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Résumé en français 
 
Les souches de Legionella pneumophila sérogroupe 1 ST47 Lorraine sont actuellement 

responsables d’un nombre croissant de cas de légionelloses particulièrement dans le Nord 

de l’Europe. Cependant, elles ne sont retrouvées que très rarement dans l’environnement 

quand des investigations sont menées pour rechercher la source de cas de légionellose. Son 

environnement naturel reste donc méconnu.  

Notre objectif était donc d’étudier le phénomène de non détectabilité de la souche ST47 

dans l’environnement. 

Nous avons observé que les traitements pré-analytiques (acidification, chauffage) pouvaient 

interférer avec les paramètres de culture pour certaines souches Lorraine 

environnementales, et que le milieu GVPC utilisé dans la norme NF T90-431 n’était pas 

recommandé pour la recherche des légionelles dans les prélèvements respiratoires, et donc 

potentiellement dans les prélèvements environnementaux.  

Ainsi, la PCR spécifique ST47, développée en collaboration avec l’équipe de Tim Harrison 

(Londres, Royaume-Uni), peut constituer un outil de détection intéressant dans les 

différentes matrices environnementales pour identifier les réservoirs de la souche. Nous 

avons cherché à cibler ces réservoirs. Nous avons montré, d’une part, que les robinets 

pouvaient être des réservoirs potentiels de légionelles. D’autre part, les données clinico-

épidémiologiques et géographiques des souches Lorraine ST47 ont montré que les cas 

survenaient essentiellement hors institution (hôpital, maison de retraite) et principalement 

dans le quart Nord-Est du pays. 

L’amélioration des connaissances clinico-épidémiologiques et l’utilisation de la PCR 

spécifique ST47 devraient permettre, en s’affranchissant ou en améliorant les paramètres 

culturaux, d’identifier les réservoirs environnementaux de cette souche. 
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Titre en anglais 
 
Analysis of non detectability of the L. pneumophila Sequence Type 47 pulsotype Lorraine 

strain in environment 

Résumé en anglais 
 
The recently identified strains of Legionella pneumophila serogroup 1 belonging to Sequence 

Type (ST) 47 and pulsotype Lorraine are now responsible for an increasing number of 

Legionnaires’ disease (LD) cases mainly in the North of Europe. The major paradox is that 

ST47 strains are extremely rarely detected in environmental samples when investigations to 

identify the source of ST47 associated LD cases are undertaken. Thus its environmental 

habitat is unknown. The aim of our work was to study the non-detectability of this strain in 

environmental samples. 

Firstly, we have observed that pre-treatments (heat, acid) could interfere with recovery of an 

environmental ST47 Lorraine strain, and secondly, that GVPC medium imposed by the 

French standard NF T90-431, was not recommended for detection of Legionella spp. in 

clinical samples and potentially in environmental samples.  

Thus, to detect and identify ST47 Lorraine strains from clinical and ultimately, environmental 

samples in order to find the potential source of infection, we developed a strain specific real-

time PCR method, in collaboration with Tim Harrison’s team (London, United Kingdom).  

We have also sought to target these sources. Then, we have shown that L. pneumophila 

could be detected in aerosols of a tap water. Moreover, epidemiologic French data have 

demonstrated that most of the LD cases associated with ST 47 strains occurred mainly in 

North East and were mainly community-acquired. 

Improved epidemiologic knowledge and the use of the strain specific real-time PCR should 

enable identification of environmental sources of ST47 Lorraine strain without culturing. 
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La légionellose est une infection pulmonaire due à une bactérie intracellulaire à Gram négatif  

appartenant au genre Legionella spp. largement représentée dans les environnements 

hydriques. Legionella pneumophila est l’agent responsable de plus de 90% des cas et parmi 

les 16 sérogroupes, le sérogroupe 1 (sg1) a la prévalence la plus élevée. Cette pneumonie 

survient après inhalation d’aérosols contaminés par des Legionellae. Les cas de légionellose 

sporadiques ou épidémiques sont associés à diverses sources : réseaux d’eau chaude 

sanitaire, spas, tours aéroréfrigérantes (TAR), fontaines décoratives (1).  

Pour établir un lien éventuel entre les souches cliniques et environnementales de 

L. pneumophila sg1, différents systèmes de typage moléculaire sont utilisés. Ces outils 

moléculaires sont également utiles pour étudier la répartition spatio-temporelle de souches 

(2–6). La 1ère méthode utilisée par la qualité de son pouvoir discriminant (supérieur à 98 %) 

est l'analyse des profils de macrorestriction de l'ADN total par électrophorèse en champ 

pulsé (Pulsed-Field Gel Electrophoresis ou PFGE). Le Sequence Based Typing (SBT) est, 

quant à elle, la méthode de référence européenne pour le typage. Celui-ci peut être réalisé 

sur souche (7,8) après extraction de l’ADN ou directement sur le prélèvement respiratoire, on 

parlera dans ce cas de nested-SBT (9,10). De même que les souches de sg1 sont 

impliquées majoritairement en pathologie humaine, certains sequence type (ST) sont 

retrouvés plus fréquemment chez les patients. Ainsi, des données internationales de typage 

regroupant 3600 isolats et 36 pays, ont montré que 46% des cas  (non liés entre eux i. e. 

non épidémiques) étaient associés à 6 ST uniquement : ST1, ST23, ST37, ST42, ST47 et 

ST62 (11). Les souches ST47 présentent également un même pulsotype dit Lorraine. 

Les souches ST47 Lorraine sont actuellement responsables d’un nombre croissant de cas 

de légionelloses particulièrement dans le nord de l’Europe (2,4,12,13) mais cette souche a 

également été isolée au Canada (14). Cependant, elles ne sont retrouvées que très rarement 

dans l’environnement quand des investigations sont menées pour rechercher la source de 

cas de légionellose (15). Son environnement naturel reste donc méconnu.  

L’objectif de notre travail a été d’identifier les causes éventuelles de la non-détectabilité de la 

souche ST47 dans l’environnement : sensibilité à certains paramètres de culture, existence 

d’autres sources de contamination, et de formuler un outil de détection spécifique plus 

performant que les méthodes actuellement utilisées.  
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1 Rappels sur Legionella et la légionellose 

 

Durant l’été 1976 à Philadelphie, une épidémie de pneumonie a impliqué 182 personnes 

dont 29 morts et a fait les titres de la presse américaine (Figure 1). Tous les cas répertoriés 

avaient fréquenté l’hôtel Bellevue-Stratford et étaient majoritairement des anciens 

combattants (ou membres de leur famille) présents au 58ème congrès de la légion de l’Etat 

de Pennsylvanie (15).  

 

 

 
Figure 1. Couvertures du Time et de Newsweek – Août 1976 (Source : CDC) 

 

 

En décembre 1976, la bactérie responsable a été mise en évidence par le microbiologiste 

Joseph McDade, spécialiste des rickettsies (16). En janvier 1977, le CDC (centers for 

disease control and prevention) annonçait la découverte d’une nouvelle bactérie Legionella 

pneumophila dont le nom faisait référence aux victimes de l’épidémie. Bien que le système 

de climatisation de l’hôtel où résidaient les congressistes ait été suspecté dans cette 

épidémie, ce n’est qu’en 1982 que la microbiologiste Janet E. Stout du Pittsburgh Veterans 

Affairs Medical Center a mis en évidence la bactérie dans les flaques d’eau, et par la suite 

dans les systèmes de distribution d’eau des immeubles (17,18). 

  

 

1.1 Le genre Legionella 

 

Le genre Legionella a été ainsi défini et correspond à des bacilles aérobies à Gram négatif 

(cette coloration restant très faible), intracellulaires facultatifs, non capsulés et non 

sporulants, mobiles par un ou plusieurs flagelles en position polaire ou latérale. 
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1.1.1 Taxonomie 

 

Après l’isolement de la bactérie responsable de la maladie des légionnaires, les analyses 

phénotypiques et génotypiques ont abouti à la création de l’ordre des Légionellales et la 

famille des Legionellaceae.  Bien que certains auteurs aient ensuite proposé de diviser la 

famille en trois genres distincts (19), Legionella, Fluoribacter et Tatlocki, en raison de la 

difficulté d’interprétation des données de l’hybridation ADN-ADN, seul le genre Legionella a 

été maintenu. Sur la base des séquences de l’ARN (acide ribonucléique) ribosomal 16S, le 

genre Legionella est proche des genres Coxiella et Wolbachia également membres de la 

sous-classe γ-2 des protéobactéries de Woese (20). Il regroupe plus de 60 espèces et sous-

espèces et plus de 70 sérogroupes (21) (Tableau 1). Les espèces nouvellement identifiées 

sont L. impletisoli et L. yabuuchiae en 2007 (22), L. dresdenensis en 2010 (23), L. cardiaca, 

L. massiliensis, L. tunisiensis, L. nagasakiensis, L. steelei en 2012 (24–27) , et L. norrlandica 

en 2015 (28). 

Une trentaine d’espèces de Legionella a été isolée en pathologie humaine. Parmi elles, 

L. pneumophila sg 1 est rapportée dans 85 à 90% des cas pour lesquels une souche a été 

isolée en Europe et aux Etats-Unis (29,30). 

 

1.1.2 Caractéristiques génomiques 

 

En 2004, les premières séquences génomiques complètes des souches Paris, Lens (31), et 

Philadelphia (32) de L .pneumophila sg1 ont été publiées. Depuis, d’autres souches, Corby 

(33), 130b (34), Alcoy (35), Lorraine et HL 0604 1035 (36) ont également été séquencées. 

Plus récemment, les génomes de souches d’autres sérogroupes (4, 6 et 12) ont été décrits 

(37–39) . Parallèlement, depuis 2010, les génomes d’autres espèces telles que 

L. longbeachae, L. oakridgensis, L. micdadei, L.hackeliae et L. fallonnii ont été analysés en 

détail (40–42).   
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Tableau 1. Espèces et sous-espèces du genre Legionella 

Espèces décrites en pathologie humaine Espèces uniquement décrites dans les 
environnements hydriques 

L. anisa L. adelaidensis 

L. birminghamensis L. beliardensis 

L. bozemanii L. brunensis 

L. cardiaca L. busanensis 

L. cincinnatiensis L. cherrii 

L. dumoffii L. drancourtii 

L. feeleii L. dresdenensis 

L. gormanii L. drozanskii 

L. hackeliae L. erythra 

L. jordanis L. fairfieldensis 

L. lansingensis L. fallonii 

L. londiniensis L. geestiana 

L. longbeachae L. genomospecies 

L. maceachernii L. gratiana 

L. micdadei L. gresilensis 

L. nagasakiensis L. jamestowniensis 

L. oakridgensis L. impletisoli 

L. parisiensis L. israelensis 

L. pittsburghensis L. lytica 

L. pneumophila subsp. fraseri L. massiliensis 

L. pneumophila subsp. pascullei L. moravica 

L. pneumophila subsp. pneumophila L. nautarum 

L. rubrilucens L. norrlandica 

L. sainthelensi L. pittsburghensis 

L. steelei L. quateirensis 

L. tucsonensis L. quinlivanii 

L. wadsworthii L. rowbothamii 

L. waltersii L. santicrucis 

L. worsleiensis L. shakespearei 

 L. spiritensis 

 L. steigerwaltii 

 L. taurinensis 

 L. tunisiensis 

 L. yabuuchiae 
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L’équipe de Carmen Buchrieser a comparé les séquences génomiques complètes de 

différentes espèces de Legionella (36,42). Ces génomes sont composés d’un seul 

chromosome circulaire et présentent entre 0 et 2 plamides. Le génome des souches de 

L. pneumophila a une taille d’environ 3,5 Mb (millions de paires de base), de même que ceux 

de L. hackeliae et L. micdadei. Les génomes de L. fallonii et L. longbeachae sont plus 

grands puisqu’ils atteignent plus de 4 Mb. Le contenu en Guanine + Cytosine (G+C%) 

semble très homogène au sein du genre Legionella puisqu’il est d’environ 39%. Par ailleurs, 

l’ordre des gènes est relativement bien conservé néanmoins il subsiste des zones de 

plasticité (ilots de pathogenicité, gènes de mobilité). Le nombre de gènes varie de 3 000 à 

3 700 selon les espèces (Tableau 2).  
 

Tableau 2. Caractéristiques génomiques de souches de L. pneumophila sg1 et de 

L. longbeachae, L. fallonii, L. micadadei et L. hackeliae (35,36,42) 
 L. pneumophila sg1 

 Philadelphia Paris Lens Corby Alcoy Lorraine HL 0604 1035 

Taille du chromosome 

(Mb) 

3,4 3,5 3,4 3,6 3,5 3,5 3,5 

G+C % 38 38 38 38 38 38 38 

Nombre total de gènes 3 031 3 123 2 980 3 237 3 191 3 117 3 132 

Nombre de séquences 

codantes 

2 999 3 078 2 921 3 193 3 178 3 080 3 079 

Plasmides 0 1 1 0 0 1 0 

 

 

 L. longbeachae L. fallonii L. micdadei L. hackeliae 

 NSW150 ATCC700992 ATCC33218 ATCC35250 

Taille du chromosome 

(Kb) 

4,1 4,2 3,3 3,4 

G+C % 37 38 40 39 

Nombre total de gènes 3 660 3 673 3 076 3 185 

Nombre de séquences 

codantes 

3 571 3 601 3 009 3 103 

Plasmides 1 2 0 1 

 

 

L’analyse comparée de 7 génomes de L. pneumophila avec ceux de L. micdadei, 

L. hackeliae, L. fallonii et L. longbeachae des génomes a révélé qu’il existe un core génome 

de 1 388 gènes orthologues (Figure 2A). Ce core génome est de 1 415 gènes orthologues si 

la souche Paris est choisie pour l’espèce pneumophila (Figure 2B). Au sein de cette espèce, 

l’analyse comparée de 6 génomes a montré un core génome de 2 434 gènes orthologues et 
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environ 10% de gènes spécifiques pour chaque souche. Une partie du génome de 

L. pneumophila est donc spécifique d’une souche.  

 

 

 
Figure 2. Représentation du contenu génomique partagé et  spécifique des souches 

analysées (42) 

 

Une autre caractéristique, mise en évidence par l’analyse du génome de L. pneumophila, est 

la présence en grand nombre de gènes codant une grande variété de protéines similaires à 

des protéines eucaryotes, appelées « eukaryotic-like proteins » (ELP), de même que des 

protéines contenant des domaines eucaryotes (EDP). Les ELP et EDP semblent impliquées 

dans le détournement des fonctions de la cellule hôte  à l’avantage des légionelles (43–45). 

 

1.1.3 Habitat 

 

Les légionelles colonisent de façon ubiquitaire de très nombreux milieux hydriques naturels: 

eaux douces de surface (46), eaux thermales (47), sols humides (48), etc. La bactérie peut  

également coloniser des sites hydriques artificiels lorsque les conditions de son 

développement sont réunies et peut ainsi proliférer dans différentes installations à risque du 

fait de la production potentielle d’aérosols telles que les réseaux d’eaux chaudes sanitaires 

(ECS), les tours aéroréfrigérantes (TAR) et d’autres installations génératrices d’aérosols. 

Nous détaillerons plus loin ces différents réservoirs et la détection des légionelles dans ceux- 

ci.  

L’un des paramètres qui influe fortement sur le développement des légionelles dans l’eau est 

la température. Leur croissance est effective entre 20 et 50°C, avec une multiplication 

préférentielle entre 25 et 45°C et un optimum à 35°C (49). Au-delà de 50°C, leur croissance 

est limitée. Elles ne prolifèrent pas et elles sont détruites au-delà de 60°. Quant au pH, bien 

que la bactérie tolère une large gamme de pH (5,5 – 8,5), son pH optimal de croissance est 
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de 6,9 (50). Par ailleurs, d’autres facteurs favorisent son développement dans les matrices 

hydriques artificielles : les bras morts et les boucles entraînant la stagnation de l’eau, une 

eau dure, la présence de tartre, la corrosion mais aussi la présence de résidus métalliques 

tels que le fer et le zinc, et la présence d’amibes libres (49,51–53).  

