of
4% PFA for fixation at 4°C for 3 h. The same procedure as
described above was used for hybridization, except that
hybridization was conducted with CY3-labelled probes
only.

FISH on caecal contents

In situ hybridization of caecal contents was performed on
contents issued from six mice. Open caeca were cut longi-
tudinally and gently scraped. The same procedure as de-
scribed above for hybridization on faecal suspensions was
employed. and hybridization was carried out with CY3-
and FITC-labeled probes. Three independent analyses
were run for each of the six caeca.

FISH on caecal sections

Six open caeca were cut longitudinally and gently rinsed
with PBS buffer to maintain the mucus layer in situ. Out of
the center of the tissue, a square of approximately 15 mm?
was excised out and dipped into a freezing liquid (Cryoma-
trix, Shandon; Life Sciences International Ltd.), and then
frozen by immersion in liquid nitrogen. Samples were kept
at — 80°C until hybridization. Five to 10 gm thick sec-
tions were cut in a cryostat (Cryomine, Osi, France) and
mounted onto polylysine slides (Poly-prep slides, Sigma),
fixed in 4% PFA for 30 min at room temperature, rinsed
twice in PBS pH 7.2 and once in distilled water, then
allowed to dry. With a pap pen (Sigma), a circle was
drawn around the tissue specimen. Sections were then
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covered with 50 gl hybridization solution ie. 44 ul hy-
bridization buffer with 30% formamide and 6 xl CY3-la-
belled probe at 50 ng/m! (6 ng/ml final concentration).
Wells were subsequently covered with incubation cham-
bers (Probe-clip press-seal incubation chambers. Sigma)
and the slides were incubated in darkness at 46°C for 16 h.
After hybridization. wells were washed with 50 gl pre-
warmed hybridization buffer at 46°C for 20 min in dark-
ness. The slides were then rinsed with distilled water and
allowed to dry at 37°C in darkness. The slides were finally
mounted in a Slow Fade® solution containing 0.0001%
DAPI and observed in the same way as previously
deseribed.

Electron microscopy

Bacteria were cultivated on blood agar or TGY broth for
2-3 days. One colony or one drop of bacterial suspension
was diluted in sterile PBS pH 7.2. One drop of this
suspension was deposited on parafilm. Bacteria were then
adsorbed by placing carbon stabilized nitro-cellulose film
copper specimen grids (Fullman Inc.. USA) on the drop
for 5 min. The grid was negatively stained with a 2%
phosphotungstic acid solution, pH 7.2, for 2 min. After
removing of the excess of staining solution and drying, the
grids were observed by using a 301 Philips transmission
electron microscope.

For in vivo localization of bacteria, open caeca of axenic
and gnotoxenic mice were cut longitudinally and gently
rinsed with PBS buffer. Out of the center, squares of
approximately 15 mm® were excised. Tissue samples were
then fixed in 0.1 M cacodylate buffer pH 7.4 plus 1.5%
glutaraldehyde (Sigma) for 20 min at room temperature.
Samples were post-fixed with 1% osmium tetroxide in
cacodylate buffer for 20 min at room temperature, dehy-
drated in a series of graded ethanol solutions and embed-
ded in Epon resin. Ninety nm sections were cut with a
Leica Ultracut microtome, placed on grids, stained for 20
min with uranyl acetate and 10 min with lead citrate.
Grids were observed with a 301 Philips transmission elec-
tron microscope.

Nucleotide sequences accession numbers

The 16S rDNA gene sequences of strains studied here have
been deposited in the EMBL data library under accession
no. AF028349 to AF028351.

RESULTS

Molecular identification of the barrier flora against C.
difficile

16S rDNA sequencing confirmed the identity of the two
previously described anaerobic species C. indolis and C.
cocleatum (10, 11) as their sequences were present in the
ribosomal data base. The third strain, Eubacterium spp..
was not referenced in the ribosomal database and we
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named it Clostridium *fusiformis™, due to its spindle shape.
A formal description of the species is currently under way.
We constructed a phylogenetic tree (Fig. 1), indicating that
this species is located in the clostridial cluster XIVa (16). It
is extremely oxygen sensitive and spore forming. TEM in
pure culture and in vive permitted to show that only C.
Sfusiformis was flagellated (data not shown).

Validation of specific probes

For each barrier strain, short sequences were chosen after
alignment with phylogenetically close species and submit-
ted to the ‘Check Probe’ program of the RDP, revealing
that each probe was theoretically specific for the targeted
organism. Each specific probe was validated using pure
cultures of the different species in order to verify that (i)
the targeted rRNA in whole cells was accessible; (ii) that
the signal intensity was sufficient; and (iii) that each probe
hybridized only with the targeted strain. The three bacte-
rial species were hybridized with CY3-labelled probes for
detection by EFM, with FITC-labeled probes for detection
by FCM. As observed by EFM and FCM, bacteria were
labeled by the universal probe Eub 338 and the specific
probes, whereas no fluorescence occurred after hybridiza-
tion with the Non Eub probe. No cross-reaction occurred
between the three probes.

Relative quantification of the barrier flora in faeces and
caeca of trixenic mice

In faeces of trixenic mice, after hybridization with specific
probes and detection by EFM, we were able to detect C.
cocleatum and C. fusiformis, but not C. indolis. Neverthe-
less, bacteria presenting the same typical morphology as C.
indolis were detected by DAPI-staining, suggesting that C.
indolis was present. For the other two species, the compari-

Clostridium oroticum
Eubacterium contortum
-E Eubacterium fissicatena
Ruminococcus torques
|_—-adhufec 80.25
Ruminococcus lactaris

Ruminococcus gnavus

Clostridium “fusiformis”
adhufec 420

1% Eubacterium formicigenerans

Fig. 1. Phylogenetic tree based on the 165 DNA sequences,
showing the position of C. fusiformis in the clostridial cluster
XIVa. The tree was constructed by neighbor-joining analysis of
distance matrix obtained from a multiple-sequence alignment. The
scale bar represents substitutions per 100 nucleotides.
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son by EFM of specific probe- and DAPI-labeled fields
permitted to show that most of the cells presenting typical
C. cocleatum or C. fusiformis morphology were labeled. In
caecal contents, the three species were easily detected, and
probe conferred fluorescence of C. fusiformis was more
intense than in faecal suspensions; therefore we decided to
continue our experiments on caecal contents only.