 

 

1.1.4 Cycle réplicatif au sein des amibes libres et des protozoaires ciliés 

 

Plus d’une vingtaine d’espèces d’amibes libres et de protozoaires ciliés permettent la survie 

et la multiplication de Legionella. Les genres amibiens Acanthamoeba, Hartmannella et 

Naegleria sont les plus fréquemment associés aux légionelles contaminant les réseaux 

d’eau, et particulièrement à L. pneumophila (54–56). Il s’agit d’un phénomène 

d’endoparasitisme décrit initialement par Robowtham en 1980 (57). Les  légionelles, pour 

survivre, pénètrent dans ces micro-organismes eucaryotes soit par encerclement de couches 

successives d’un seul pseudopode, phénomène appelé « coiling phagocytosis » (Figure 3), 

soit par phagocytose classique à 2 pseudopodes.   

 

 

 
Figure 3. Internalisation de L. pneumophila par Acanthamoeba castellanii par « coiling 

phagocytosis » après 30 minutes de co-incubation (58) 

 

 

Une fois internalisées, elles sont ensuite capables de détourner les systèmes de destruction 

habituellement mis en place par ces hôtes pour digérer les bactéries, grâce à leur principal 

système de virulence, le système de sécrétion de type IV ou Dot/Icm (defective for organelle 

traffiking / intracellular multiplication), puis se multiplient dans des vacuoles. Après 36 à 48 
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heures d’infection, la vacuole de phagocytose emplit la quasi-totalité de la cellule hôte et 

contient un nombre important de bactéries qui vont être libérées dans l’environnement sous 

forme d’une vésicule remplie de légionelles, ou sous forme libre par lyse de l’amibe. Les 

légionelles vont ainsi pouvoir de nouveau coloniser des biofilms, infecter d’autres amibes ou 

contaminer l’homme (Figure 4).   

 

 
Figure 4. Cycle réplicatif des légionelles (59) 

 

 

Au cours de ce cycle de multiplication intra-amibienne, les légionelles vont alterner entre une 

forme réplicative en début de cycle, et une forme transmissive, où les légionelles sont 

libérées sous forme de vésicules infectieuses et pourraient donc représenter la forme 

vectrice de l’infection à légionelles (60). Par ailleurs, les légionelles issues d’une 

multiplication intracellulaire ont été décrites comme plus virulentes pour la réinfection de 

cellules hôtes en comparaison à des bactéries cultivées sur milieux gélosés. Ainsi, étant leur 

hôte naturel, les amibes libres confèrent une excellente protection aux légionelles et leur 

permettent de résister davantage à des conditions environnementales difficiles telles que : 

températures extrêmes, dessiccation, biocides, désinfectants. Ceci constitue ainsi un moyen 

de (re)colonisation rapide des réseaux d’eau (54). De plus, les amibes permettraient la 

reviviscence de souches de légionelles toujours viables mais non cultivables (état dit VBNC), 

comme l’ont montré les travaux de Steinert et al. et Dusserre et al. (61,62). 
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1.1.5 Contamination chez l’homme 

 

Alors que les protozoaires constituent les hôtes naturels pour les légionelles, l’infection des 

cellules phagocytaires humaines demeure opportuniste. Néanmoins, le mécanisme 

d’infection des cellules phagocytaires humaines, et notamment des macrophages 

pulmonaires, apparait comme tout à fait superposable à celui des amibes (Figure 5). 

La contamination des alvéoles pulmonaires et l’infection des macrophages alvéolaires et des 

pneumocytes par les bactéries ne sont complètement démontrées que par l’inhalation 

d’aérosols contaminés.  

La présence de légionelles dans l’eau n’est pas une condition suffisante pour provoquer la 

maladie.  

Les trois facteurs suivants doivent au moins être réunis : 

- contamination de l’eau par des Legionella pathogènes (aucune relation dose-effet n’a été  

quantifiée), 

- aérosolisation sous forme de gouttelettes de taille inférieure à 5 μm aérosols contaminés 

par Legionella,  

- exposition de personnes et en particulier de personnes réceptives à l’infection (inhalation 

de micro-gouttelettes d’eau contaminée dans les poumons) dans l’environnement d’une 

installation contaminée. 

Cependant, la possibilité d’une colonisation oropharyngée, notamment chez les sujets 

immunodéprimés, est parfois discutée (63,64).  

Enfin, aucun cas de transmission interhumaine n’a été rapporté ce qui ne justifie aucun 

isolement respiratoire pour les patients infectés. 
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Figure 5. Différentes étapes du cycle de réplication intracellulaire de L. pneumophila au sein 

de macrophages U937 (A, C, E) et d’Acanthamoeba polyphaga (B, D, F). Les étapes de 

« coiling phagocytosis » (A, B), de formation du phagosome autour du réticulum 

endoplasmique rugueux (C, D) et de réplication intracellulaire dans le phagosome (E, F) sont 

représentées (59). 

 

 

1.2 Principales caractéristiques clinico-épidémiologiques des légionelloses 

 

 

Le terme légionellose regroupe trois présentations cliniques distinctes : la maladie des 

légionnaires, les formes extra-pulmonaires et la fièvre de Pontiac. En pratique, le terme 

«légionellose » est réservé à la maladie des légionnaires. Nous nous intéresserons qu’à la 

légionellose stricto sensu.  
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1.2.1 Présentation clinique de la légionellose ou maladie des légionnaires 

 

Le diagnostic de légionellose repose sur l’existence d’une pneumonie de gravité variable 

cliniquement et  radiologiquement confirmée. L’incubation de la maladie est habituellement 

comprise entre 2 et 10 jours (65), et cet intervalle est officiellement reconnu au niveau 

européen et français. Cependant, aux Etats-Unis, le CDC a étendu à 14 jours la durée 

d’incubation suite à l’épidémie du Pittsburgh VA Hospital (66). Des incubations plus longues 

allant de 16 à 24 jours ont également été rapportées dans la littérature (12,67,68). Le tableau 

clinique s’installe généralement de façon progressive en 2 à 3 jours.  Comparé à une 

pneumonie à pneumocoque, il associe une fièvre élevée (>39°C) ainsi que l’échec d’un 

traitement probabiliste par β-lactamines. Ces deux paramètres ont été retrouvés comme 

associés de manière significative à une légionellose (69,70). De plus, des troubles 

neurologiques (confusion) signant une atteinte encéphalitique et des signes digestifs à type 

de diarrhée, sont régulièrement observés au cours des légionelloses (69–72).  

Les examens d’imagerie pulmonaire montrent une atteinte mono ou bilatérale, généralement 

non systématisée, asymétrique, alvéolaire ou alvéolo-interstitielle. La radiographie ne peut 

distinguer les pneumonies à Legionella des pneumonies à étiologie bactérienne autre.  

La légionellose peut se compliquer d’une insuffisance respiratoire, d’une insuffisance rénale 

aiguë et d’une rhabdomyolyse. Enfin, la formation d’abcès pulmonaires est une complication 

rare et retrouvée quasi exclusivement chez des patients immunodéprimés (cancer, 

hémopathie, traitement par corticoïdes, patient greffé) ou présentant une pathologie auto-

immune (73–75).  

 

1.2.2 Mortalité des légionelloses 

 

Le taux de mortalité rapporté par la surveillance des cas en France était de 11% en 2012 

(données InVS) et de 12,2% en 2013 (76). Ce taux, relativement stable depuis une dizaine 

d’année, reste élevé malgré une prise en charge améliorée par le développement de tests 

urinaires permettant un diagnostic rapide (77). On retrouve un taux similaire (12 ,8%) dans 

une  publication américaine rapportant la surveillance des cas à New York entre 2002 et 

2011 (78). Cependant, le taux observé pour les cas nosocomiaux était très supérieur à celui 

relevé pour les cas communautaires, respectivement 35,3% et 10,2%. Cette différence peut 

s’expliquer par la survenue de légionellose chez des patients immunodéprimés. La littérature 

rapporte chez ces patients une mortalité de plus de 25% (79,80). De plus les cas 

nosocomiaux sont souvent plus sévères et peuvent nécessiter une hospitalisation en 
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réanimation, où dans ce contexte le taux de mortalité peut atteindre 33% (81). Il s’agit en 

effet d’un facteur de mauvais pronostic. Une étude française portant sur 540 cas de 

légionellose communautaire montrait, en analyse multivariée, que le séjour en réanimation 

était un des 6 facteurs associés à la mortalité, de même que l’âge, le sexe féminin, une 

corticothérapie, l’apparition d’une insuffisance rénale et une CRP (protéine C réactive) > 500 

mg/L.  

 

1.2.3 Système de surveillance de la légionellose en France  

La déclaration obligatoire (DO) de la légionellose a été instituée en 1987. Ce système est 

coordonné et centralisé au niveau national par l’Institut de veille sanitaire (InVS). En 1997, le  

système de surveillance a été renforcé et le diagnostic par détection des antigènes solubles 

urinaires a été ajouté aux critères de déclaration. En 2003, le système de la DO a été 

actualisé avec la mise en place du signalement et de la notification des maladies à DO. En 

2011, une nouvelle fiche de DO a été diffusée avec introduction du diagnostic par PCR. 

Cette fiche est disponible sur le site de l’InVS ainsi que les modalités de déclaration (Figure 

6).  

 

 Le signalement (article R.3113-4 du code de la santé publique) 1.2.3.1

 

Les médecins et les biologistes qui diagnostiquent un cas de légionellose doivent le signaler 

sans délai et par tout moyen approprié (téléphone, télécopie, courriel) au médecin de 

l’Agence régionale de santé (ARS) de leur lieu d'exercice pour initier l’enquête le cas 

échéant en fonction des premiers éléments disponibles. 

 

 La notification (article R.3113-1 à 3 du code de la santé publique) 1.2.3.2

 

Le signalement est suivi d’une notification sur une fiche spécifique (DO) et permet à l’ARS de 

réaliser une enquête afin d'identifier les expositions à risque, de rechercher d'autres cas liés  

à ces expositions et de prendre, le cas échéant, les mesures environnementales de contrôle 

appropriées. L’ARS transmet les fiches validées à l’InVS. 

Dans le cas particulier où le diagnostic de légionellose est réalisé dans une région différente 

de celle du domicile du patient (légionellose survenue au cours d’un déplacement), l’ARS 

destinataire du signalement est en charge des investigations et transmet la fiche de 

notification à l'ARS de la région du domicile du patient. S’il s’agit d’un patient domicilié hors 
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de France, les informations seront transmises aux autorités du pays de domicile du patient 

via l’InVS. 

Au niveau national, le système de surveillance par la DO a pour objectif de connaître la 

fréquence, les tendances et les principales caractéristiques épidémiologiques de cette 

maladie et d'identifier des cas groupés afin d'orienter les mesures de prévention et de 

contrôle. 

 

 Participation au réseau de surveillance européen 1.2.3.3

 

La France participe depuis 1992 au réseau de surveillance européen des cas liés au voyage  

Eldsnet (European Legionnaires Disease Surveillance Network) basé à l’ECDC (European 

Center for Disease Prevention and control) à Stockholm. Le correspondant de ce réseau en 

France est l’InVS. Tout cas de légionellose ayant voyagé pendant la période des 10 jours 

avant la date de début des signes est notifié à ce réseau en mentionnant le(s) nom(s) de(s) 

l’établissement(s) fréquenté(s) et les dates de séjour. Ceci s’applique à tous les cas, que le 

voyage soit interne ou externe au pays concerné. Les autorités nationales du pays sont alors 

informées. Pour les cas isolés, la réglementation en vigueur dans le pays s’applique. Aucune 

transmission d’information sur les investigations n’est requise. Pour les notifications de cas 

groupés la procédure de «Cluster Eldsnet» est appliquée.  

Si ces établissements sont dans des pays hors Union européenne, les autorités nationales 

du pays sont informées via le réseau de l’Organisation mondiale de la santé (OMS). 

 

1.2.4 Définitions des cas de légionellose en France 

 Cas confirmé et cas probable  1.2.4.1

 

Toute personne présentant une pneumopathie accompagnée d’au moins un des signes 

biologiques suivants: 

Cas confirmé : 

- isolement de Legionella spp. dans un prélèvement clinique, 

- augmentation du titre d'anticorps (x4) avec un 2ème titre minimum de 128, 

- présence d'antigènes solubles urinaires. 

Cas probable :  

- titre(s) d'anticorps ≥256, 

- PCR positive 
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 Cas nosocomial ou cas associé aux soins 1.2.4.2

 

Un cas de légionellose est défini comme cas nosocomial certain lorsque le patient a séjourné 

dans un établissement de santé de façon continue pendant la totalité de la période supposée 

d’exposition (période de 10 jours).  

Si le séjour dans l’établissement de santé ne couvre pas la totalité de la période supposée 

d’exposition, le cas est considéré comme un cas nosocomial probable. 

Si le cas de légionellose peut être lié à des soins pratiqués hors établissement de santé, le 

cas sera identifié comme possiblement «associé aux soins». 

 

  Cas groupés 1.2.4.3

 

Au moins deux cas, survenus dans un intervalle de temps et d'espace géographique 

susceptible d'impliquer une source commune de contamination. 

Ces notions de temps et d'espace sont à discuter et à déterminer en fonction de chaque 

situation. 

- Temps : jour, semaine, mois: il est recommandé de ne pas étendre la recherche de cas au-

delà des deux ans précédant le cas signalé. 

- Espace géographique  

-établissements recevant du public : hôtel, camping, établissement thermal, établissements 

d’hébergement pour personnes âgées, spas, etc,  

-zone géographique : quartier, commune, agglomération, etc. 

 

1.2.5 Facteurs de risque individuels  

 

Certains facteurs de risque individuels, permanents ou temporaires, peuvent induire une plus 

grande sensibilité au risque d’infection (69,72,77,82) :  

- l’âge supérieur à 50 ans, l’incidence augmentant avec l’âge  (Figure 7) 

L’âge médian retrouvé dans la plupart des études se situe autour de 60 ans. En France, 

entre 1998 et 2008, l’âge médian était de 61 ans avec un intervalle de 0 à 103 ans (77), alors 

qu’en 2013 l’âge médian était de 65 ans avec un intervalle de 15 à 98 ans (76) ; malgré des 

intervalles incluant des patients de moins de 15 ans, il est à noter que les cas de légionellose 

demeurent rares chez les sujets jeunes et exceptionnels en pédiatrie (77,83–85), 
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-le sexe masculin (75% des cas), 

-le tabagisme (45% des cas), 

-le diabète (15% des cas), 

-les pathologies chroniques cardiaques et/ou pulmonaires, l’insuffisance rénale, 

-les traitements par anti-TNF (86). 

Selon les études, l’alcoolisme n’est pas toujours retrouvé comme un facteur de risque. 

 

 

 

 
Figure 6. Taux d’incidence par sexe et par classe d’âge des cas de légionellose notifiés en 

France en 2013 (76). 

 

 

Les personnes à haut risque («particulièrement vulnérables» au sens de l’arrêté du 1er 

février 2010) sont les personnes ayant un système immunitaire fortement diminué du fait: 

- d’une pathologie, notamment les personnes atteintes d’hémopathie maligne, et les patients 

présentant une maladie du greffon contre l’hôte (GVH), les cancers ;  

- d’un traitement immunosuppresseur, 

- d’une transplantation ou d’une greffe d’organe, 

- d’un traitement de corticothérapie prolongée (pour un adulte: ≥10 mg d’équivalent-

prednisone par jour, depuis plus de 2 semaines) ou récente et à haute dose (c’est à dire 

supérieure à 5 mg/kg de prednisone pendant plus de 5 jours. 

 

Les données de surveillance de l’InVS montrent qu’environ 70 % des cas présentent au 

moins 1 des facteurs de risque individuels précités. Des cas parfois sévères de légionellose 

sont donc diagnostiqués chez des sujets ne présentant aucun facteur de risque. Ainsi, la 

susceptibilité de l’hôte à l’infection par les légionelles pourrait être liée à un polymorphisme 

génétique de récepteurs, les toll-like receptors (TLR), chargés de reconnaître les agents 
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pathogènes pour déclencher une réponse immunitaire et les éliminer. En effet, plusieurs 

auteurs ont montré que des polymorphismes des TLR2, TLR4 et TLR5 pouvaient influencer 

la susceptibilité de l’hôte au développement intracellulaire des Legionella (87–89). 

 

 

1.2.6 Incidence de la légionellose en France 

 

Depuis 2002, le nombre des cas déclarés de légionellose est compris entre 1000 et 1500 / 

an et le taux d’incidence se situe autour de 2 cas pour 100 000 habitants (1,70 – 2,46) 

(Figures 8 et 9). Cependant, l’incidence augmente fortement avec l’âge, ainsi, l’incidence des 

cas de plus de 80 ans est supérieure à 7/100 000 habitants. (Figure 7)  

 

 

 
Figure 7.  Nombre de cas de légionellose notifiés en France  entre 1998 et 2014 (Source : 

InVS) 
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Figure 8.  Taux d’incidence de la légionellose en France entre 1998 et 2014 (Source : InvS) 

 

 

Ce taux est tout à fait comparable à d’autres pays européens tels que le Danemark, 

l’Espagne, l’Italie, les Pays-Bas mais plus que le taux moyen européen qui était de 1,2 cas 

pour 100 000 habitants. Cependant, l’incidence augmente De plus, on observe en France un 

gradient Ouest-Est de la répartition des cas. En 2013 et 2014, les taux d’incidence observés 

en Franche-Comté ou en Alsace étaient jusqu’à 6 à 10 fois plus élevés qu’en Bretagne 

(Figure 10)  
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Figure 9. Distribution géographique des cas de légionellose, taux d’incidence régional en 

2013 en France métropolitaine (76) 

 

 

Enfin, une souche était isolée par culture dans 323 cas en 2013, représentant 25,6 % des 

cas. Ce taux, qui était de 23,7 % en 2012, est en augmentation et supérieur à 22% depuis 

2011 et correspond à une sensibilisation des cliniciens à l’amélioration des caractéristiques 

clinico-épidémiologiques des cas de légionelloses (Figure 11). 

 

 
Figure 10. Répartition des méthodes de diagnostic des cas de légionellose en France entre 

1997 et 2014 (Source : InVS) 
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Ainsi en 2013, la souche clinique a pu être comparée à une souche environnementale pour 

51 cas. Parmi ces cas, les profils génomiques des souches cliniques et environnementales 

étaient identiques pour près de 60% des cas (n=30). Les cas étaient principalement 

communautaires avec une source identifiée dans l’eau chaude sanitaire de la résidence du 

cas (76).          

 

2 Identification et détection des légionelles dans l’environnement 

 

2.1 Méthodes d’identification et de détection 

Le contrôle régulier de la concentration en légionelles des installations à risque est 

recommandé dans de nombreux pays européens (90,91). En France, la surveillance 

environnementale de Legionella spp. ou de L. pneumophila est encadrée par la 

réglementation. Elle est obligatoire :  

- dans les eaux minérales destinées à des usages thérapeutiques dans les 

établissements thermaux (arrêté du 19 juin 2000), 

- dans les TAR, une fois par mois ou tous les 2 mois pendant la période de 

fonctionnement de l’installation (arrêté du 13 décembre 2004),  

- dans les réseaux d’eau chaude sanitaire des établissements de santé, les 

établissements sociaux et médico-sociaux d’hébergement pour personnes âgées, les 

autres établissements sociaux et médico-sociaux, les hôtels, les résidences de 

tourisme, les campings et les établissements pénitentiaires une fois par an aux points 

d’usage représentatifs (arrêté du 1er février 2010).  

Cette réglementation impose l’utilisation de la méthode par culture, telle que décrite dans la 

norme NF T90-431 dans sa version de novembre 2014. La technique de PCR Legionella 

quantitative en temps réel est normalisée NF T90-471, et peut être utilisée comme technique 

complémentaire de suivi d’installations.  

 

2.1.1 Culture  

La recherche et le dénombrement de Legionella spp. et de L. pneumophila dans l’eau tels 

que décrits dans la norme NF T90-431 (novembre 2014) se font à partir d’un prélèvement 

d’eau qui est ensemencé sur milieu sélectif (milieu glycine, vancomycine, polymyxine B, 
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cycloheximide ou GVPC) après une étape de concentration et de décontamination. La norme 

distingue les eaux dites "propres" des eaux dites "sales".  

Le milieu GVPC a pour base le milieu BCYE (buffered charcoal yeast extract), qui contient 

du charbon activé, et est supplémenté par de l’extrait de levure, de la L-cystéine et du 

pyrophosphate de fer (89). Le charbon capture les peroxydes d’hydrogène et les radicaux 

libres toxiques générés par l’autoclavage, et prévient la photo-oxydation de l’extrait de levure 

et de la L-cystéine (90). Ce milieu supplémenté avec 0,1% d’alpha-cétoglutarate (BCYEα) et 

tamponné à 6,9 (pH optimal pour la croissance de Legionella) par du tampon ACES (acide 

N2-acétamido-amino-éthano-sulfonique) constitue désormais le milieu de choix pour les 

légionelles. Le milieu GVPC est donc quasi identique à la gélose BCYE avec cystéine. 

Néanmoins, il est supplémenté de glycine, vancomycine, polymyxine B (91) et cycloheximide 

(92).  

Les eaux propres sont définies comme les eaux chaudes sanitaires, destinées à la 

consommation humaine, les eaux thermales, les eaux souterraines, les eaux de piscine et 

assimilées (spa). Les eaux sales correspondent aux eaux industrielles, aux eaux de surface, 

aux eaux naturelles et aux eaux des TAR. Pour les eaux propres, la norme reprend le 

principe de la norme ISO 11731-2. Après filtration de 100 mL de la matrice liquide à 

analyser, le filtre, maintenu en place sur le dispositif de filtration, est traité avec un tampon 

acide (pH=2,2), pour réduire la croissance des bactéries autres que Legionella. Le filtre est 

ensuite transféré sur un milieu de culture sélectif (milieu GVPC) et incubé à 36 °C pendant 

au moins 10 jours. Les géloses sont examinées au moins à trois reprises à partir de 3 à 4 

jours de culture, jusqu'à la fin de la période d'incubation. Ces examens permettent le 

repérage des colonies potentiellement positives. Les colonies de Legionella ont le plus 

souvent un aspect caractéristique à la loupe binoculaire dit en verre fritté. Un test 

d'agglutination au latex ou par immunofluorescence directe est pratiqué afin d'identifier 

l’espèce L. pneumophila. Ces tests permettent également d’identifier le sérogroupe 1 de 

L. pneumophila bien que cela ne figure pas dans les normes. La limite de détection, en 

l’absence de flore interférente est de 10 UFC/L. 

 

2.1.2 PCR 

La méthode de dénombrement de Legionella, dans l’eau, par PCR en temps réel (q-PCR ou 

Real-time PCR), fait l’objet de la norme NF T90-471 "Qualité de l'eau - Détection et 

quantification des Legionella et/ou L. pneumophila par concentration et amplification génique 

par réaction de polymérisation en chaîne (PCR)" (avril 2010).  
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Actuellement, il n’y a pas d’équivalence officiellement reconnue entre les méthodes par 

culture (NF T90-431) et par q-PCR (NF T90-471), c’est-à-dire entre les résultats exprimés en 

UG/L (Unité Génome) et ceux obtenus par la culture exprimés en UFC/L. 

La polymerase chain reaction (PCR) est une méthode de biologie moléculaire basée sur 

l’amplification génique in vitro. Elle permet de copier en grand nombre une séquence d'ADN 

connue, à partir d'une faible quantité initiale, par l’utilisation d’une enzyme ADN polymérase 

et d’amorces oligonucléotidiques. La sélectivité de la technique vient du fait que les amorces 

nucléotidiques utilisées sont spécifiques du gène à amplifier. Ces dernières sont constituées 

d'oligonucléotides de synthèse de taille déterminée (20 à 25 nucléotides), permettant de 

délimiter la séquence à amplifier (92,93). 

La q-PCR est une évolution de la PCR classique qui consiste à mesurer la quantité d’ADN 

polymérisé à chaque cycle grâce à une sonde fluorescente ou un agent fluorescent 

intercalant de l’ADN (94,95). Elle permet ainsi de faire des mesures quantitatives (q-PCR) en 

comparant les niveaux de fluorescence à ceux d’un standard externe composé de solutions 

de concentration calibrée en UG de Legionella pneumophila amplifiées (92,93). 

La norme NF T 90-471 laisse le choix des amorces, dans la mesure où elles sont spécifiques 

de Legionella. Certaines amorces sont déjà couramment utilisées pour le dénombrement de 

Legionella par q-PCR. Par exemple, une amorce spécifique du genre Legionella qui permet 

l’amplification d’un fragment du gène codant l’ARNr 16S ou une amorce spécifique de 

l’espèce L. pneumophila qui permet l’amplification d’un fragment du gène mip (macrophage 

infectivity potentiator), un gène codant un potentiateur bactérien à provoquer une infection 

intracellulaire de protozoaires ou de macrophages humains (93). D’autres amorces sont 

également utilisées, comme des fragments des gènes codant l’ARNr 5S (96) et  l’ARNr 23S 

(97). 

La dernière version de la norme révisée en 2010 préconise un étalonnage à chaque 

changement de lot de réactifs, par le raccordement de la solution de calibration de travail à 

un étalon primaire. Elle définit ainsi l’utilisation d’un étalon primaire certifié servant à 

améliorer la reproductibilité des résultats et leur comparaison entre les différents 

laboratoires. Cet étalon a été mis au point et est distribué depuis octobre 2009 par le CNRL. 

 

2.2 Typage moléculaire des souches  

 

De nombreuses méthodes de typage moléculaire des souches de L. pneumophila sg1 ont 

été développées mais elles ne présentent pas toutes les mêmes caractéristiques. En effet, 

certains critères tels que la reproductibilité et le pouvoir discriminant, qui peut être mesuré 

selon la formule de Hunter et Gaston (98), sont variables en fonction de la méthode utilisée.  
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2.2.1 Méthode phénotypique 

Le typage phénotypique est réalisé à l'aide d'anticorps monoclonaux (Mabs) selon le panel 

de Dresden dirigés contre le LPS (lipopolysaccharide) par une technique 

d’immunofluorescence (99). Ce panel comprend 4 anticorps auxquels on rajoute le Mab 3 de 

l’American Type Culture Collection (ATCC). Il permet en fonction de la positivité de 

l’agglutination avec l’anticorps de différencier 9 sous-groupes répartis en 2 catégories selon 

leur réactivité avec l’anticorps monoclonal 3/1 (Figure 12). Ainsi les souches des sous-

groupes Knoxville, Philadelphia, Benidorm et France/Allentown sont Mab 3/1 + (100). Elles 

sont plus impliquées dans les cas cliniques, communautaires et liés au voyage. Les souches 

Mab 3/1 - (sous-groupes Olda, Oxford, Bellingham, Heysham et Camperdown) sont, quant à 

elles plus fréquemment retrouvées dans l’environnement (2). On peut rappeler qu’un autre 

panel avait été décrit initialement par Joly et al. (101). Au total, il apparaît que typage est une 

première étape de différenciation des souches de L. pneumophila identifiées en pathologie 

humaine mais a un pouvoir discriminant nettement inférieur aux techniques moléculaires 

décrites ci-après puisque seuls 9 sous-groupes sont identifiés par les anticorps 

monoclonaux. Son intérêt réside dans sa complémentarité avec les méthodes génotypiques. 

Ainsi, le pouvoir discriminant  de la technique de SBT utilisée isolément est supérieur à 94% 

et atteint plus de 98% lorsqu’elle est combinée au sérotypage par Mabs (7).  

 

 
Figure 11. Schéma d’interprétation du sous-groupage des L. pneumophila sg1 utilisant le 

panel d’anticorps monoclonaux de Dresden plus l’anticorps monoclonal 3 de l’ American 

Type Culture Collection (ATCC) (100) 
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2.2.2 Méthodes génotypiques 

 Electrophorèse en champ pulsé 2.2.2.1

 

Le typage des légionelles par analyse des profils de macrorestriction de l'ADN total par 

PFGE est une technique introduite au laboratoire au début des années 90 (102). Elle a été 

largement implantée au niveau international ainsi qu’au CNRL car elle avait un fort pouvoir 

discriminant et surtout permettait la constitution de bases de données informatisées (103–

105). Grâce à l’utilisation de logiciels dédiés à l’épidémiologie, il a été possible de comparer 

dans une même base de données tous les profils de restriction des légionelles et d’identifier 

des profils identiques ou similaires quelle que soit la date d’isolement. Rapidement, cette 

technique consiste à digérer l’ADN chromosomique par l’enzyme de restriction Le 

chromosome bactérien est ainsi coupé par l’enzyme à des sites de clivage donnant des 

grands fragments de 10 à 800 kb. L’électrophorèse en champ pulsé est alors utilisée pour 

les séparer et le profil obtenu est appelé pulsotype. Le meilleur pouvoir discriminant est 

obtenu avec l’enzyme SfiI (106) mais l’enzyme NotI peut également être utilisée (107).   

Les inconvénients majeurs de cette méthode sont que cette technique est longue et 

dépendante du laboratoire. En effet, d’une part, elle nécessite un repiquage de la souche et 

4 jours consécutifs de technique. Cependant une technique plus rapide en 2 jours a été 

décrite (108). D’autre part l'interprétation basée sur la lecture de profils (obtenus après 

migration électrophorétique) n’est pas comparable d'un laboratoire à l'autre. Cependant cette 

méthodologie présente un grand avantage car elle présente un très fort pouvoir discriminant 

(supérieur à 98%, supérieur à la technique SBT décrite ci-dessous). De plus, cette technique 

permet de constituer une base de données. Au CNRL de Lyon cette technique a été 

largement utilisée. Ainsi, en 2012 la base de données contenait plus de 9 000 profils de 

L. pneumophila d’origine clinique et environnementale dont plus de 4 000 profils de 

L. pneumophila sg1 d'origine clinique. 

 

 Sequence Based Typing 2.2.2.2

 

Au milieu des années 1990, sont apparues les techniques de typage moléculaire de souche 

de légionelles basées sur les séquences nucléotidiques de gènes. Cette technique a 

généralement été appelée MLST (Multi Locus Sequence Typing), sa définition correspondant 

au séquençage de 7 gènes de ménage. Pour les légionelles, 7 gènes consensus ont été 

choisis après  une étude multicentrique mais comprenait uniquement 2 gènes de ménage 

(ou du métabolisme de base) asd (« aspartate-ß-semialdéhyde dehydrogenase »), neuA 



39 

 

(Nacylneuraminate cytidylyltransferase) et 5 gènes associés à la virulence : flaA (« Flagellum 

A »), pilE (piline de type IV), mip (« macrophage infectivity potentiator »), mompS (« outer 

membrane protein ») et proA (metalloprotéase au zinc). Comme il ne s’agissait pas 

strictement à une technique correspondant au MLST, une terminologie plus large a été 

retenue. Le SBT est la méthode de référence européenne (7,8), cette méthode présente un 

pouvoir discriminant d’environ 96 – 97 %. Une base de données informatisée correspondant 

à la séquence de chacun des allèles a été créée http://www.ewgli.org/. Un profil allélique 

correspond à la succession de numéros comprenant le numéro de chaque allèle (ou gène) 

séparé par une virgule dans un ordre prédéfini flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA et neuA. A 

chaque profil allélique correspond un « Sequence Type » (ST) (par exemple le profil allélique 

1,4,3,1,1,1,1, correspond au ST1). L’assignation du profil allélique et du ST est obtenue en 

soumettant les données des séquences sur le site d’EWGLI.  