After validation of hybridization with CY3-labelled
probes, we used FITC-labeled probes for enumeration by
FCM. We tested different concentrations of PI in order to
label the DNA-containing cells and to allow simultaneous
detection of the FITC-conferred fluorescence. High con-
centrations ( > 30 ug/ml) of PI completely overlapped the
FITC- fluorescence. A 100 ng/ml concentration was found
to be appropriate: PI- and FITC-positive events were
clearly distinguishable from the background noise. Fur-
thermore, we excluded the events for which SSC-value was
inferior to 256, since these events corresponded only to
fragments. Among Pl-positive events 71.6 +2.4% were
detected by the Eub 338 probe. Results of the relative
quantification of each species are reported in Fig. 2 (Fig. 2
Left) Among the Eubacteria detected events, 3.3+ 1.1%
were detected by the C. indolis specific probe, 10.3 + 2.6%
by the C. cocleatum specific probe and 78.2 + 5.2% by the
C. fusiformis specific probe.

Spatial localization of the barrier flora species

Hybridization with the three species-specific labeled probes
permitted to localize the bacteria in caecal tissue sections
of trixenic mice. C. indolis and C. cocleatum were observed
adhering to the mucus layer and were present near the
surface of microvilli (Fig. 2, D and H). C. fusiformis was
localized inside the mucus layer, near the surface of the
villi, and at the opening and within the crypts (Fig. 2, F).
TEM confirmed the results obtained by in situ hybridiza-
tion. No bacteria were detected inside the crypts in dixenic
mice (C. indolis + C. cocleatum harboring mice) (data not
shown). In contrast, we observed bacteria deep inside the
crypts and in direct contact with microvilli in trixenic
caeca (Fig. 3). Flagellar structures were present around
these bacteria, strongly suggesting the presence of C.
Sfusiformis.

DISCUSSION

In order to identify the bacterial species involved in our
model barrier flora, we sequenced the 165 rDNA of the
three species and compared it with sequences in the Ribo-
somal Database. This allowed us to confirm the identity of
two species as C. indolis and C. cocleatum and to deter-
mine the phylogenetic position of the third strain in the
clostridial cluster XIVa (16). To explain the barrier effect,
we focused on the interactions taking place in the caecal
mucus layer between host cells and the barrier microbiota.
By scanning electron microscopy and the ‘Swiss rolls’
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Eubactenia
100%

T
FSCH

C.cocleatum
10.342.6%

x 250

C. fusiformis
78.245.2%

x 250

C.indolis
3.3+1.1%

x 250

Caecal contents Caecal sections

Fig. 2. Left; FCM density plots obtained after hybridization of caecal contents with the universal probe Eub338 (A) and the
species-specific probes for C. cocleatum (C), C. fusiformis (E) and C. indolis (G). Percentages calculated in comparison with Eub338
labelled events are reported for each species, Y-axis represents the fluorescence intensity, X-axis the FSC parameter depending on cell size,
The line on the density plots fix the non-labelled events: it has been drawn after hybridization with the negative probe Non Eubacteria.
Right: microscopy images obtained after hybridization with the same probes on caecal sections by using EFM (B probe Eub 338, D, F
and H species-specific probes for C. cocleatum. C. fusiformis and C. indolis, respectively.
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Fig. 3. TEM image of sectioned caecal wall of a trixenic mouse harboring the barrier flora, showing bacteria in direct contact with
brush-border microvilli and the mucus layer.
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technique, we previously observed that the three barrier
species and C. difficile were embedded in the mucus layer
(17) and furthermore that the barrier strains were capable
of degrading mucins, contrary to C. difficile (11). In order
to better appreciate the constitution and the spatial distri-
bution of the C. difficile model barrier flora we used in this
work the rRNA probe technology. This technology has
been used to study a variety of ecosystems, and there are
several examples of its application for the in situ study of
gut flora on histological sections (18-20). In our study,
only 71.6 + 2.4% of the PI positive events were detected
with the Eub338 probe. This result is not surprising: the
Pl-positive but Eub338-negative events are certainly bacte-
ria with low metabolic activity and hence low rRNA
contents, that cannot be detected by hybridization with
rRNA-targeted probes (3, 21). The relative quantification
of the barrier flora by FCM showed that C. fusiformis is
widely predominant in the barrier flora (78.2%). followed
by C. cocleatum (10.3%) and C. indolis (3.3%). The fact
that C. indolis is the least abundant species in caecal
content could in part explain the fact that we could not
detect it in the faeces by EFM. Moreover, C. indolis may
exhibit a poor metabolic activity. We previously demon-
strated that this species possesses only a sialidase activity,
whereas C. cocleatum possesses a wide-ranging enzymatic
potential that may confer it an elevated metabolic activity
in the faeces (17). The use of FCM to detect hybridized
bacteria proved to be a powerful tool for quantification of
species in the gut: this material allowed to count much
more individual bacterial cells than visual counting with
EFM (22, 23). Because proportions of each species are not
necessary the same in the lumen and in the crypts, a
promising tool for intestinal ecology studies would be
FCM counting after separation of the flora into lumen-,
mucus- and epithelium-associated subpopulations (24).

Three distinct mechanisms allow bacteria to escape from
intestinal transit, and to persist in the gut: adhesion,
surface and deep mucus colonization and crypt association
(19). Our data suggest that C. fusiformis, conferring the
anti-C. difficile barrier effect, is able to establish deeply in
the crypts as C. difficile does. The fact that C. fusiformis is
the only flagellate species among the three species of the
barrier flora could in part explain its ability to colonize the
gut at higher levels than C. cocleatum and C. indolis. The
tissue association in the mouse caecum of a aflagellate
strain of C. difficile was 10-fold lower than that of a
flagellate strain (25). This observation is in accordance
with the study of Stanton et al. (26), showing a better
ability of a wild type, flagellate Roseburia cecicola strain,
to colonize the gut than a aflagellate mutant. Freter et al.
(27) showed that motility and chemotaxis positively influ-
ence mucus association.

We herein report on the application of new molecular
techniques in order to better understand the constitution
and the localization of a model C. difficile barrier flora.

C. difficile barrier microbiota 209

This is the first step for a more comprehensive work in
which we will study the mechanisms of the protective
effects of this flora against C. difficile.
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SUMMARY

Aims: Monitoring of microbial changes during and after application of various
disinfection treatments in a model domestic water system.

Methods and Results: A pilot-scale domestic water system consisting of seven
galvanized steel re-circulation loops and copper dead legs was constructed. Culture
techniques, confocal laser scanning microscopy after fluorescent in situ hybridization
and viability staining with the BacLight® LIVE/DEAD kit were used for planktonic and
biofilm flora monitoring.

Before starting the treatments, the system was highly contaminated with L.
pneumophila and biofilm populations mainly consisted of p-Proteobacteria. In the
water and the biofilm of the loops, continuous application of chlorine dioxide (0-5 mg
I'"), or chlorine (2:5 mg I'") were very effective in reducing the microbial flora,

including L. pneumophila. Heterotrophic bacteria, although strongly reduced, were
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still detectable after ozone application (0-5 mg I''), whereas with monochloramine
(0-5 mg I'") and copper-silver ionization (0-8 / 0-:02 mg I""), the contamination
remained significantly higher. Monochloramine and copper-silver did not remove the
biofilm. During copper-silver application, Legionella re-growth was observed. Only
chlorine dioxide led to detectable effects in the dead leg. Amoebae could not be
eliminated, and after interrupting the treatments, L. pneumophila quickly recovered

their initial levels, in all cases.

Conclusions: Chlorine dioxide, applied as a continuous treatment, was identified in
this study as the most efficient for controlling L. pneumophila in a domestic water
system. Chlorine dioxide showed a longer residual activity, leading to improved
performance in the dead leg. Amoebae resisted to all of the treatments applied and
probably acted as reservoirs for L. pneumophila, allowing a quick re-colonization of

the system once the treatments were interrupted.

Significance and Impact of the Study: Control of microbial contamination requires
maintenance of a constant disinfectant residual throughout the water system.
Treatment strategies targeting free-living amoebae should lead to improved control of
Legionella pneumophila. Such treatment strategies still have to be investigated.

Keywords: biofilm, domestic water, disinfection, Legionella, viability, fluorescence,

confocal, amoebae.

INTRODUCTION

During the last 25 years, a growing attention has been given to the contamination of
man-made water systems by Legionella pneumophila. Legionellosis outbreaks are
still regularly reported and the per annum incidence rate of the disease is currently 10
reported cases per million persons in Europe (www.ewgli.org), whereas it has been
estimated to 8000-18 000 in the United States (Marston et al. 1997).

This ubiquitous Gram-negative rod frequently colonizes man-made aqueous
environments such as cooling towers, domestic water systems, humidifiers or
whirlpool spas, where it lives a complex “social life” (Fields 2002). Protozoa have
been demonstrated to play a major role in L. pneumophila transmission. Intra-cellular
replication in eukaryotic hosts is probably the only way for this pathogen to multiply in
the environment (Abu Kwaik et al. 1998). Furthermore, it can survive within

Acanthamoeba cysts wherein it is protected from the action of biocides (Kilvington
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and Price 1990). As a free-living organism, L. pneumophila is able to enter a viable
but non-culturable state in low-nutrient environments and can persist for long periods
in biofilms commonly found in domestic water systems and air conditioning
equipments (Murga et al. 2001). It is widely admitted that these biofilms play a critical
role in the persistence of these bacteria within water systems. Indeed, multiple
resistance mechanisms are at work within this embedded community, such as:
prevention of disinfectants access to the bacteria by the exopolysaccharide matrix
(Stewart et al. 2001), heterogeneity in physiological activity and genes expression of
individual cells leading to different susceptibility (Cochran et al. 2000; Wimpenny et
al. 2000), easier horizontal gene transfer due to the high density of bacteria,
facilitating spread of the genes conferring resistance to certain biocides (Molin and
Tolker-Nielsen 2003; Schwartz et al. 2003b). Furthermore, by supporting amoebal
grazing, these biofilms regulate the population of protozoa potentially contaminated
by L. pneumophila (Kalmbach et al. 1997b; Barbeau and Buhler 2001).

Various methods to control Legionella in man-made water systems have been
described in the literature (Kim et al. 2002; Lee et al. 2002; Campos et al. 2003).
These methods consist of physical and / or chemical treatments. However, it is now
evident from field practice and recent pilot scale studies that none of these
treatments lead to a total eradication of the bacterium, and that re-colonization occurs
as soon as the treatments are interrupted (Loret et al. 2003, Saby et al. 2003).

The aim of this study was to monitor the changes in microbial populations during
treatments application in a pilot-scale domestic water system, in order to explain
Legionella resistance to disinfectants, and re-colonization mechanisms.

Six different disinfection treatments were compared in this study: chlorine, electro-
chlorination, chlorine dioxide, monochloramine, copper-silver ionization, and ozone.
As classical culture methods can recover only less than 1% of the total flora in
oligotrophic systems such as drinking water (Staley and Konopka 1985), various
molecular methods were used to monitor the microbial changes. These methods
consisted of Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) with oligonucleotidic probes
targeting rRNA, and viability staining with the BacLight® LIVE/DEAD kit (Molecular
Probes) for biofilm analysis (Manz et al. 1993; Kalmbach et al. 1997a; Hope and
Wilson 2003), in conjunction with confocal laser scanning microscopy and software-

aided image analysis.
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MATERIAL AND METHODS

Pilot unit (Fig. 1)

The pilot-scale domestic water system used in this study consisted of seven identical
rigs, each composed of a galvanized steel re-circulation loop (interior / exterior
diameter: 26/34 mm — length: 30 m, volume: 16 |) and a copper dead leg (interior /
exterior diameter: 20/22 mm, length: 13 m, volume: 4 |). Temperature was maintained
at 35°C. Solenoid valves located on the loops and at the outlet of each dead leg
allowed automatic discharges of the water, simulating water consumption. These
discharges were performed directly from the loops or through the dead legs. The total
volume of each loop was completely renewed every day, by steps. Water velocity in
the loops was close to 0:1 m s™ (200 | h™). Two types of biofilm monitoring devices
were installed: PVC cartridges filled with 5 mm glass beads (total surface: 157 cm?)
for culture and FISH analysis, and 1 cm? PVC coupons for non-destructive staining

and microscopic observation of biofilms.

Test program
The study was divided in three stages: colonization, disinfection, and re-colonization.