Pour les prélèvements respiratoires pour lesquels une souche n’a pas été isolée, une PCR 

nichée de chacun des 7 gènes (Nested-PCR-based SBT) encore appelée nested-SBT, a 

également été développée et permet d’obtenir des profils alléliques complets et un ST 

directement à partir d’un prélèvement clinique (9). 

3 Réservoirs environnementaux des légionelles  

 

Les légionelles sont naturellement présentes dans les environnements hydriques. Dans les 

eaux froides, elles sont retrouvées à de faibles concentrations (celles-ci étant inférieures au 

seuil de contamination considéré comme dangereux pour contaminer l’homme (<103 

UFC/L)). Les légionelles ayant comme caractéristique d’être une des rares bactéries 

pathogènes pour l’homme capable de se multiplier dans les eaux chaudes (optimum 35-

37°C), leur concentration va être augmentée dans les eaux chaudes naturelles ou chauffées 

artificiellement par l’homme. De plus dans l’ensemble de ces environnements  hydriques, 

c’est une très grande diversité d’espèces de légionelles qui sont habituellement isolées 

(21,27), mais seule L. pneumophila reste la plus pathogène pour l’homme. 

 

 

3.1 Ecosystèmes naturels 

Les écosystèmes naturels où se développent les légionelles sont les fleuves, rivières, 

nappes phréatiques, étangs, sources thermales ou les sols humides.  
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3.1.1 Eaux douces  

 

Elles sont détectées respectivement dans plus de 40% des environnements d’eau douce par 

culture et plus de 80% des cas par PCR (109). Ces écosystèmes naturels sont cependant 

rarement identifiés comme source d’infection humaine, car les conditions pour une 

croissance considérable des légionelles y sont peu favorables hormis pour les sources d’eau 

chaude.  

 

 Les eaux de surface et eaux souterraines  3.1.1.1

 

De très nombreuses publications montrent que les légionelles sont présentes dans les eaux 

de surface. Au début des années 80, Carl Fliermans a prélevé plus d’une soixantaine de lacs 

et rivières aux Etats Unis et a isolé des L. pneumophila de différents sérogroupes au sein 

d’écosystèmes présentant des caractéristiques de pH, de température et d’oxygénation très 

variables (46). On retrouve cette grande diversité à l’échelle mondiale puisque des 

légionelles sont isolées aussi bien de rivières en Amazonie que de lacs en Antarctique 

(110,111). Enfin, mais souvent à des concentrations plus faibles qu’en surface, les 

légionelles sont également présentes dans les eaux souterraines (26,112–117) (Tableau 3). 

 Sources d’eau chaude / eaux thermales 3.1.1.2

 

Dans ces écosystèmes, L. pneumophila sg1 est très souvent retrouvée, parfois à des 

concentrations supérieures à 10 000 UFC/L (118). Ces sources d’exposition sont donc à 

risque de légionellose, principalement lorsque la température de production est comprise 

entre 35 et 40°C. Neuf études rapportent des cas de légionellose liés à l’exposition aux eaux 

thermales (Tableau 3). La majorité d’entre eux a eu lieu au Japon (47,119–123) où les 

sources d’eau chaudes appelées « onsen » sont très répandues. Pour ces six cas, un lien de 

clonalité a été établi entre souches cliniques et souches environnementales par PFGE. Les 3 

autres cas ont eu lieu dans des structures thermales européennes donc plus artificielles. Les 

2 publications françaises rapportent 7 cas (5 cas en 1986, 1 cas en 1994 et 1 cas en 1997) 

dans une même station thermale (124,125). Une publication helvète rapporte la survenue 

d’un cas (126), pour lesquels les sources d’exposition n’ont pu être formellement 

incriminées. Parmi ces 9 études, L. pneumophila sg1 était retrouvé chez les patients pour 4 

d’entre elles (120,123,125,126).  
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 Flaques d’eau / eaux de pluie 3.1.1.3

 

Les flaques d’eau et les eaux de pluie peuvent constituer un réservoir de Legionella. Deux 

études hollandaises (Schalk (127) et van Heijnsbergen  (48)) ont montré la présence de 

Legionella spp. dont L. pneumophila par coculture amibienne, la culture sur milieu GVPC 

restant négative. Cependant le pourcentage de prélèvements positifs à Legionella spp. 

différaient dans les 2 études puisqu’il était de 31% et 3,9% respectivement. Dans les 2 

études, certaines souches de L. pneumophila retrouvées ont déjà été isolées chez des 

patients. Par ailleurs, bien que les prélèvements aient été effectués aux Pays-Bas à peu près 

à la même saison (printemps, fin d’été), ils étaient réalisés après des précipitations de forte 

intensité dans l’étude de Schalk et al., l’effet du ruissellement et donc l’apport de terre a pu 

surestimer la présence de légionelles dans ces prélèvements. Sakamoto et al. (128)ont 

également identifié les flaques d’eau en bordure de routes comme de potentielles sources de 

contamination puisqu’ils y retrouvaient des L. pneumophila par culture dans 35% des cas 

uniquement en saison chaude (128). Cependant, cet effet température que l’on ne retrouve 

pas dans la publication de Kanatani et al. (129), puisque des échantillons de flaques d’eau 

prélevées tout au long de l’année à des températures (-0,6°C à 32,2°C) en 6 points fixes 

étaient positifs à L. pneumophila en culture (Tableau 4). 

Quant aux eaux de pluie, elles peuvent être collectées directement dans des flacons stériles. 

Ainsi, Sakamoto et al. ont détecté la présence de Legionella spp. uniquement par PCR dans 

1 échantillon sur 10 (128). D’autres publications rapportent la présence de Legionella dans 

les eaux de pluie, mais celles-ci étaient recueillies dans des gouttières ou containers de 

recueil et les légionelles pouvaient avoir été apportées par ruissellement (130,131) (Tableau 

4).  

 Eaux salées 3.1.1.4

 

Habituellement Legionella n’est pas retrouvée dans le milieu marin. Cependant, des 

légionelles ont été détectées dans l’eau de mer dans des situations de mélange avec de 

l’eau douce : abouchement des eaux usées (132,133), estuaire (110), mais aussi dans des 

amibes halophiles (25,134) (Tableau 4).  

 

 Sols 3.1.1.5

 

Le sol constitue également un réservoir naturel pour de nombreuses espèces comme l’e 

montrent ces publications du Japon, de la Thaïlande et des Etats-Unis (6,22,135,136) 

(Tableau 5) . Nous n’avons, en effet, pas retrouvé d’études portant sur l’analyse des sols en 
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Europe. De plus, d’autres publications montrent que la terre est une source potentielle 

d’infection (137–139). Ainsi, le cas rapporté par Wallis et al. présente le plus fort niveau de 

preuves. En effet, les pulsotypes (non connus au sein du laboratoire ayant effectué l’analyse) 

de la souche clinique et de la souche retrouvée dans la terre de la serre, où le jardinier 

travaillait, étaient identiques (137).   

 

3.2 Ecosystèmes artificiels 

 

A partir du milieu naturel, la bactérie peut coloniser des sites hydriques artificiels lorsque les 

conditions de son développement sont réunies et peut ainsi proliférer dans différentes 

installations à risque telles que les réseaux d’eaux chaudes sanitaires (ECS), les tours 

aéroréfrigérantes (TAR) et d’autres installations (bains à remous, brumisateurs, 

humidificateurs, appareils à oxygénothérapie et apnée du sommeil, fontaines décoratives) du 

fait de la production potentielle d’aérosols. 

 

3.2.1 Tours aéro-réfrigérantes  

 

De nombreuses publications rapportent l’implication des TAR dans des épidémies. Les 

concentrations en légionelles peuvent atteindre 1010 UFC/L (140)  Cependant les cas 

sporadiques peuvent également être attribués à ces installations. Ainsi une étude 

rétrospective anglaise montrait que près de 20 % des cas sporadiques survenus en 

Angleterre et au Pays de Galles entre 1996 et 2006 avait très probablement une TAR 

comme source d’infection (Tableau 5). 

Ce risque est lié au type de TAR. Une TAR humide est un échangeur de chaleur "air/eau", 

dans lequel l’eau à refroidir est en contact direct avec l’air ambiant. L’eau chaude est 

pulvérisée en partie haute de la TAR et ruisselle sur le corps d’échange. L’air traverse le 

système de ruissellement et est rejeté dans l’atmosphère. Le refroidissement s’effectue 

principalement par évaporation de l’eau. Un des modes de contamination avéré est la 

dissémination dans l’atmosphère de légionelles par ces systèmes de refroidissement à voie 

humide. On distingue les tours à circuit ouvert et à circuit fermé. Les tours à circuit ouvert 

sont plus à risque de dissémination de légionelles. Par contre, dans le cas d’installations à 

circuit fermé, le volume d’eau du circuit en contact avec l’air est plus faible. Les conditions 

favorables au développement des légionelles dans le circuit sont minorées par la limitation 

des surfaces de canalisation où serait susceptible de se former du biofilm, mais le risque de 

prolifération des légionelles reste néanmoins présent. 
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Figure 12. Les TAR sont des sources reconnues de légionellose et peuvent être à l’origine 

d’épidémies (67,140–144). 

 

 

3.2.2 Spa, Jacuzzi 

 

Tout comme les TAR, les spas et jacuzzi, qu’ils soient publics (145–148) ou privés (149), 

sont des sources potentielles bien connues de légionellose. Dans une étude avec un modèle 

d’aérosolisation pulmonaire et en utilisant des cochons d’Inde, il a été démontré que, pour 

une exposition de 15 minutes à un bain bouillonnant, le risque d’infection variait de 3% si la 

concentration en Legionella pneumophila était de 10 UFC/L, à 95% avec une concentration 

de 1 000 UFC/L (150). Ces résultats ne tenaient bien évidemment pas compte ni de la 

virulence de la souche ni des facteurs d’hôte (Tableau 5). 

 

3.2.3 Terreaux, composts   

 

Bien que n’étant pas un écosystème essentiellement hydrique, le compost et le terreau sont 

néanmoins des réservoirs possibles de légionelles notamment de L. longbeachae, comme 

en Australie, Nouvelle Zélande ou au Japon (151–153). Des techniques de culture de ces 

matrices ont été décrites et les plus fortes concentrations retrouvée dans la littérature étaient 

de 2,8.106 UFC /g  pour L. pneumophila sg 2-15, de 105 UFC/g pour L. pneumophila sg1, de 

7.108 UFC/ g pour L. bozemanni (154) et 2.104 UFC /g  pour L. longbeachae (155) dans du 

compost. Dans les terreaux, la concentration maximale observée était 2,8.104 UFC/g pour 

L. pneumophila sg1 et 2,7.105 UFC/g pour Legionella spp. (156) (Tableau 6). 
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3.2.4 Fontaines décoratives 

 

Les fontaines décoratives peuvent être une source non négligeable de légionelles. Du fait de 

leur implantation dans des endroits très fréquentés (hôtels, centres commerciaux, etc…), le 

nombre de cas de légionellose associés à une fontaine peut être important comme dans 

l’article de O’Loughlin et al. où 18 cas étaient dénombrés (157). Des concentrations 

importantes en L. pneumophila sg1 ont été rapportées dans deux publications (157,158). Les 

concentrations observées dans l’eau des fontaines étaient respectivement de 3.106 UFC/L et 

4.105 UFC/L et. Par ailleurs, les souches environnementales retrouvées étaient identiques 

en PFGE (158) ou présentaient le même profil allélique en SBT (157) que les souches 

cliniques (Tableau 6).  

3.2.5 Usines de retraitement de déchets 

 

Ces installations sont des réservoirs avérés de légionelles. En Norvège, deux épidémies de 

légionellose survenues en 2005 et 2008, ont impliqués des usines de retraitement (159,160). 

Dans l’épidémie de 2005, 56 cas de légionellose étaient observés et le purificateur d’air de la 

station apparaissait comme étant l’élément responsable de la diffusion d’un aérosol 

contaminant sur plus de 10 km, à la manière d’une TAR. En 2008, toujours dans cette même 

région fortement industrialisée, une épidémie de 5 cas incriminant une usine de retraitement  

a été rapportée. De nouveau, les purificateurs d’air ont montré la présence de légionelles. 

Cependant, la concentration la plus importante était retrouvée dans le bassin d’aération, soit 

environ 1010 UFC / L (Tableau 6).  

 

3.2.6 Brumisateurs / Humidificateurs d’air 

 

Les appareils de brumisation peuvent diffuser un aérosol contaminant. Deux investigations 

d’épidémie de légionellose touchant 33 patients en Floride (161) et 12 patients en Catalogne 

(162) ont montré que des brumisateurs de supermarché étaient la source de contamination. 

En effet, l’eau du réservoir montrait une contamination de 107 UFC/L  L. pneumophila sg1. 

De même, les humidificateurs d’air sont également à risque. Ainsi, un humidificateur placé 

dans un service de néonatologie est à l’origine d’une épidémie de 9 cas chez des nouveau-

nés à terme (163). Deux souches avaient été retrouvées en forte concentration dans 

l’appareil : 2,9.108 UFC/L dont majoritairement L. pneumophila sg3 ST93 dans la partie 
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inférieure de l’appareil,  et 5,5.107 UFC/L dont majoritairement L. pneumophila sg1 ST1 dans 

le réservoir. Une autre publication rapporte la présence de plus de 30 000 UFC/ L de 

L. pneumophila sg1 dans l’eau résiduelle d’un humidificateur (164). Cette recherche était liée 

à la survenue d’un cas sporadique de légionellose chez un nouveau-né de 6 mois.  

Ces 2 articles sont relativement récents (2013 et 2012). Mais déjà dans les années 80, les 

humidificateurs d’air ont été décrits comme un réservoir possible de légionelles (165,166) 

(Tableau 6).  

 

3.2.7 Machines à glace 

 

En 1985, Stout et al. ont montré la présence de L. pneumophila dans le réservoir d’eau 

froide de 8 machines à glace sur les 14 machines d’un hôpital (167). Les concentrations 

variaient au cours de l’année et selon les appareils, puisque les auteurs rapportaient un 

dénombrement de 1 à 300 UFC par boîte. A l’époque aucun lien épidémiologique n’avait été 

établi avec un cas. Cependant, des publications ont montré que ces machines pouvaient être 

une source avérée de légionellose, comme par exemple dans 2 cas sur 3 chez des patients 

greffés cœur-poumons (168). L’eau du réservoir de la machine présentait une forte 

concentration en L. pneumophila sg1 (10 000 UFC/L). Dans une autre publication aux Etats-

Unis, on retrouvait même une quantité non dénombrable de L. pneumophila sg6 dans le 

réservoir et 4,3 UFC/mL de ce même sérogroupe dans le glaçon (169). La souche 

environnementale était identique à la souche clinique du cas associé. Dans ces 2 cas, les 

auteurs évoquent 2 hypothèses de transmission : soit par micro-aspiration soit par inhalation 

d’un aérosol contaminé. Enfin, les machines à glace ont aussi été impliquées dans une 

pseudo-épidémie à L. pneumophila sg8 par contamination de seringues dans une unité de 

bronchoscopie (170) (Tableau 6).  

 

3.2.8  Climatisations 

 

En 1976, lors de l’épidémie de Philadelphie à l’origine de la découverte de L. pneumophila, 

le système de climatisation de l’hôtel avait été identifié comme la source d’infection. Dès lors, 

et durant les années 80, un certain nombre de publications ont montré que ces installations 

étaient des réservoirs avérés de légionelles pouvant conduire à de nouvelles épidémies 

(171–174). La concentration en L. pneumophila sg1 la plus élevée retrouvée dans la 

littérature était de 9.106 UFC /L (174). Par ailleurs, en 1981 un modèle d’infection pulmonaire 
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sur cochon d’Inde a été décrit pour valider le mode de transmission par aérosols à partir de 

climatiseurs contaminés (175). Enfin, Pinar et al. et Sakamoto et al. se sont intéressés à la 

possibilité de contamination à partir des systèmes de climatisations de voitures (176,177).  

Dans la première étude, la présence de L. pneumophila sg1 a été détectée par PCR dans 

l’eau du climatiseur. Celui-ci présentait une fuite et le conducteur qui est resté longtemps 

dans l’habitacle, a développé une légionellose. Dans la deuxième étude,  des Legionella spp. 

étaient détectés par PCR  sur écouvillon dans le système de climatisation de voitures 

destinées à la casse. Parallèlement, les conducteurs de voiture présentaient un titre 

d’anticorps plus élevés que le groupe témoin (Tableau 7).  

 

3.2.9  Fauteuils dentaires 

 

Les fauteuils dentaires sont à risque de légionellose. Ricci et al. ont décrit un cas mortel chez 

une femme de 82 ans dont la seule source potentielle d’exposition était des soins dentaires 

(178). L’investigation environnementale rapportait la présence importante de L. pneumophila 

sg1 : 1,5.103 UFC/L dans l’eau du robinet alimentant le fauteuil, 4.103 UFC/L dans le réseau 

du fauteuil, et 6,2.104 UFC/L dans la turbine à haute vitesse. En effet si le réseau d’eau 

interne du fauteuil est colonisé par des légionelles, l’aérosol généré au niveau des pièces à 

main peut être contaminant. De nombreuses études ont recherché la présence de 

légionelles dans l’eau d’alimentation et le circuit des fauteuils, et ont évalué les variations 

avant et après activité. Une première étude multicentrique en Italie a montré que 30 % des 

points d’eau des cabinets dentaires et 16% des fauteuils étaient contaminés par des 

légionelles (179). La concentration en Legionella spp. variait de 1.6.106 UFC/L avant activité 

à 8.105 UFC/L après activité pour les fauteuils, mais restait stable pour les robinets avec une 

concentration maximale observée de  9.106 UFC/L Legionella spp.. Une étude sud-africaine 

multicentrique montrait également une variation de la contamination des unités dentaires au 

cours du temps puisque parmi les 99 unités analysées, 14 unités étaient contaminées le 

matin et 13 l’après-midi (180). La concentration maximale retrouvée était de 2,9.106 UFC/L 

de L. pneumophila sg1. Une 3ème étude multicentrique européenne a, quant à elle, montré 

que les fauteuils dentaires étaient contaminés principalement au niveau de leur circuit 

interne  et dans le biofilm présent dans le circuit (181).  Des Legionella spp. étaient 

détectées pour 4% des fauteuils et 1% des fauteuils présentaient une culture positive à 

L. pneumophila. Les contaminations étaient essentiellement retrouvées en Grèce et au 

Danemark (Tableau 7).  
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4 Caractéristiques des souches ST47  

4.1 Typage moléculaire  

 

Historiquement, au CNRL les souches ont tout d’abord été typées par PFGE. Entre 1995 et 

2006, près de 1800 souches ont été typées et ont permis de détecter 3 catégories de 

souches : 

- les souches sporadiques où une infection correspond à une souche de profil unique, 

- les souches épidémiques où plusieurs infections reliées correspondent à 1 souche de 

profil unique dit épidémique, 

- les souches endémiques où plusieurs infections non reliées correspondent à 1 

souche de profil unique dit endémique.   

Ainsi, parmi les souches endémiques, le pulsotype Lorraine regroupant 80 isolats a été 

identifié. D’un point de vue phénotypique, les souches Lorraine appartenaient au sous-

groupe France-Allentown sauf pour 2 souches qui appartenaient au sous-groupe Benidorm.  

Enfin, d’un point de vue génotypique le ST47 de profil allélique 5,10,22,15,6,2,6, a été 

retrouvé pour l’ensemble des souches Lorraine sauf, pour 2 souches qui présentaient une 

différence d’allèle sur les gènes pilE et proA et étaient identifiées ST109  avec le profil 

allélique suivant 5,1,22,15,6,10,6 (13).  

Au final, le type majoritaire est L. pneumophila sg1 sous groupe France-Allentown, pulsotype 

Lorraine, ST47.  Dans la suite de notre travail, nous la nommerons indifféremment souche 

Lorraine ou souche ST47 (sauf exceptions). 

 

 

4.2 Réservoirs environnementaux 

 

L’environnement naturel des souches ST47 reste méconnu. Entre 1995 et 2006 plus de 

4 000 souches de Legionella provenant de prélèvements d’eau ont été typées au CNRL par 

PFGE, la souche Paris était retrouvée plus de 500 fois et la souche Lorraine uniquement 3 

fois (13). Ainsi, la souche ST47 n’a été isolée que dans des eaux chaudes sanitaires, une 

TAR et l’eau d’une station de lavage. Des données européennes (36 pays, 3200 isolats) ont 

également montré que parmi les souches environnementales, la souche ST47 n’était 

retrouvée que dans 0,4% des prélèvements d’environnement alors qu’elle représentait 

13,6% des prélèvements cliniques (11). Aux Pays-Bas, où la souche représente 41% des 
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isolats cliniques (183), elle n’a été identifiée dans l’environnement qu’à 3 occasions (184). 

Toutes impliquaient des jacuzzis de jardin.  Du fait de ce point commun, une des hypothèses 

évoquées par Euser et al. était que la bactérie pouvait avoir colonisé le jacuzzi à partir d’un 

réservoir primaire extérieur, probablement la terre. Le vecteur de transmission pouvait être le 

vent ou les pieds des utilisateurs du bain bouillonnant. Des prélèvements de terre aux 

alentours des jacuzzis des cas de 2013 et 2006 ont été effectués. Un prélèvement de terre a 

été retrouvé positif à L. pneumophila sg1 ST47 en co-culture amibienne. La terre est donc un 

des réservoirs possibles de la souche ST47 (Tableau 8).  

 

Tableau 8. Récapitulatif des investigations aux Pays-Bas et en France où une souche 

environnementale ST47 a été isolée  

Pays Année 
Nombre de cas de 

légionellose 
Source 

environnementale 
Souche 
clinique 

Pays-Bas 2013 2 Jacuzzi de jardin Non 
Pays-Bas 2009 1 Jacuzzi de jardin Non 

France 2007 1 Eau chaude sanitaire 1 souche ST47 

Pays-Bas 2006 1 Jacuzzi de jardin 1 souche ST47 
France 2006 12 cas groupés TAR 1 souche ST47 

France 2004 1 Station de lavage 1 souche ST47 

 

 

4.3 Génome 

Le génome de la souche Lorraine a une taille de 3,46 Mb et est composé d’un grand 

chromosome circulaire unique comprenant 3 117 gènes dont 3 080 séquences codantes 

ainsi que d’un plasmide. L’analyse comparée de 6 génomes de L. pneumophila a montré 

qu’il existait 183 gènes spécifiques pour la souche Lorraine (36).  

Par ailleurs, au sein de cette souche, le contenu génomique semble extrêmement bien 

conservé. En effet, Underwood et al. ont observé que 3 souches Lorraine, isolées entre 2003 

et 2006 en France et au Royaume-Uni séquencées intégralement par WGS  (whole genome 

sequencing) ne présentaient que 4 SNPs (single nucleotide polymorphism) de différence 

alors que les génomes de 2 souches Paris montraient 280 SNPs de différence (185).  
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4.4 Place de la souche ST47 dans la légionellose 

Les dernières données épidémiologiques françaises publiées ont montré que les 3 souches 

endémiques principales (ST1, ST23 et ST47) représentaient près de 40% des cas de 

légionellose pour lesquels une souche avait été isolée (76). En Europe, la souche ST47 est 

très fréquemment retrouvée en Belgique (27,9% des souches isolées entre 2000 et 2010), 

au Royaume-Uni (25,7% des souches isolées entre 2000 et 2008), et aux Pays-Bas comme 

évoqué précedemment (2,4,183). Elle a également été identifiée au Canada pour un cas 

(14).  

En France, les souches ST47 sont responsables principalement de cas isolés. Néanmoins 

deux épidémies ont déjà été décrites. Lors de la première, survenue à Lyon en 2005, 34 

patients ont été infectés mais seulement 3 souches ont été isolées. La seconde épidémie a 

eu lieu en 2006 en région parisienne. Parmi les 12 patients dont le dignostic a été réalisé par 

antigène urinaire, une seule souche ST47 a été isolée d’un prélèvement respiratoire (13).  

Enfin, une étude s’est intéressée aux facteurs de risques associés aux cas communautaires 

infectés par la souche Lorraine comparés aux cas infectés par des souches sporadiques. 

Les cas d’infections liés à la souche Lorraine était significativement plus associés avec le 

tabagisme (Odds Ratio ajusté : 1,82; intervalle de confiance à 95% : 1.14–2.91) et la 

mortalité observée (9,9%) était moins élevée que dans le groupe contrôle (25,5%).  
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1 Introduction  

 

Le typage moléculaire des souches de Legionella pneumophila sg1 a fait apparaître des 

souches endémiques représentant des complexes clonaux majoritaires (76). Parmi eux, les 

souches Lorraine ST47 sont très rarement isolées de l’environnement du patient. Notre 

objectif était donc d’élucider le phénomène de non détectabilité de la souche ST47 dans 

l’environnement.  

Nous décrirons, tout d’abord, l’étude de l’effet des traitements pré-analytiques sur la 

cultivabilité de la souche Lorraine ST47 tels que l’acidification et le chauffage, lors de sa 

détection dans des échantillons d’eau. Nous montrerons également que le milieu GVPC 

n’est pas un milieu performant pour la détection des légionelles dans les prélèvements 

cliniques et que son utilisation pour les prélèvements environnementaux peut être discutée. 

Nous présenterons également le développement d’un outil de détection spécifique de la 

souche Lorraine ST47 dans les prélèvements cliniques et environnementaux, de la mise au 

point à l’évaluation de ses performances.  

Parallèlement au travail centré sur la problématique de la souche ST47, nous avons 

recherché l’existence d’autres sources de contamination possibles par les légionelles. C’est 

pourquoi, nous nous sommes intéressés en premier lieu à la contamination de l’eau du 

robinet par L. pneumophila. Cette source de contamination était évoquée dans quelques 

articles rapportant des cas cliniques comme étant la seule source possible de contamination 

(176,177), En conjuguant des approches de bactériologie conventionnelle et de biologie 

moléculaire, nous avons pu rassembler un faisceau d’arguments biologiques en faveur de la 

présence de L. pneumophila dans des aérosols de robinet. Enfin, nous avons tenté de 

restreindre le champ d’investigation des sources potentielles pour la souche ST47. Nous 

n’avons pas retenu la stratégie de criblage qui est chronophage. Ainsi, nous avons analysé 

les différences de caractéristique épidémiologiques entre les clones dominants (ST1, ST23 

et ST47) en France entre 2008 et 2012 notamment en termes de facteurs de risque 

d’exposition. Du point de vue clinique, nous avons montré que les souches ST47 étaient 

associées à des cas quasi exclusivement communautaires.  
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2 Effet des traitements pré-analytiques et du milieu de culture sur 

la cultivabilité de la souche Lorraine 

Dans la version de 2003 de la norme NF T90-431, la recherche et le dénombrement par 

culture des Legionella spp. dans l’eau se font à partir d’un prélèvement d’eau d’un litre qui 

est ensemencé sur un milieu sélectif après une étape de concentration par filtration sur 

membrane, et une décontamination par chauffage 30 minutes à 50°C et acidification à pH= 

2,2. Cette norme a évolué en novembre 2014. Ainsi, l’étape de concentration et le pré-

traitement par chauffage ont été supprimés au profit d’une filtration directe d’un volume de 

100 mL sur membrane de nitrocellulose, suivi d’une acidification de la membrane. Par 

contre, le milieu sélectif GVPC est le milieu imposé par la norme dans ses deux dernières 

versions. Reinthaler et al. et Wellinghausen et al. ont constaté que ce milieu était le plus 

favorable à la croissance des Legionella spp. et le plus efficace pour éliminer la flore 

interférente (93,186). D’autres études ne vont pas forcément dans ce sens  et on montré la 

supériorité d’autres milieux (187,188).   

Concernant la non-détectabilité de la souche Lorraine dans l’environnement, nous pouvons 

donc formuler l’hypothèse que les traitements pré-analytiques et/ou le milieu de culture 

utilisé participent à cette absence de détection.  

 

2.1 Effet des traitements pré-analytiques 

Nous avons réalisé 2 études pour évaluer l’effet des traitements pré-analytiques sur la 

cultivabilité de la souche Lorraine. L’objectif étant de comparer les rendements de culture de 

6 souches Lorraine par rapport à 6 souches Paris. 

 

2.1.1 Matériels et méthode de la première étude 

Nous avons contaminé artificiellement des matrices hydriques par inocula standardisés. Les 

matrices étaient soit de l’eau stérile en flacon (B-Braun®), soit une solution de Ringer stérile 

préparée au CNRL. Pour chaque souche (Lorraine ou Paris), 6 isolats ont été testés : la 

souche de référence en dupliquat (CIP108729 pour Lorraine et CIP107629T pour Paris), 2 

souches cliniques et 2 souches environnementales. Les inoculums ont été préparés à partir 

d’une suspension de DO=1 à la longueur d’onde de 550 nm : 103,104, et 105 UFC/L. Les 

milieux utilisés  pour le dénombrement étaient soit des milieux GVPC, soit BCYE. 

Les différents concentrats étaient obtenus en filtrant 1 L de matrice hydrique. La membrane 

filtrante était reprise dans 5 mL d’eau stérile et soniquée pendant 2 minutes correspondant 
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au concentrat. Un mL du concentrat était chauffé 30 minutes à 50°C et correspondait au 

concentrat chauffé. Un mL du concentrat était mélangé à 1 mL de solution de pH=2,2 

pendant 5 minutes et correspondait au concentrat acidifié. Le rendement était calculé en 

faisant le rapport entre chacun des concentrats et l’inoculum de la matrice à analyser.  

La comparaison statistique des rendements entre les souches Lorraine et Paris a été 

réalisée avec des tests paramétrique (Student) et non paramétrique (Mann-Whitney) sur 

SPSS v17.0 

 

2.1.2 Résultats de la première étude 

 Conditions n°1 : eau stérile + milieu GVPC, tous inoculums 2.1.2.1

Nous avons montré que quelles que soient les conditions de culture et de prétraitement 

le rendement de culture de la souche Lorraine était inférieur à celui de la souche Paris 

(p<0,001) (Figure 14).  

 

 
Figure 13. Rendements de culture des souches Lorraine et Paris en fonction des traitements 

pré-analytiques dans les conditions n°1 (* test paramétrique significatif, ** test non 

paramétrique significatif) 

 

Nous avons cependant remarqué que la différence de cultivabilité entre les souches Lorraine 

et Paris dépendait de l’inoculum et existait surtout à faibles inoculums (Tableau 9)  
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Tableau 9. Différence de cultivabilité des souches Lorraine et Paris selon les inocula dans 

les conditions n°1 

 Inoculum et concentrat 

 103 104 105 

Différence 

Lorraine/Paris 

Conc. Conc. 

Chauffé 

Conc. 

acidifié 

Conc. Conc. 

Chauffé 

Conc. 

acidifié 

Conc. 

p (Student) <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 NS <0.05 NS 

p (M-W) NS <0.05 <0.05 <0.05 NS <0.05 NS 

NS= non significatif  

 

 Conditions n°2 : Ringer + milieu GVPC, tout inoculums 2.1.2.2

 

Lorsque la matrice étudiée est la solution de Ringer, nous n’avons pas observé de différence 

de rendement pour le concentrat chauffé. De plus, hormis pour le concentrat, le test non 

paramétrique  était non significatif pour le concentrat acidifié (Figure 15).  

  

 
Figure 14. Rendements de culture des souches Lorraine et Paris en fonction des traitements 

pré-analytiques dans les conditions n°2 (* test paramétrique significatif, ** test non 

paramétrique significatif) 
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 Conditions n°3 : eau stérile + souches de référence, milieu BCYE ou GVPC, 2.1.2.3

tous inoculum 
 

 
Figure 15. Rendements de culture des souches Lorraine et Paris en fonction des traitements 

pré-analytiques dans les conditions n°3 

 

Dans ces conditions expérimentales nous n’avons pas observé de différence significative 

entre les rendements pour les différents concentrats. On peut donc penser qu’il n y a pas, 

dans ces conditions d’influence du milieu de culture (Figure 16).  