During the colonization stage, a complex ecosystem was established in the pipe work
by circulating sand-filtered river water during two weeks, followed by progressive
dilution with de-chlorinated drinking water (Table 1) for one month (renewal rate: 25%
per day). At the end of this period, the pilot unit was found to be naturally
contaminated with a L. pneumophila serogroup 1 strain, and an amoebae population
consisting of Acanthamoebae, Hartmannella, and Vahlkampfia. In order to increase
the level of contamination, the L. pneumophila strain was cultured on BCYE agar
(Oxoid, France). Once the river water totally replaced by drinking water, the culture
was re-suspended in sterile Phosphate Buffer Saline (PBS), and approx. 10° cells
were injected in each of the seven rigs. The evolution of the ecosystem was then
monitored for three months before starting the treatments.

During the disinfection stage, water renewal was set at 100% of the loops volume per
day, in ten sequences per day, simulating water consumption. During the two first
months, the water was only partially discharged through the dead legs. During this
period, the water volume within each dead leg was renewed only by 20% per day. On
the third month, the volume of each loop was totally discharged through each
corresponding dead leg, in ten sequences per day of 1-5 litre each. The total volume
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of each dead leg was then totally replaced by treated water from the loop
approximately four times per day. During the disinfection stage, each of six loops
received continuous application of one of the following disinfectants: chlorine (2-:5 mg
I'" free chlorine), electro-chlorination (2:5 mg I free chlorine), monochloramine (0-5
mg I total chlorine), chlorine dioxide (0-5 mg I'"), ozone (0-5 mg I at the contact
column inlet) and copper-silver ionization (0-8 / 0:02 mg I'"). The seventh loop was
used as a control and remained untreated. All treatments were continuously applied
for more than three months (106 days), except monochloramine. In that case,
monochloramine concentration in the stock solution used for the study showed a fast
decrease and required renewal twice each day. Due to this constraint, the study
duration of monochloramine was limited to one month.

For the re-colonization stage, an ultra-filtration unit (Aquasource M1-A35) was
installed at the water inlet of the pilot unit prior to treatments interruption, to avoid any

contamination from the make-up water.

Culture methods
Standard culture methods were used to monitor the planktonic flora. L. pneumophila

were isolated according to ISO 11731. Amoebae were enumerated by using a Most
Probable Number (MPN) method as described by Pernin et al. (Pernin et al. 1998).
Heterotrophic plate counts (HPC) were obtained by culture on Difco R2A agar at
22°C for 7 days. For biofilm analysis, glass beads were sonicated for two minutes in
sterile tap water (60 ml for 200 beads). This suspension was analyzed as described

for the planktonic flora.

Biofilm architecture and viability
PVC coupons were removed at days —12, 6, 35 and 106 after treatment initiation for

the loops, and at days —12, 51 and 106 for the dead legs. They were stored for a
maximum two hours in water from the pilot unit and stained with the BacLight®
LIVE/DEAD bacterial viability kit (Molecular Probes, L-13512) as recommended by
the manufacturer. Biofiims were observed with a Zeiss LSM 510 confocal
microscope. A 40x water immersion objective was used. Samples were scanned at
488 nm and syto9® (staining living bacteria) was detected through a 498-530 nm
bandpass filter whereas propidium iodine (staining dead bacteria) was detected

through a 594-680 nm band pass filter. The base surface of each field was 230 pm?
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and biofilms were analysed by using 1-um thick optical slices. Four image stacks
were acquired for each coupon. Imaged 1.30v (The National Institutes of Health,
USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/) implemented with the LSM Reader 3.2b plug-in
(http://ibmp.u-strasbg.fr/sg/microscopie/methods/ij.html) were used for adding
thresholded fluorescent signals of the green and red channels (total biomass).
Resulting slices were renamed with the Irfan View 3.85 (www.irfanview.com)
software and image analysis was performed using the Comstat macro developed by
A. Heydorn (Heydorn et al. 2000), allowing evaluation of total biomass and thickness
of biofilms and determination of the live / dead biomass ratio by comparing IP-stained

biomass to total biomass for each slice.

Fluorescent in situ hybridization of biofilms

The probes used in this study were labelled with Cy5. They are described in Table 2.
For biofilm hybridization, glass beads were sampled at days —-12 and 6 after
treatment initiation, and sonicated for two minutes in sterile water. Supernatant was
filtered on 0-22 pm white polycarbonate filters (Millipore). Filters were then immersed
for three hours in 4% paraformaldehyde (PFA) ice-cold, washed with sterile distilled
water and stored at —20°C in a 1:1 mixture of PBS and 96% (v/v) 0-22 ym filtered
ethanol (EtOH/PBS). Before hybridization, bacteria were scraped from the filters,
washed with EtOH/PBS, re-suspended in three to four ml EtOH/PBS and sonicated
again for three minutes. 50 pl were deposited on Teflon poly-lysin coated slides
(Merck) and allowed to dry. 50 pl of a 10 mg ml”" lysozyme solution were deposited
on wells for 10 minutes at room temperature before hybridization with MixXLGC354
and HGC69a probes. EUB338 mix was hybridized with or without lysozyme
permeabilization treatment. The slides were then rinsed in MilliQ water (Millipore),
dehydrated and processed as previously described (Manz et al. 1992). After in situ
hybridization, the cells were stained with syto9® (6 uM in ice-cold water) for three
min. After removing the excess syto9® by briefly rinsing the slides with ice-cold MilliQ
water, slides were dried with pressurized air and mounted with the SlowFade®
Antifade reagent (Molecular Probes). Image acquisition was conducted with a Zeiss
LSM 510 confocal microscope (63x oil immersion objective). Syto9® was detected as
described above and Cy5 was detected after excitation at 633 nm through a 650 nm

long pass filter. For each hybridization 12 dual colour fields were acquired. They were
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then opened in Imaged with the LSM Reader plug-in. Two 256 grey levels stacks,
corresponding to syto9® and Cy5 staining for the 12 fields, were created with the
LSM Fusion plug-in (http://ibmp.u-strasbg.fr/sg/microscopie/methods/ij.html). Slices
were then analysed with the Comstat software: for each probe, relative biomass

abundance was determined in comparison to syto9®-stained biomass.