 

2.1.3 Objectifs, matériels et méthode de la seconde étude 

Lors de la première étude nous avons observé que, comparée à la souche Paris, la moindre 

cultivabilité de la souche Lorraine dépendait : 

- des traitements pré-analytiques (chauffage, acidification) 

- de l’inoculum (surtout à faible inoculum) 

- de la matrice liquide (plus faible cultivabilité avec l’eau stérile qu’avec le Ringer) 

Nous avons voulu confirmer ces résultats en standardisant l’ensemencement des 

concentrats (ensemenceur automatique easy Spiral®, Interscience) et en tripliquant chaque 

mesure.  
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Les conditions de l’étude ont été simplifiées. Nous avons contaminé artificiellement de l’eau 

stérile en flacon (B-Braun®) par inoculum standardisé à 103 UFC/L. Pour chaque souche 

(Lorraine ou Paris), 6 isolats ont été testés : la souche de référence en dupliquat (CIP 

108729 pour Lorraine et CIP 107629T pour Paris), 2 souches cliniques et 2 souches 

environnementales. Hormis les 2 souches environnementales de la souche Lorraine, les 

isolats cliniques Lorraine et Paris, et environnementaux Paris étaient différents de la 1ère 

étude. Le milieu utilisé pour le dénombrement était le milieu GVPC. Les différents 

concentrats étaient obtenus comme décrits précédemment.  

La comparaison statistique des rendements entre les souches Lorraine et Paris a été 

réalisée avec des tests paramétrique (Student) et non paramétrique (Mann-Whitney) sur 

Stata v8.0.  

 

2.1.4 Résultats de la seconde étude 

Nous avons observé que, quelles que soient les conditions de prétraitement, les rendements 

de culture de la souche Lorraine ne diffèraient pas de manière significative par rapport à la 

souche Paris. Néanmoins, une variabilité dans les valeurs des rendements a été observée 

notamment pour la souche Lorraine. En effet, une souche environnementale Lorraine 

présentait un rendement de 7% pour le concentrat acidifié correspondant à la valeur 

minimale observée et de 0% pour le concentrat chauffé correspondant à la valeur minimale 

outlier (Figure 17).  

 

 
Figure 16. Rendements de culture des souches Lorraine et Paris en fonction des traitements 

pré-analytiques dans les conditions de la deuxième étude 
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2.2 Effet du milieu GVPC 

 

Publication n°1  
Evaluation of BMPA, MWY, GVPC and BCYE media for the isolation of Legionella 
species from respiratory samples. 
Descours G, Cassier P, Forey F, Ginevra C, Etienne J, Lina G, Jarraud S 
J Microbiol Methods. 2014 Mar;98:119-21  
 
Que ce soit pour la mise en culture de prélèvements d’eau ou de prélèvements respiratoires, 

la qualité des milieux de culture ensemencés semble jouer un rôle central. Tous les milieux 

de culture utilisés actuellement ont pour base le milieu BCYE (Buffered Charcoal Yeast 

Extract). Il permet l’obtention en 4 jours de colonies de Legionella présentant un aspect 

caractéristique en verre fritté à la loupe binoculaire. Ce milieu peut être supplémenté en 

antibiotiques et antifongiques permettant d’inhiber la flore contaminante oro-pharyngée ou 

environnementale. Trois milieux sélectifs ont ainsi été développés à partir du BCYE (Tableau 

10) : 

- le milieu BMPA (189), 

- le milieu MWY (190,191), 

- le milieu GVPC imposé par la norme NF T90-431. 

 

Tableau 10. Composition en antibiotiques et antifongiques des milieux BMPA, MWY et 

GVPC 

 Céfamandole 
(mg/L) 

Polymyxine B 
(mg/L) 

Anisomycine 
(mg/L) 

Vancomycine 
(mg/L) 

Cycloheximide 
(mg/L) 

BMPA 4 80 000 80   

MWY  50 000 80 1  

GVPC  80 000  1 80 

 

 

Cependant, aucune étude comparative évaluant les performances des milieux 

commercialisés pour l’isolement de souches cliniques n’avait été publiée. Les évaluations 

des milieux réalisées à partir de prélèvements environnementaux présentaient des résultats 

contradictoires, en particulier pour le milieu GVPC. En effet, selon Reinthaler et al., la 

sensibilité des milieux GVPC, BMPA et MWY n’était pas significativement différente, 

néanmoins le milieu GVPC a montré une moindre contamination par la flore interférente 
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comparé aux autres milieux ce qui le rendait a priori plus adapté pour les matrices 

environnementales, a contrario Lück, en 2004, avait montré une différence statistiquement 

significative en faveur du milieu BMPA par rapport au milieu GVPC (186–188,192).  

Dans cette étude, nous avons montré que les milieux BCYE et GVPC  présentaient des 

performances bien inférieures aux milieux MWY et BMPA, les milieux MWY et BMPA étaient 

caractérisés par une faible contamination par la flore oro-pharyngée et par des performances 

supérieures pour les prélèvements présentant un faible inoculum de Legionella. 

L’ensemencement des prélèvements respiratoires sur milieu GVPC n’est donc pas 

recommandé par le CNRL.  
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3 Mise au point d’un outil de détection spécifique de la souche 

Lorraine ST47 de Legionella pneumophila  

 

Publication n°2 (en cours) 
Multicentre evaluation of a real-time PCR for detection and identification of Legionella 
pneumophila serogroup 1 ST47 in clinical and environmental samples by the ESCMID 
Study Group for Legionella Infections (ESGLI) 
Cassier P, Mentasti M, David S, Afshar B, Underwood AJ, Etienne E, Jarraud S, 
Harrison T 
 

L’analyse comparée de 6 génomes de L. pneumophila sg1 a montré une grande diversité 

génétique au sein de souches qui appartiennent à la même espèce et au même sérogroupe 

(36). En effet, les auteurs rapportaient l’existence de 183 gènes spécifiques dans le génome 

de la souche Lorraine, soit 10 à 12 % des gènes par rapport aux 5 autres génomes. La mise 

au point d’un outil de détection  spécifique.  

Nous avons donc tout d’abord « BLASTé » l’ensemble des séquences spécifiques (gènes + 

séquences intergéniques) pour actualiser le panel de séquences spécifiques disponibles. Au 

final, 35  couples d’amorces (23 cibles géniques, 12 cibles intergéniques) ont été testés sur 

95 souches : 8 L. pneumophila sg1 Lorraine, 16 L. pneumophila sg1 non Lorraine, 15 

L. pneumophila sg2-14 de référence, 40 Legionella spp., 16 non Legionella. La séquence 

intergénique entre les gènes LPOv2_1073 et LPOv2_1074 a été sélectionnée et testée sur 

un plus grand nombre de souches (n=285).  

L’étape suivante a été un passage en PCR temps réel avec sonde d’hybridation pour valider 

la spécificité et la limite de détection. Une sonde FRET a tout d’abord été testée. Elle a 

montré une bonne spécificité mais une limite de détection trop élevée  (1 000 UG/ L). Une 

sonde Taqman a ensuite été évaluée et a montré une très bonne limite de détection à 2,36 

UG/ L et une spécificité de 91% sur l’ensemble des souches testées. Notre choix s’est donc 

porté sur la sonde Taqman. Nous avons évalué les performances de cette PCR en temps 

réel tout d’abord sur des prélèvements cliniques puis sur des prélèvements 

environnementaux.  

Premièrement, nous avons montré que la PCR restait spécifique sur prélèvements 

respiratoires (Tableau 11). L’évaluation s’est faite en 2 temps :  

- sur des prélèvements avec culture positive pour L. pneumophila sg1 i. e. avec une 

souche de disponible typée par SBT, 
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- sur des prélèvements avec culture négative pour L. pneumophila sg1 dont le typage 

moléculaire a été réalisé par nested-SBT.  

Les résultats obtenus apparaissent dans le tableau ci-dessous :  

 

Tableau 11. Evaluation de la PCR ST47 sur des prélèvements respiratoires  
 Extraits d’ADN de prélèvements respiratoires 

Prélèvements culture + 

Typage moléculaire sur souche (SBT) 

Prélèvements culture – 

Typage moléculaire sur prélèvement (nested SBT)  

ST47 Autres ST ST47 

(7/7 loci) 

Possible ST47  

(1-6 loci) 

Autre ST 

PCR 

ST47 

Positive  6/6 1/93* 2/2 9/18 0/63 

Négative 0/6 92/93 0/2 9/18 63/63 

*souche ST109; ST proche, pulsotype Lorraine 

 

Deuxièmement, les prélèvements d’environnement utilisés pour l’évaluation des 

performances de la PCR étaient des eaux de TAR ou des eaux chaudes sanitaires, et 

provenaient du quart Nord-Est de la France (de Chalon sur Saône à Strasbourg). Les 

extraits d’ADN retenus étaient soit positifs ou inférieurs à la limite de quantification en PCR 

L. pneumophila. Au total, 40 échantillons ont été testés et la PCR spécifique de la souche 

ST47 Lorraine s’est révélée négative pour l’ensemble des prélèvements. 

L’équipe de Tim Harrison à Londres a également développé une PCR spécifique de 

détection de la souche ST47 en réalisant une évaluation in silico de la cible choisie. Nous 

avons évalué les performances de cette PCR avec la même méthodologie  que pour la 

nôtre, à savoir : spécificité sur plus de 360 souches, détermination de la limite de détection et 

évaluation sur prélèvements cliniques et environnementaux. L’évaluation comparative des 

performances des 2 PCR nous a conduits à retenir la PCR développée par T. Harrison, et, 

nous avons choisi de publier nos résultats conjointement. La publication n°2, actuellement 

en cours de rédaction, décrit donc les 2 approches complémentaires d’évaluation d’une PCR 

spécifique de détection de la souche ST47 Lorraine.  
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Introduction 
 
Legionnaires’ disease (LD) is an often severe respiratory infection caused by Gram-negative 

bacteria belonging to the Legionella genus. The infection is acquired through inhalation of 

aerosols from sources contaminated with Legionellae. Among the more than 60 Legionella 

species so far described, Legionella pneumophila alone is responsible for ca. 90% of LD 

cases (1). Outbreak or sporadic LD cases are associated with many environmental sources 

such as hot water systems, whirlpool spas, cooling towers, decorative fountain (2), 

consequently highly discriminatory typing methods are essential to establish clonal 

relatedness between clinical and environmental strains of L. pneumophila during 

epidemiological investigations (3). Moreover, they are also a useful tool to investigate 

geographic and temporal distribution of strains (4–7). DNA sequence-based typing (SBT) is 

the gold standard for typing of L. pneumophila isolates. Isolates can be characterized by SBT 

(8–10) or by nested SBT (nSBT) directly on clinical samples (11–13). Significantly, some 

strains are more likely to cause disease than are others. International epidemiological typing 

data (3600 isolates, 36 countries) showed that 46% of unrelated clinical cases were caused 

by only six strains: ST1, ST23, ST37, ST42, ST47 and ST62 (14).  

ST47, is the leading cause of community acquired LD cases in Northern Europe (4,6,15,16), 

but in contrast to the other common clinical ST, it is very rarely isolated from environmental 

samples when investigations to identify the source of ST47  cases are undertaken (17). 

Indeed, a different prevalence of STs in clinical and environmental isolates was observed for 

ST47 strains, accounting for 13.6% of clinical isolates but only 0.4% of environmental 

isolates respectively (14). Thus its environmental habitat is unknown.  

To detect and identify ST47 strains from environmental and clinical samples, we developed a 

ST47 specific real-time PCR method. This qPCR was evaluated in two different formats, 

multiplex or simplex assays, in two laboratories.  
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Material and methods 
 

Participating centres and overall study design. The PHE, Respiratory and Vaccine 

Preventable Bacteria Reference Unit (London, United Kingdom), “Lab 1”, designed primers 

and probes for the ST47 assay and validated the assay in a multiplex format assay using the 

Rotor-Gene Q (Qiagen, Germany); the National Reference Centre of Legionella (Lyon, 

France), “Lab 2”, validated the assay in a simplex format on the LightCycler 2.0 (Roche 

Diagnostics, Meylan, France). 

 

Genomic sequences. When the study was initiated data were available for 32 isolates(18). 

Later data were obtained for an additional 333 isolates (David et al, 2016?) and these were 

used in the in silico evaluation of the assay.  A further 19 isolates were newly sequenced for 

this study by paired-end sequencing on the Illumina HiSeq platform with read length of 100 

bases.  

 

Assay design. At the time of the study, DNA sequences for 32 strains, representative of the 

L. pneumophila population structure, were available (18). Comparison between these 

sequences and the genome of the Lorraine strain (LPO), the L. pneumophila sg1 ST47 type 

strain (19) allowed the identification of 14 targets potentially specific for ST47. Primers were 

designed to amplify four targets, chosen because they were on the chromosome and not on 

the plasmid. After testing these different targets on the design panel, a 142bp fragment from 

“ORF 27” (located on LPOv2_1073  gene), was selected as it amplified DNA exclusively from 

the ST47 strain. A specific taqman probe was then designed to bind ORF27 within the 142bp 

fragment (Table 1). 

 

Bacterial isolates. A total of 387 Legionella isolates were selected from the culture collections 

of the two centres. 106 L. pneumophila Sg1 ST47, 160 L. pneumophila sg1 non-ST47, 55 L. 

pneumophila serogroup 2-16, three L. pneumophila subsp. pascullei and 66 non-

pneumophila Legionella spp. isolates. Additionally, representatives of 16 non-Legionella 

species frequently present in aquatic environments were tested as recommended by French 

standards / previously described (20) (Table2 and supplementary table).  DNA was extracted 

from pure cultures using the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) or Wizard 

(Promega UK, Southampton, UK) and DNA concentrations were determined by 

spectrophotometry at 260 nm (Nanodrop, Wilmington, DE). DNA extracts were kept at below 

−20°C until use. 
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Clinical samples. In Lab 1, among the 230 respiratory samples submitted from hospitals in 

England and Wales between August 2013 and October 2014, 175 were found to be L. 

pneumophila positive by PCR (21). After primary processing, sufficient volume of DNA 

extract (MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Germany)) remained from 106/175 patients (one sample per patient) for further analysis.  

In Lab 2, a total of 105 respiratory samples from patients with culture-proven Legionnaires’ 

disease (LD) cases were collected from hospital in France between January 2008 and 

August 2013. DNA was extracted using the MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit 

(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) as previously described (11). To show the 

absence of PCR inhibitors, these samples were tested in parallel with a L. pneumophila sg1 

qPCR assay adapted from Mérault et al. (20).  

 

ST47 simplex assay. Reaction mixture contained 5 μl of DNA, 1.6 μl of each primer (ORF 

27_FP and ORF 27_RP; concentration: 10 pmol/ μl), 0.4 μl of Sg1-specific probe 

(concentration: 10 pmol/ μl), 2 μl of TaqMan master mix (Roche), 2.4 μl of MgCl2 at 25 mM 

and 7μl purified PCR-grade water to a final volume of 20 μl. Amplification was performed on 

a LightCycler with the following parameters: one step at 95°C for 5 min (initial denaturation 

and Taq activation); and 45 cycles of 15 s at 95°C and 15 s at 60°C. For clinical samples, the 

same PCR protocol was used, but reaction mixtures contained 10 μl of DNA.  

The ST47 L. pneumophila sg1 strain used to establish limit of detection was a reference 

strain (CIP 107829). DNA was extracted as previously described (11)  and DNA quantified by 

L. pneumophila sg1 qPCR assay using a range from 5.3 to 10600 GU/ μl of standard L. 

pneumophila sg 1 DNA (SRM_LEGDNA_01) prepared from the Philadelphia type strain 

(ATCC 33152).  