RESULTS

Colonization stage
One month after injection of the cultured strain, planktonic Legionella stabilized and

remained at the same level until the end of the colonization period. Planktonic
populations at that time were comparable in the re-circulation loops and the dead
legs (Fig. 2). Among the different rigs, Legionella counts ranged from 10 to 3 x 10°
CFU ml”', amoebae counts from 0-8 to 16 MPN ml™, and HPC from 2 x 10* to 10°
CFU ml™. In the biofilm however, colonization rates were significantly (P < 0-05)
higher in the re-circulation loops, in comparison to the dead legs, with respective
mean values of 1-5 x 10° CFU cm™ (vs 40 CFU cm™) for Legionella, 40 MPN cm™ (vs
2 MPN cm™) for amoebae, and 3 x 10* CFU cm™ (vs 6 x 10° CFU cm™) for HPC.

Disinfection stage
Microbial counts in the re-circulation loops

As shown on Fig. 3, all planktonic and sessile populations remained stable in the
control loop throughout the three month study period. In the treated loops, Legionella
were reduced to undetectable levels in all cases, after day 6, in the water and the
biofilm. In the case of copper-silver however, Legionella re-growth was observed at
the end of the study, in the water and the biofilm as well. HPC were reduced to
undetectable levels with chlorine and electro-chlorination, and significantly reduced
with chlorine dioxide and ozone. Monochloramine and copper-silver however did not
affect HPC significantly during the study.

Some of the treatments reduced planktonic amoebae significantly (ozone, chlorine,
electro-chlorination, chlorine dioxide). However, none of them led to undetectable
levels in the water, and at day 106, amoebae populations in the biofiims were in all

cases comparable to their initial levels, at day —12.
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Microbial counts in the dead legs

As long as the water renewal rate was maintained at 20% per day, no significant
change of the planktonic and biofilm populations was observed in the dead legs (data
not shown). After seven days of applying a flushing program consisting of totally
discharging the loop volumes through the dead legs every day, Legionella became
undetectable in the water and the biofilm of the dead leg receiving chlorine dioxide.
Amoebae and HPC remained unchanged in this dead leg. No change in the

planktonic nor sessile microbial populations was observed in the other dead legs.

Changes in the biofilm observed after Live/Dead® staining

As determined by image analysis, values for average thickness and total biomass of
main loops biofilms before treatments initiation were low: 2:9 £ 1-:0 ym and 0-8 £ 0-4
um® pum, respectively (data not shown). For this reason it was decided to estimate
biofilm changes by calculating the biomass observed per microscopic field. As in our
experiments, the minimum cell amount to perform image analysis was approximately
500 cells / field, the detection limit was 5 x 10% to 5 x 10 ym?® / field.

In the loops, initial biofilm volume per microscopic field as determined by image
analysis ranged from 1:3 £ 0-7 to 7-4 + 5:5 x 10* um?® (Fig. 4). The proportion of dead
bacteria within these biofilms ranged from 1-1 £ 5:6% to 20-1 £ 12:8%, with an
average value of 9-9 + 6-9%. Variations of the same order were observed among the
coupons sampled in the control loop during the disinfection stage.

At day 6, no bacterial biomass could be quantified on coupons treated with ozone,
chlorine and electro-chlorination.

With chlorine dioxide, biofilm removal was more progressive. In that case, the
biomass value decreased from 3-1 + 1-9 x 10* to 1:7 £ 0-7 x 10* ym® / field at day 6,
with a two fold increase in the dead bacteria proportion. However numerous syto9®-
stained amoebae were present on the microscopic fields (Fig. 5C) and were counted
as living bacterial biomass. Therefore the proportion of dead bacteria at day 6 was
under-estimated in that case. After day 6, no more biomass was detected with
chlorine dioxide.

With monochloramine, the total biomass remained unchanged at approximately 2-1 x

10* ym?® / field. After a significant increase at day 6, up to 71-8 + 17-8%, the
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proportion of dead biomass decreased to 17% at day 35, and living bacteria were still
detectable in the biofilm at the end of the treatment period (Fig. 4 & 5).

With copper-silver, the total biomass was significantly reduced from 7-4 + 5-4 to 0-6 +
0-3 x 10* um?®/ field. The proportion of dead biomass increased at day 6, up to 40-6 £
3-1%, but thereafter decreased progressively to 4-2 + 8-2% at day 106.

Only chlorine dioxide reduced the biofilm in the dead leg, leading to undetectable
biomass at day 106 (data not shown). In the other dead legs, total biomass remained
constant or even increased during the study in some of the rigs, with values ranging
from 1-0 to 9:0 x 10* um? / field. Dead biomass proportions also remained constant or

even decreased in some of the rigs, during the study.

Changes in the biofilm observed with fluorescent in situ hybridization

As described in Table 3, biomass stained with MixEUB338 at day —12 ranged from
25 to 76% of the total syto9® —stained biomass, with a mean value of 45-5 + 19-3%.
Microbial flora in the loops before treatments initiation was mainly composed of -
Proteobacteria, in some cases associated with a- and y-Proteobacteria. Bacteria
hybridizing with probe SRB385, known as probable sulphate reducing bacteria, were
detected in low numbers in some of the rigs. CF319a probe gave no positive signal in
any of the samples. No significant differences (P>0-05) were observed after
hybridization with MixEUB338 probes with lysozyme treatment. No signal conferred
by MixLGC354 or HGC69a probes was detected, suggesting that Gram positive
bacteria were absent or not detectable (data not shown). The addition of the
percentages of biomasses stained with group-specific probes was almost equal to
the percentage of MixEUB338-stained biomass in biofilms from the loops thereafter
treated with electro-chlorination and chlorine dioxide, and in the control loop. This
was not the case in the other samples, indicating the possible presence in high
number of micro-organisms that were not detected with our probes set. Few cells
were detected with the LEG705 probe in the biofilm from rigs contaminated with at
least 10° L. pneumophila cm™ (Fig. 6). However, when submitted to image analysis,
LEG705- conferred signal was not significantly different from background signal
detected after hybridization with Non338 probe (data not shown).

At day 6, no probe- nor syto9®- conferred signal was detectable in the biofilms

treated with electro-chlorination, chlorine dioxide and chlorine. With monochloramine,
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25% of the syto9®-stained biomass hybridized with the MixEUB338 probes but none
of the group-specific probes gave a positive signal, indicating that an unknown group
of micro-organisms had survived the treatment. With ozone and copper-silver, large
non-specific fluorescent spots appeared after hybridization, impairing cell detection
with the probes. Syto9®-staining was unaffected and living cells in the copper-silver-
but not in the ozone-treated biofilm were detectable. 8- and a- Proteobacteria were
detected in the non-treated biofilm at day 6, accounting together for approximately

the same percentage of biomass as the one stained with MixEUB338.