 

ST47 triplex assay. The ORF27 assay was combined with a L. pneumophila sg 1 assay, 

targeting wzm (20), and an internal process control (IPC), targeting the gfp gene (22), to 

-Gene Multiplex PCR Kit (Qiagen, Germany), 0.5pg of gfp DNA, 

primers, 0.2 

each gfp primer and 0.1 M of gfp probe. 5 L of template were added to 15 L of PCR mix 

into 0.1mL thin walled tubes (Qiagen, Germany). Taq polymerase was activated at 95°C for 

3min, followed by 45 cycles of denaturation (95°C for 15sec) and annealing/extension (60°C 

for 30sec). Results were analysed in the green, orange and crimson channels using v2.1.0.9 

of the Rotor-Gene Q software. The instrument was set to ignore fluorescent signals in the 

first 15 cycles and to use 0.025 as threshold value. 
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Table 1: Primers and probes used for real-time ST47 PCR assay 
Name Sequence (5′  3′) Target Amplicon Reference 

wzm_FP CAAAGGGCGTTACAGTCAAACC wzm 75 (193) 

wzm_RP GACAAACACCCCAACCGTAATCA 

wzm_HP FAM-CTTGGGATTGGGTTGGGTTATTTTAACTCC-BHQ1 

ORF27_FP GGAGCCGCTGGAAGTTTTATCA ORF27 142 This study 

ORF27_RP CTCTTTGAGCCAACCTAGTAACG 

ORF27_HP TexasRed-AGTTACAGCTCAATCTCCAGAAATGCAGG-BHQ2 

gfp_FP CCTGTCCTTTTACCAGACAACCA gfp 77 (194) 

gfp_RP GGTCTCTCTTTTCGTTGGGATCT 

gfp_HP ATTO680 -TACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCG-BHQ3 

 

 

Results and discussion 
 

 

In silico evaluation 

BLASTn analysis revealed 100% homology of ORF27 only for the genome of the ST47 type 

strain ‘Lorraine’. In silico analysis showed 100% sequence identity of ORF27 in all 122 ST47 

strains for which WGS data were available. Nucleotide sequence was translated using 

“Translate Tool” from ExPaSy website (http://web.expasy.org/translate/) and submitted to 

PFAM (http://pfam.xfam.org/) an online tool able to assign putative protein sequences to 

protein families. No match was found by PFAM between ORF27 and the database of protein 

families. Moreover, no significant hits were observed with any of the 243 other strains for 

which we had WGS data. These data cover 82 different STs including those most commonly 

encountered.   

  

In vitro evaluation 

 

Specificity 

Evaluation of the specificity of the ORF27 primers and the Taqman probe was carried out on 

the above described strain collection in either the simplex format, the triplex format, or both 

(Table2, supplementary table). All 106 L. pneumophila ST47 isolates gave a positive result 

while, with the exception of French ST109, all other isolates of L. pneumophila (215 isolates 

representative of 95 STs), non-pneumophila Legionella species (66), and non-Legionella 
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species (16) gave a negative result.  Of the 15 ST109 isolates examined all nine from France 

gave a positive result while all five from England/Wales gave a negative result. 

 

Table 2: Bacterial strains used in the study 
  Number and origin of strains tested  

Species Serogroup Lab 1 only Lab 2 only Both Labs 1 and 2 Total 

L. pneumophila     321 

 1 ST47 1 ref. 

103 clin. 

2 env. 

0 0 106 

 1 non-ST47  

2 ref. 

127 clin. 

 

 

15 ref. 1 ref. 

14 clin. 

1 env. 

160 

 2 5 clin. 0 1 ref. 6 

 3 7 clin. 0 1 ref. 8 

 4 5 clin. 0 1 ref. 6 

 5 5 clin. 1 ref. 1 ref. 7 

 6 3 clin. 1 ref. 1 ref. 5 

 7 3 clin. 0 1 ref. 4 

 8 4 clin. 0 1 ref. 5 

 9 0 0 1 ref. 1 

 10 1 clin. 0 1 ref. 2 

 11 1 clin. 0 1 ref. 2 

 12 0 0 1 ref. 1 

 13 0 0 1 ref. 1 

 14 1 clin. 0 1 ref. 2 

 15 0 0 1 ref. 1 

 16 0 1 ref. 0 1 

 subsp. pascullei 0 3 ref. 0 3 

L. non-pneumophila  7 ref. 18 ref. 41 ref. 66 

Non Legionella   2 ref. 

14 clin.  

0 0 16 

Total   293 39 71 403 
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WGS analysis of ST109 

Analysis of the WGS data confirmed that ORF27 was present in all nine of the ST109s 

isolated in France but in none of the five ST109s isolated in England/Wales. Furthermore the 

French ST109s are more closely related to the ST47s than are the England/Wales ST109s 

being located between the ST47s and UK ST109s in a phylogenetic tree.  

So the ST47s and French ST109s diverged most recently, and together these diverged with 

the UK ST109s some time before that. Eight recombination regions were acquired by the 

ST47s/French ST109s since they diverged from the UK ST109s. In addition, the 

ST47s/French ST109s also acquired an insertion which brought in ORF27 after their 

divergence with the UK ST109s, explaining the PCR results. Since these events, the ST47s 

have also acquired a further two recombinant regions after they diverged from the French 

ST109s. While these two events brought in many thousands of SNPs, if SNPs from these 

recombined regions are excluded only 5-10 vertically-inherited SNPs separate the French 

ST109s and ST47s. 

 

Sensitivity  

Serially diluted DNA extracts of the L. pneumophila ST47 reference strain (CIP 108729) were 

used as qPCR templates to evaluate the sensitivity of the simplex PCR. They ranged from 

2.6 to 5190 GU/ μL. The sensitivity was defined as the smallest number of Genome Units 

(GU) per qPCR that gave a positive result in at least 90% of replicates. The detection limit 

was 130 GU/μL.  

 

Clinical samples 

ST47 triplex assay.  A full SBT profile was determined (either by culture or nSBT) for 76/106 

patients: 22 were ST47 and the remaining 54 comprised 43 different STs. Only a partial SBT 

profile could be determined for 17/106 patients but in all of these the partial profile excluded 

the possibility that they were infected by ST47. No SBT alleles could be determined from 

samples for 13/106 patients but all were positive for L.pneumophila serogroup 1 by PCR.   

The samples from each of the 71 patients infected by a non-ST47 strain were negative in the 

ORF27 PCR while the samples from all 22 patients with ST47 strains were positive in the 

ORF27 PCR. Samples from 4/13 of the L.pneumophila serogroup 1 PCR positive patients 

from whom no SBT alleles could be determined were positive in the ORF27 PCR, a 

proportion consistent with that seen in the culture proven cases (22/93 (23.7%) vs. 4/13 

(30.8%) add P value?). 
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Table 3:  Analysis of pulmonary samples by ORF27 PCR 

 
 

 SBT performed on strain or nSBT (Lab1) 

  ST 47 Other STs No SBT alleles 

   Full SBT Partial SBT (1-6 loci)  

ORF27 

PCR 

Positive 22 0 0 4 

Negative 0 54 17 9 

 

 

Conclusion 
In this paper, we describe the design and validation of two different assays, a simplex and a 

triplex qPCR, for the rapid detection and characterisation of L. pneumophila sg1 ST47. 

A genomic approach was used to rationally identify a target specific for ST47 and a wide 

number of experiments, both in silico and in vitro, were used to validate the two assays. 

This ST47 qPCR can also be applied now to identify the environmental source of this clone. 

In our future work we will evaluate its performance and set it up for testing environmental 

samples. This would allow in long term to better adapt the disinfection measures in the 

environment to prevent the spreading of this virulent L. pneumophila clone. 

With WGS becoming more and more affordable and quick, this approach opens new 

strategies during outbreak investigation: in theory a similar assay can be used to design a 

panel of molecular tests detecting other common L. pneumophila sg1 STs (i.e. ST1; ST23; 

ST37; ST42; ST47; ST62;) to be used to confirm/exclude outbreak... the genome of a clinical 

strain isolated during an outbreak could be quickly sequenced and a specific molecular 

assay designed to test environmental samples to find the possible source of the outbreak.  
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4 Existence d’autres sources de contamination 

Publication n° 3:  
Hospital washbasin water: risk of Legionella-contaminated aerosol inhalation. 
Cassier P, Landelle C, Reyrolle M, Nicolle MC, Slimani S, Etienne J, Vanhems P, 
Jarraud S.  
J Hosp Infect. 2013 Dec;85(4):308-11.  
 
Les sources de contamination potentielles de la légionellose sont très variées et ont été 

largement décrites dans la littérature. Les eaux chaudes sanitaires représentent une part non 

négligeable de ces réservoirs.  A l’hôpital, dans les établissements recevant du public, ou à 

domicile, les douches sont très souvent incriminées. Cependant dans quelques cas, les 

robinets étaient la seule source possible de contamination (195,196). Nous avons donc 

cherché à savoir si des légionelles pouvaient être détectée par culture, PCR quantitative, par 

un immunoessai et par un test de viabilité dans les aérosols générés par un robinet 

contaminé par L. pneumophila et L.anisa.  

Deux appareils (CIP 10-M et Biosampler) placés de part et d’autre du robinet ont permis de 

recueillir 20 échantillons d’aérosols chacun.  Pour les 40 aérosols, les cultures de Legionella 

sont restées négatives. Cependant, de l’ADN de Legionella spp. a été détecté dans 18/40 

aérosols, dont 4 échantillons supérieurs à la limite de quantification (480 UG/L). Dans une 

moindre mesure, de l’ADN de Legionella pneumophila a été détecté dans 6/40 aérosols, 

néanmoins les valeurs étaient toutes comprises entre la limite de détection et la limite de 

quantification. 

Dans un deuxième temps, un immunoessai et un test de viabilité ont été réalisés sur 4 séries 

de prélèvement (eau du robinet et aérosols) supplémentaires. L’immunoessai a révélé des 

quantités variables de  L. pneumophila sg1 et/ou de L. anisa : plus de 10 bactéries par 

champ dans les prélèvements d’eau et jusqu’à 15 bactéries pour 100 champs dans les 

aérosols. Le test de viabilité a montré, quant à lui, la présence de bactéries vivantes et 

mortes dans tous les types d’échantillon.  

Bien que des légionelles n’aient pas été détectées en culture dans les aérosols de robinet, 

nous avons montré dans cette étude qu’il existait un faisceau d’arguments biologiques en 

faveur d’aérosols contaminants. En effet, de l’ADN de Legionella spp. et de L. pneumophila a 

été détecté par qPCR et par immunoessai dans ces échantillons. Les robinets sont donc des 

sources potentielles à ne pas négliger que ce soit en termes de prévention du risque 

infectieux, ou lors d’investigation de cas de légionellose notamment chez les patients 

immunodéprimés ou pour la recherche de souches de L. pneumophila ST47.   
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Publication n°4 

Epidemiologic characteristics associated with ST23 clones compared to ST1 and ST47 
clones of Legionnaires’ disease cases in France. 
Cassier P, Campese C, Le Strat Y, Che D, Ginevra C, Etienne J, Jarraud S 
New Microbes New Infect. 2014 ;3:29-33 
 

En France, environ 1200 cas de légionellose sont notifiés chaque année et la très grande 

majorité d’entre eux sont dûs à L. pneumophila sg1. Depuis 2000, une souche est disponible 

dans environ 20% des cas identifiés et depuis 2008, le génotypage des souches par SBT est 

réalisé systématiquement au CNRL. On distingue ainsi 3 ST majoritaires en France : ST1, 

ST23 et ST47.  

Dans notre étude, nous avons inclus les cas de légionellose déclarés entre 2008 et 2012, 

pour lesquels une souche a été isolée. Nous avons comparé les caractéristiques 

géographiques et clinico-épidémiologiques des cas selon 4 groupes : ST1, ST23, ST47 et 

autres ST. Les souches ST23 étant les plus fréquemment retrouvées, l’analyse statistique 

multivariée par régression de Poisson a été effectuée en comparant les souches ST23 aux 

autres groupes. Cependant, l’analyse descriptive a permis de définir pour chacun des 

groupes étudiés, et donc pour les souches ST47, des caractéristiques particulières.  

Ainsi entre 2008 et 2012, cent vingt trois cas de légionellose à L. pneumophila ST47 ont été 

notifiés à l’InVS, soit 10,3% des cas de l’étude (n=1192). L’âge médian était de 60,6 ans, les 

hommes représentaient plus de 82% des cas et le taux de mortalité était de 13.2%. Les cas 

ST47 présentaient aussi pour 19,5% d’entre eux un diabète et 44,7% étaient fumeurs. Seuls 

3 cas nosocomiaux ont été recensés et aucun cas n’a été notifié en maison de retraite en 4 

ans. La majorité des cas (59,4%) est survenue dans la région Nord-Est (région 4). Comparés 

aux cas infectés par une souche ST23, les cas liés au ST47 étaient significativement moins 

associés à une acquisition nosocomiale (p=0,034) ou dans une maison de retraite (p<0,001) 

et leur répartition géographique était différente de manière statistiquement significative 

(p<0,001).  

Toutes ces caractéristiques clinico-épidémiologiques et géographiques semblent indiquer 

que la souche ST47 va infecter un profil de patients particulier : plus masculins, et présentant 

des caractéristiques d’âge et d’immunodépression moins élevées que celles retrouvées chez 

des patients hospitalisés ou en maison de retraite. De plus, cette souche semblent très 

implantée dans la partie Est du pays et principalement dans le Nord Est. Cependant, les 

sources potentielles restent encore à identifier.  
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5 Discussion, conclusion et perspectives 

 

Au cours de ce travail, différentes hypothèses concernant la non-détectabilité de la souche 

Lorraine ST47 dans l’environnement ont été évoquées. 

Nous avons observé que les traitements pré-analytiques pouvaient interférer avec les 

paramètres de culture et que le milieu GVPC utilisé dans la norme NF T90-431 n’était pas 

recommandé pour la recherche des légionelles dans les prélèvements respiratoires, et 

potentiellement dans les prélèvements environnementaux.  

Ainsi, la PCR spécifique ST47 développée en collaboration avec l’équipe de Tim Harrison, 

peut constituer un outil de détection intéressant dans les différentes matrices 

environnementales pour identifier les réservoirs de la souche. Nous avons montré que les 

robinets pouvaient être des réservoirs potentiels de légionelles. Par ailleurs, les données 

clinico-épidémiologiques et géographiques des souches ST47 ont montré que les cas 

survenaient essentiellement hors institution (hôpital, maison de retraite) et principalement 

dans le quart Nord-Est du pays.  

 

En France, la détection de L. pneumophila dans les prélèvements environnementaux est 

réalisée selon la norme NF T90-431, qui associe une étape de concentration avec pré-

traitement de l’échantillon et une phase de culture proprement dite. Nous avons évalué tout 

d’abord l’impact des pré-traitements, chauffage et acidification, sur la cultivabilité des 

souches Lorraine et Paris. Nous n’avons pas observé de différence significative entre ces 

deux souches quel que soit le prétraitement. Cependant le rendement moyen observé pour 

l’une des souches environnementales Lorraine après chauffage ou acidification était 

extrêmement faible (0 et 7% respectivement). Par ailleurs, sans traitement ce rendement 

était de 23%. On peut donc penser que certaines souches Lorraine issues de 

l’environnement présentent une susceptibilité aux pré-traitements appliqués à l’échantillon, 

alors que ces pré-traitements permettent d’améliorer les performances des milieux comme 

l’ont montré Reinthaler et al. (186). Ceci dit, depuis novembre 2014, la norme a évolué en 

supprimant la possibilité du chauffage du concentrat et en modifiant l’étape de concentration, 

abaissant ainsi la limite de quantification à 10 UFC/L. On peut donc espérer détecter plus de 

L. pneumophila ST47 avec  ce nouveau seuil sur la boite non acidifiée. Néanmoins, le milieu 

GVPC imposé par la norme reste le même et peut représenter un facteur limitant à la 

cultivabilité de la souche. 