Re-colonization stage

This test consisted of observing the re-colonization of the loops by L. pneumophila
and amoebae after stopping the treatments. Prior to interrupting the treatments, an
ultra-filtration membrane was installed at the water inlet of the pilot unit to avoid any
external contamination. A rapid re-colonization of the loops was observed in all
cases: L. pneumophila recovered within 4 to 5 days their initial concentration in the
water and the biofilm. Amoebae also recovered their initial levels. No change was
observed in the contaminated dead legs, whereas in chlorine dioxide treated dead

leg L. pneumophila also recovered their initial concentration.

DISCUSSION

The colonization procedure applied in this study allowed to establish a stable
ecosystem in the pilot scale domestic water system, despite a water renewal rate of
100% per day in each re-circulation loop. The stability of the ecosystem was
confirmed in the control rig, during the three-month disinfection stage. The microflora
was representative of natural microbial communities typically observed within actual
domestic water systems. It was mainly composed of B-Proteobacteria, with
Legionella and amoebae (Acanthamoeba, Hartmannella, Vahlkampfia) being present
in high numbers. LIVE/DEAD staining and image analysis showed that initial biomass
levels on PVC coupons in the re-circulation loops were low and cells were not
uniformly distributed on the surfaces (Fig. 5A). At the end of the 120 day colonization
period, values calculated with the Comstat software for average thickness and
biomass were: 2:9 + 1-0 ym and 0-8 + 0-4 ym® um™, respectively. Values of the same

order were recently reported in a study by Martiny et al. (Martiny et al. 2003) for
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drinking water biofilms grown for 94 days on stainless steel coupons: 4:6 £ 1-8 um for
average thickness, 1-6 + 0-8 um® ym™ for biomass.

According to the results of the culture methods, biofilm development was significantly
lower in the copper dead legs, in comparison to the re-circulation loops (Fig. 2).
Copper has been reported to have a bactericidal effect and to be constantly less
colonized than other materials during assays in a model potable water system
containing a complex microbial flora and L. pneumophila (Rogers et al. 1994). In our
case however, biofilms were not recovered from the metal, but from glass beads
contained in PVC cartridges, and the level of dissolved copper in the water of the
dead legs (90 ug I'") was insufficient to explain the difference in biofilm colonization
with the loops. The difference in hydraulics applied to loops and dead legs, and the
consequences on nutrient availability can more probably account for this difference in
biofilm development.

Biofilm composition obtained by FISH was similar to the composition of drinking
water biofilms reported by Kalmbach et al. (Kalmbach et al. 1997b), describing B-
Proteobacteria as the dominant group. In our study, glass beads were exposed to
colonization for 120 days and biomasses were hybridized with group-specific Cy5-
labelled probes and compared to syto9®-stained biomasses. Calculated proportions
were 455%, 3:7%, 27-6%, 3-:6% and 0% for MixEUB338, Alpha968, Bet42a,
Gam42a and CF319a probes respectively. In Kalmbach et al. study, biofiims were
grown on glass surfaces inserted in a modified Robbins device and exposed during
70 days to drinking water. Group-specific FLUOS-labeled probes were used and
hybridized biomasses were compared to 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-
stained biomasses. Calculated proportions were: 49%, 3%, 34%, 6% and 0% for
probes EUB338, Alf1b, Bet42a, Gam42a and CF319a respectively. A similar study
was conducted by Schwartz et al. with plastic and metallic coupons exposed during
four days in a house branch connection supplied with bank-filtered drinking water.
They reported significant differences in proportions of a- and y- Proteobacteria: 4 to
23% and 27 to 41%, and B-Proteobacteria accounted for 33 to 42% (Schwartz et al.
1998). The authors suggested that the raw water source used for drinking water
production could explain these differences: groundwater in Kalmbach et al. study,
bank-filtered river water Schwartz et al. study. The drinking water used in our study

was produced from bank-filtered river water, but the age of the biofilm (four days vs
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120 days) and the nature of the material used as support (glass vs plastic and metal)
had probably more influence than the origin of the drinking water. The addition of the
percentages of biomasses stained with group-specific probes was not equal to the
MixEUB338-stained biomasses in biofiims from the loops thereafter treated with
ozone, chlorine, monochloramine and copper-silver, indicating the possible presence

in high number of micro-organisms that were not detected with our probes set.

All the treatments except copper-silver led to undetected levels of L. pneumophila in
the water and biofilm of the loops, by culture and FISH methods as well. During
copper-silver application, Legionella re-colonized the water and the biofilm. Such re-
colonization was also observed during long term field studies, in which it was shown
that L. pneumophila developed a tolerance to silver ions (Rohr et al. 1999). In the
present study, copper-silver led to the formation of sludge in the re-circulation loop.
Copper is known to be able to precipitate at pH values above 6-0 (Lin et al. 2002).
With a pH value of 7-6 in our case, 90% of the copper should have been present as
insoluble complexes in the treated rig. This could also account for the lesser
performance of copper-silver in comparison to all other disinfectants.
Monochloramine at 0-5 mg I" induced an important increase in dead biomass
proportion but syt09®—stained bacteria were still present, forming small clusters in the
biofiim at day 6 (Fig. 5B). At the same time however, HPC showed no significant
change in the biofilm. This could be due to differences in the materials used for
biofilm monitoring (glass beads for HPC and FISH, PVC coupons for LIVE/DEAD
viability testing). As biofilms grown on glass have been shown to be five times less
active than biofilms grown on PVC (Hallam et al. 2001), they may be more resistant
to disinfection. This could also explain the similar discrepancies observed between
HPC and LIVE/DEAD staining with ozone and copper-silver. Similar bacterial
resistance to monochloramine was reported with Klebsiella pneumoniae and
Pseudomonas aeruginosa grown together on stainless steel surfaces in continuous-
flow annular reactors and treated with 2 mg I"" monochloramine: after a 2 h contact
time, bacterial respiratory activity persisted deep in the biofilm (Huang et al. 1995). In
a recent study, Williams et al. (Williams and Braun-Howland 2003) evaluated the
efficiency of monochloramine against drinking water biofilms grown on ductile iron
coupons in a model plumbing system. Biofilms enriched with Escherichia coli were

left in contact with monochloramine at 4 ppm during 155 h or two weeks, and at 2

318



Annexes

ppm for two weeks. They were able to detect E. coli and L. pneumophila with FISH
probes in biofiims exposed for a short time, but not in biofiims exposed for two
weeks. In our study, Legionella were not detectable any more at day 35, but a
selection of bacterial species that did not hybridize with our group-specific probes
was observed. This selection led to an increase of the living biomass at day 35 as
shown by LIVE/DEAD staining. As it is well known that chloramination for disinfection
of drinking water promotes the growth of nitrifying bacteria (Regan et al. 2003), we
checked the specificity of our probes for these species. The only group that could be
detected with our probes was the Nitrospira group of nitrite-oxidizing bacteria. In their
study, Martiny et al. (Martiny et al. 2003) showed that species belonging to this genus
can represent as much as 78% of the T-RFLP clones in a 256-day-old biofilm grown
on stainless steel coupons. As in their study the water supplying the model plumbing
system contained no chloramines, it is an hypothesis that in our study these species
were present before initiating the treatment and were then selected by
monochloramine. However this group should have been found together with
ammonia-oxidizing bacteria that release nitrite in presence of chloramines and that
should be detected with the Bet42a probe. Further investigations with specific probes
for Nitrospiraceae would be needed.

Ozone at 0-5 mg/L had an effect throughout the entire recirculation loop against
planktonic and biofilm populations, even in the absence of detectable residual after
the contact column. This result was surprising, but could be explained by the
presence of an ozone residual below detection limits.

Chlorine (as bleach or obtained by electro-chlorination) and chlorine dioxide were the
most effective treatments in this study. All of them led to undetectable levels of L.
pneumophila and microbial flora, whatever the analytical method used, in the water
and the biofilm. Compared to chlorine, chlorine dioxide showed a longer residual
activity, leading to improved performance in the dead leg. This is consistent with the
results of a recent study by Srinivasan et al. (2003) in which chlorine dioxide at 0-8
ppm was efficient in controlling L. pneumophila contamination in a hospital water
distribution system. In this study the disinfection system was operational only 12

hours per day and five days per week.

Legionellaceae were detected in this study with the LEG705 probe only as free

bacteria, in the biofilm from non-treated glass beads contaminated with at least 103 L.
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pneumophila cm™, where they accounted for less than 1% of the total biomass. With
the same probe, Kalmbach et al. (Kalmbach et al. 1997b) were able to detect
Legionellaceae, but almost exclusively inside protozoa, where they had a high
metabolic activity as indicated by strong hybridization signal. The high detection limit
in non-treated biofilms could partly be explained by the fact that L. pneumophila
differentiate in Mature Intracellular Forms (MIFs) at the end of the intra-amoebal host
replication (Garduno et al. 2002). These cyst-like forms are short, stubby rods with an
electron-dense, laminar outer membrane layer, they are resistant to detergent-
mediated lysis and have a very low respiration rate, consistent with a decreased
metabolic activity. For these reasons and as it is admitted that intra-cellular
replication is probably the only way for L. pneumophila to multiply in the environment,
it is most likely that free Legionella in our case were in the form of MIFs, and
therefore were difficult to detect by hybridization with rRNA probes. In the study by
Kalmbach et al., hybridization was made directly on coupons supporting the biofilms.
In our case, the method used for biofilm sampling, including a sonication of the glass
beads, was undoubtedly traumatic for amoebal trophozoites. It is an hypothesis that
before starting the disinfection stage, protozoa infected with Legionellaceae were
present but were destroyed by sonication, releasing metabolically active bacteria that
where then hybridized and observed as “free” bacteria. L. pneumophila could also
have been present in amoebal cysts, but cysts do not allow probes penetration.
Alternatively, PCR methods and southern blot hybridization can also be used to
detect L. pneumophila in such situations, as shown by Schwartz et al. (Schwartz et
al. 2003a).

Although some of the treatments studied (chlorine, electro-chlorination, chlorine
dioxide, ozone) reduced significantly planktonic amoebae, none of them led to
significant changes in amoebae populations in the biofilm. It has been shown that in
some cases, bacterial biofilms increase the number of free-living amoebae (Barbeau
and Buhler 2001). In the present study however, bacterial biofilm eradication as
observed by HPC and CLSM after treatment with chlorine, electro-chlorination, or
chlorine dioxide, had no consequences on amoebae populations in the biofilm.
Treatments can also induce amoebae encystment, making them more resistant to
sonication and filtration (Pernin et al. 1998) and resulting in a paradoxically higher

recovering rate by culture methods. It has also been reported that amoebae may
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adapt to biocides and that these biocides can have a stimulatory effect (Srikanth and
Berk 1993). Acanthamoeba spp., one of the amoebae genera present in the pilot-
scale domestic water system, is significantly more resistant to adverse conditions
than Hartmannella and Naegleria spp. (Rodriguez-Zaragoza 1994). This higher
resistance may be due to the presence of cellulose in their cyst wall (Winiecka-
Krusnell and Linder 2001). Furthermore it has been demonstrated that L.
pneumophila survival in Acanthamoeba cysts occur at higher frequencies than in
Hartmannella cysts (Fields 1993; Greub and Raoult 2003). It is a strong hypothesis
that, in our pilot-scale domestic water system, Acanthamoeba cysts protected L.
pneumophila from the disinfectants, and were at the origin of the rapid Legionella re-
colonization observed after treatment interruption. Consequently, amoebae should be

considered as the principal target of any disinfection program for Legionella control.
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Fig 1: Pilot-scale domestic water system 8
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2: Non return valve
3: Re-circulation pump
4: Temperature probe
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6: Glass beads for biofilm monitoring (loop)
7: PVC coupons for biofilm monitoring (loop)
8: Solenoid valve (loop)

9: Water outlet

10: Air trap

11: PVC coupons for biofilm monitoring (dead leg)
12: Glass beads for biofilm monitoring (dead leg)
13: Solenoid valve (dead leg)

E : Water sampling point

M : Galvanized steel re-circulation loop

B : Copper dead leg
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Table 1: Physico-chemical characteristics of the water

pH 76

Turbidity 0.08 NTL
TOC 07 -08mgl’
Dissolved O, 8.6%

0, saturation a5,
Conductivity 598 LS cm!
Hardness 21 French Grade
Ca'* 109.8 mg I
o) 32mg

S0, 69 mg I

Fe total <20 pg !

Cu =2 g I
HCO, 256 mg I

Table 2 : Oligonucleotidic probes used for in situ hybridization

% formamide in the Ref
hybridization buffer

Target RNA molecule Probe sequence {5°-37)

and site (E. coli positions)

Probe name Specificity

EUBE338 Ciomain Bacteria 165 (338-355) GLTGCCTCCCGTAGGAGT 20 [Amann ot 2f 19590a)
EUE3F3E 11 Planctomycetales 165 (335-359) GUAGCCACCCGTAGGTGT 20 [Daims et af 1999
EUE33 11l Ve rrucomicrobiales 165 (335-355) GCTGCCACCCGTAGGTET 20 (Daims o af 1999
Mon33s MNegative control ACATCCTACGGGAGGT 20 (Manz et af 1992)
ALFOES Most a-Protecbacts iz 165 (965955 GETAAGGTTCTGCGCGTT 35 (Meef 1957
BET42a f- Prote obacteriz 235 (10271043, GCCTTCCCACTTCGTTT 35 (Manz et 2/ 1992
GAM4Z2e - Proteobacteria 235 (10271043, GCCTTCCCACATCGTTT 35 (Manz et 2/ 1992
SRE3ES SREB of the &-Protechacteniz 165 [385-402) CEGLGTCGLTGCGTCAGE 35 [Amann et 2f 1990b)

(mainly Desufovibrionaceas)

plus several gram-positive
CF312a Cytobacter-Flavobacter 165 (319-336) TEETCCGTGTCTCAGTAC 35 (Manz et 2/ 1996)
LEGTO0S Legionnellz 165 [705-722) CTEGTGTTCCTTCCGATC 20 (Manz et 2/ 1995)
[plein==F Grarm-positve High GC 235 (1901-1918) TATAGTTAZCACCGCCGT 20 (Roller et 20 1954)
NHGC Competitor used with HECEa 235 (1901-1918) TATAGTTAC GGCCGCCGT 20 (Roller et 20 1954)
LGC3544:  Gram-positive Low GC 165 (354-371) TEGAAGATTCCCTACTGE 35 (Meiar et af 1995
LGC354Be Gram-positive Low GG 165 [354-371) CEGAMGATTCCOTACTGE 35 (Meiar et al 12950
LBC354Ce  Gram-positive Low GC 165 [354-371) CCGAAGATTCCCTACTGE 35 (Meiar ot af 1995

Probes EUB338, EUB338 Il and EUB338 Ill were used in combination (MixEUB338),
as were probes LGC354Ae, LGC354Be and LGC354Ce (MixLGC354). Bet42a probe
was used together with unlabelled Gam42a as a competitor to ensure specificity,
Gam42a probe being used with unlabelled Bet42a. HGC69a was used together with
unlabelled competitor NonHGC targeting Bacteria domain except Gram-positive with
High GC content.
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Fig 2 : Microbial populations at the end of the colonization stage
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log cfu cm™ for bacteria and log MPN cm™ x 100 for amoebae) are reported.

Fig. 3: Changes in HPC
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Fig. 3: continued
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L. pneumophila and HPC values are reported on the same histogram. Planktonic flora (P, log
cfu ml™" for bacteria and log MPN ml™" x 100 for amoebae) and biofilm flora (B, log cfu cm™ for
bacteria and log MPN cm™ x 100 for amoebae) are reported at day —12, 6, 35 and 106 after
treatment initiation. Values below detection limit are represented as 0. *: not determined

Table 3: Changes in biofilm composition in the re-circulation

loops as determined by FISH

Dzone Electrochlorination  Chlorine dioxide

Day -12

MixEUB338 411 71,5 286
Standard deviation 62 a7 87
ATA6T 7.a 4.3 0,0
Betd42a 65 62,4 221
Gam42a 5.3 0.4 2.6
SRE3ES 03 1,0 0,0
Lnknown 2.2 3.4 3,9
Day &

MixEUB335 MDD 0,0 0,0
Standard desviation MDD 0.0 0,0
A6 ND 0,0 0,0
Betd42a ND 0,0 0,0
Gam42a ND 0,0 0,0
SRE3ES ND 0,0 0,0
Unknown WD 0,0 o0

Monochloramine

257
107

o0
15 4
00
00
10,3

00
24 9

Chlorine

283
51

00
127
25
04
12,6

00
0,0

Copper-silver

46,7
20,3

33
a3z
0,0
0,0
335

MO
MD

Ho Treatment

76,4
16,0

10,1
£5,1
145
00
133

aTa
a3

8,2
30,7
00
00
11

Results are expressed in percentages of biomass hybridized with group-specific probes
compared to total flora stained with syt09®. LEG705, CF319a, HGC69a and MixLGC354

probes were not quantifiable and are not reported on this table.

ND : not determined because of large blue fluorescent spots impairing probe-conferred

signal detection.
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Fig. 4: Changes in LIVE/DEAD staining and image analysis of
biofilms in re-circulation loops
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Dead (. ) and living (D) biomasses are represented as percentages of total biomasses
observed at days —12, 6, 35 and 106 after treatment initiation.

Top bar represents standard deviation on total biomass, bottom bar represents standard
deviation on dead biomass proportion. *: not determined

Fig. 5: LIVE/DEAD staining of biofilms in the re-circulation

For fields A, B and C sagittal (left) and vertical (right) projections are shown

A: Non-treated biofilm, B: Monochloramine treated biofilm (day 6), arrows indicate clusters of
syto9®-stained bacteria, C: Chlorine dioxide treated biofilm (day 6), numerous amoeba-like
patterns are present, D: Zoom on amoeba-like patterns observed on picture C.
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Figure 6: Example of FISH patterns on biofilms in re-circulation
loops before treatment initiation

Left : samples hybridized with MixEUB338 (A), Bet42a (D) and LEG705 (G, some
hybridized cells are indicated by arrows)

Middle: corresponding fields stained with syto9® (B, E and H respectively)

Right: overlap of the probe and syto9® images (C,F,l)
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ABSTRACT

The aim of this study was to compare the efficiency of different disinfectants
applicable to Legionella control in domestic water systems. A domestic water supply
simulation unit that allowed simulation of real-world conditions was develope