Nous avons évalué la place des milieux GVPC pour détecter L. pneumophila dans les 

prélèvements respiratoires. Nous avons montré que les milieux BMPA et MWY présentaient 
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une meilleure sensibilité que les milieux GVPC et BCYE. Ces résultats étaient concordants 

avec les travaux d’Edelstein et al. sur des prélèvements d’eau à l’hôpital qui montraient la 

supériorité des milieux BMPA et MWY sur le milieu BCYE (187). Quant aux moins bonnes 

performances du milieu GVPC,  elles ne sont pas retrouvées dans la littérature hormis dans 

une étude de Lück où le milieu BMPA présentaient de meilleures performances pour la 

détection de légionelles dans des matrices hydriques naturelles et artificielles (188).  

Par ailleurs, l’une des limites de notre étude est de ne pas avoir comparé pour un même 

milieu plusieurs références. Cependant, en 2004, l’étude de Lück et al. a comparé 4 milieux 

GVPC et n’a pas identifié de différences de sensibilité entre les 4 fabricants (188). 

L’ensemble de ces données illustrent que le milieu GVPC n‘est sans doute pas le meilleur 

milieu pour détecter les souches de L. pneumophila ST47. Ainsi, tout comme pour les 

prélèvements respiratoires, il pourrait être utile de combiner les milieux pour améliorer la 

sensibilité de la culture avec ici le milieu GVPC associé à un milieu BMPA ou MWY lorsque 

l’on réalise cette recherche specifique.   

Dans tous les cas, la sensibilité des méthodes culturales reste faible puisqu’elle est estimée 

pour Legionella spp. à 10 à 30% dans les échantillons d’eau (197) et à 52,5% pour les cas 

confirmés de légionellose au CNRL. Ces valeurs montrent l’utilité de développer une PCR de 

détection spécifique de la souche ST47 Lorraine. En 2011, l’analyse du génome de la 

souche Lorraine avait montré l’existence de 183 gènes spécifiques, comparé à 5 autres 

génomes de L.pneumophila sg1(36). Parmi ces séquences potentiellement spécifiques, nous 

avons élaboré une PCR spécifique avec une cible incluant la fin du gène codant la séquence 

LpOv2 1073 et la séquence intergénique 1073-1074. La séquence choisie par l’équipe de 

Tim Harrison avec une méthodologie différente a, quant à elle, ciblé la séquence codante 

LpOv21073. Cette partie du génome de la souche ST47 apparaît donc comme un choix 

pertinent pour la réalisation d’une PCR spécifique de souche. Cependant, malgré une très 

bonne sensibilité, la spécifcité incomplète (>90%) de notre PCR nous a conduits à évaluer 

les amorces choisies par l’équipe anglaise sur l’ensemble des souches testées avec nos 

amorces. Nous avons repris les paramètres d’amplification choisis par l’équipe de Tim 

Harrison mais conservé la composition de notre mix de PCR. Avec les paramètres définis 

pour l’évaluation des performances, nous avons observé une sensibilité médiocre (130 

UG/ L). Celle-ci aurait sans doute pu être améliorée en testant plusieurs paramètres 

d’amplification (temps/température, nombre de cycles). Concernant la spécificité, les 

amorces se sont révélées plus spécifiques que celles que nous avions choisies. En effet, la 

PCR anglaise était positive pour les souches ST109 françaises, et négative pour les souches 

ST109 anglaises. L’analyse phylogénétique a montré que les souches ST109 françaises 

étaient plus proches des souches ST47. A l’heure actuelle, nous ne disposons pas du 

pulsotype des souches ST109 anglaises mais il serait intéressant de voir si comme leurs 
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homologues françaises, elles présentent un pulsotype Lorraine. Au final, on peut plutôt parler 

d’une PCR spécifique de la souche Lorraine que de la souche ST47.  

Une autre hypothèse concernant la non détectabilité de la souche Lorraine est l’existence de 

sources d’exposition non identifiées. L’étude de la littérature a montré la multiplicité des 

réservoirs potentiels de légionelles, mais tous ne présentent pas le même degré d’évidence 

concernant les possibilités d’infection (198). En effet, certaines sources (TAR, fontaines, 

brumisateurs, etc) ont été identifiées à plusieurs reprises comme fortement associées à des 

cas grâce au typage moléculaire alors que d’autres sources, comme par exemple les 

aquariums, découvertes récemment grâce aux techniques de séquençage, semblent non 

impliquées ou alors de manière plus exceptionnelle dans des cas de légionellose (199). 

Nous avons étudié les aérosols d’un robinet contaminé par des légionelles et montré que ces 

aérosols, présentent des arguments biologiques (détection de L. pneumophila par PCR et 

immuno-essai) en faveur de leur pouvoir contaminant. Cependant, cette source, évoquée 

lors de l’investigation d’un cas fatal de légionellose en service d’hématologie ne semble pas 

correspondre au réservoir principal des souches ST47.  

En effet, nous avons comparé les caractéristiques clinico-épidémiogiques des clones 

dominants en France entre 2008 et 2012, et nous avons observé que les cas associés à la 

souche ST47 étaient très rarement nosocomiaux (2,4%) et survenaient peu chez les patients 

immunodéprimés en lien avec une corticothérapie ou une pathologie cancéreuse (Tableau 

12). Cette étude a permis définir de manière plus précise le profil de patients infectés par 

une souche ST47. Nous avons tout d’abord comparé les cas associés au ST23 (ST le plus 

représenté en France) par rapport aux cas infectés par une souche ST47. Notre travail a 

montré que ces derniers étaient moins associés à une acquisition en établissement de santé 

ou en  maison de retraite, et différaient de par leur répartition géographique. Par contre, ces 

2 ST présentent la particularité commune d’être peu retrouvés dans l’environnement (11). 

Néanmoins, lors de la conduite d’investigations à la recherche d’une source d’exposition 

pour un cas lié à une souche ST23, une souche environnementale de même ST est souvent 

retrouvée (source CNRL). Malgré cette différence, ces 2 ST semblent présenter une 

virulence particulière. Cependant, on peut faire l’hypothèse que les réservoirs 

environnementaux de ces 2 ST sont différents. Nous avons comparé les caractéristiques des 

cas associés à une souche ST47 par rapport aux autres ST. Cette analyse n’apparaît pas 

dans la publication n°4. Néanmoins, une différence statistiquement significative a été 

observée pour le sexe masculin, le tabac, la nosocomialité et la répartition géographique 

dans le Nord Est du pays. Le diabète est un des facteurs de risque à la limite de la 

significativité.  
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Tableau 12 Comparaison de certaines caractéristiques clinico-épidémiologiques et 

géographiques entre les souches ST47 et les souches d’autres ST isolées en France entre 

2008 et 2012 

Caractéristiques ST47 Autres ST p 

Nombre de cas 123 1069 - 

Sexe masculin 101 (82,1%) 846 (79,1%) 0,008 

Mortalité 15 (13,2%) 189 (17,7%) NS 

Facteurs de risque    

Au moins 1 85 (69,1%) 794 (74,3%) NS 

Cancer 13 (10,6%) 80 (11,7%) NS 

Corticothérapie 12 (9,8%) 102 (9,5%) NS 

Diabète 24 (19,5%) 162 (15,1%) 0,07 

Tabac 55 (44,7%) 525 (49,1%) 0,02 

Expositions à risque    

Hôpital 3 (2,4%) 86 (8,0%) 0,04 

Région    

Nord Est 73 (59,4%) 331 (31%) <0,001 

NS= non significatif 

 

Le caractère communautaire des cas et leur localisation principalement dans le quart Nord-

Est du pays peuvent inciter à rechercher un réservoir dans leur environnement extérieur. Aux 

Pays-Bas, la détection de la souche ST47 dans de la terre à proximité d’un bain bouillonnant 

à l’origine d’un cas rend l’hypothèse d’une contamination de matrices hydriques à partir de la 

terre très séduisante (184). On pourrait donc penser que le réservoir principal de la souche 

ST47 est la terre humide et que celle-ci contaminerait des réservoirs hydriques naturels ou 

artificiels secondaires par un vecteur de transmission (vent, homme,...).  

Une dernière hypothèse que nous n’avons pas explorée serait la meilleure adaptabilité de la 

souche à l’homme par rapport aux amibes. Il serait alors intéressant de comparer la 

multiplication intracellulaire de la souche ST47 Lorraine dans des macrophages alvéolaires 

avec celle dans Acanthamoeba castellanii par exemple.  

L’utilisation de la PCR spécifique ST47 ou l’amélioration des paramètres de culture pour 

cette souche pourrait permettre de détecter plus aisément la souche ST47 Lorraine dans les 

différentes matrices sélectionnées. Ainsi, l’identification des réservoirs permettrait bien 

évidemment de cibler les actions de prévention pour éradiquer les sources d’exposition et à 

terme, entraîner la diminution de l'incidence des cas de légionelloses associés à ce clone. 
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Annexe 1. Supplementary Table de la publication n°2 en cours 

Name Serogroup ST Further information Strain No. Simplex 
format 

Triplex 
format 

 

non-ST47 Sgp1        

L. pneumophila 1 1 Paris pulsotype CIP 1076295 Neg NT  

L. pneumophila 1 1 clinical LG 1202 5033 Neg NT  

L. pneumophila 1 1 clinical LG 1209 3009 Neg NT  

L. pneumophila 1 1 clinical LG 0948 4034 Neg NT  

L. pneumophila 1 1 clinical LG 1004 4014 Neg NT  

L. pneumophila 1 1 clinical LG 1009 5093 Neg NT  

L. pneumophila 1 1 clinical LG 1145 2007 Neg NT  

L. pneumophila 1 1 clinical LG 1213 4012 Neg NT  

L. pneumophila 1 1 clinical LG 1222 4017 Neg NT  

L. pneumophila 1 1 clinical LG 1250 2024 Neg NT  

L. pneumophila 1 1 clinical LG 1302 5007 Neg NT  

L. pneumophila 1 1 OLDA NCTC 12008 NT Neg  

L. pneumophila 1 1 Oxford NCTC 12009 NT Neg  

L. pneumophila 1 1 Camperdown NCTC 12098 NT Neg  

L. pneumophila 1 3 Heysham NCTC 12025 NT Neg  

L. pneumophila 1 9 clinical LG 1132 3017 Neg NT  

L. pneumophila 1 9 clinical LG 1229 4013 Neg NT  

L. pneumophila 1 15 Lens pulsotype CIP 108256 Neg NT  

L. pneumophila 1 15 clinical LG 0944 3023 Neg NT  

L. pneumophila 1 16 clinical LG 0902 4029 Neg NT  

L. pneumophila 1 18 clinical LG 1134 1017 Neg NT  

L. pneumophila 1 18 clinical LG 1140 5007 Neg NT  

L. pneumophila 1 20 clinical LG 1001 2009 Neg NT  

L. pneumophila 1 20 clinical LG 1214 2003 Neg NT  

L. pneumophila 1 22 clinical LG 1206 2007 Neg NT  

L. pneumophila 1 22 clinical LG 0948 5010 Neg NT  

L. pneumophila 1 23 clinical LG 1202 2003 Neg NT  

L. pneumophila 1 23 clinical LG 1206 4014 Neg NT  

L. pneumophila 1 23 clinical LG 0906 4016 Neg NT  

L. pneumophila 1 23 clinical LG 0932 3006 Neg NT  

L. pneumophila 1 23 clinical LG 1004 4017 Neg NT  

L. pneumophila 1 36 Philadelphia-1 ATCC 33152 / 

NCTC 11192 

Neg Neg  

L. pneumophila 1 36 Philadelphia-2 NCTC 11193 NT Neg  

L. pneumophila 1 37 clinical LG 1249 3007 Neg NT  

L. pneumophila 1 37 Kingston-1 NCTC 11378 NT Neg  

L. pneumophila 1 38 clinical LG 1144 1013 Neg NT  

L. pneumophila 1 40 clinical LG 1206 3003 Neg NT  
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L. pneumophila 1 40 clinical LG 0932 4002 Neg NT  

L. pneumophila 1 40 clinical LG 1245 5017 Neg NT  

L. pneumophila 1 40 France NCTC 12007 NT Neg  

L. pneumophila 1 42 clinical LG 1006 5003 Neg NT  

L. pneumophila 1 42 clinical LG 1229 4015 Neg NT  

L. pneumophila 1 42 Benidorm NCTC 12006 NT Neg  

L. pneumophila 1 42 W872 NCTC 12821 NT Neg  

L. pneumophila 1 44 clinical LG 1205 4021 Neg NT  

L. pneumophila 1 44 clinical LG 1249 4012 Neg NT  

L. pneumophila 1 44 Allentown NCTC 12024 NT Neg  

L. pneumophila 1 48 clinical LG 1238 1018 Neg NT  

L. pneumophila 1 58 Knoxville-1 NCTC 11286 NT Neg  

L. pneumophila 1 59 clinical LG 1001 4001 Neg NT  

L. pneumophila 1 61 Bellingham NCTC 11404 NT Neg  

L. pneumophila 1 61 Washington NCTC 11201 NT Neg  

L. pneumophila 1 62 clinical LG 1205 5005 Neg NT  

L. pneumophila 1 62 clinical LG 0944 3024 Neg NT  

L. pneumophila 1 62 clinical LG 1004 4015 Neg NT  

L. pneumophila 1 62 clinical LG 1132 3016 Neg NT  

L. pneumophila 1 62 clinical LG 1140 5025 Neg NT  

L. pneumophila 1 62 clinical LG 1144 4014 Neg NT  

L. pneumophila 1 62 clinical LG 1145 1030 Neg NT  

L. pneumophila 1 62 clinical LG 1205 5005 Neg NT  

L. pneumophila 1 62 Pontiac-1 NCTC 11191 NT Neg  

L. pneumophila 1 65 clinical LG 1201 5006 Neg NT  

L. pneumophila 1 65 clinical LG 1236 3026 Neg NT  

L. pneumophila 1 65 clinical LG 1246 1004 Neg NT  

L. pneumophila 1 74 clinical LG 0934 4010 Neg NT ST74 is a TLV of 

ST47 

L. pneumophila 1 75 clinical LG 1203 5005 Neg NT  

L. pneumophila 1 75 clinical LG 1145 3010 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1207 1029 Neg NT ST82 is a TLV of 

ST47 

L. pneumophila 1 82 clinical LG 0953 3017 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1132 3015 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1238 2009 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1403 5007 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1302 2006 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1329 3007 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1329 2003 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1347 2009 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1236 5002 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1238 3011 Neg NT  
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L. pneumophila 1 82 clinical LG 1126 2010 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1127 3020 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1131 2009 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1147 1020 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 1027 2002 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 0939 3010 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 0837 5015 Neg NT  

L. pneumophila 1 82 clinical LG 0813 3016 Neg NT  

L. pneumophila 1 84 clinical LG 1222 4014 Neg NT  

L. pneumophila 1 87 clinical LG 1249 4018 Neg NT  

L. pneumophila 1 87 clinical LG 1304 3018 Neg NT  

L. pneumophila 1 93 clinical LG 1229 3033 Neg NT  

L. pneumophila 1 94 clinical LG 1206 1025 Neg NT  

L. pneumophila 1 94 clinical LG 0948 4033 Neg NT  

L. pneumophila 1 94 clinical LG 1004 5004 Neg NT  

L. pneumophila 1 96 clinical LG 1204 3003 Neg NT  

L. pneumophila 1 96 clinical LG 1206 5010 Neg NT  

L. pneumophila 1 96 clinical LG 0918 3011 Neg NT  

L. pneumophila 1 96 clinical LG 0918 3029 Neg NT  

L. pneumophila 1 96 clinical LG 1027 5006 Neg NT  

L. pneumophila 1 96 clinical LG 1250 4013 Neg NT  

L. pneumophila 1 107 clinical LG 1214 4001 Neg NT  

L. pneumophila 1 109 clinical LG 1230 2004 Pos Pos ST109 is a DLV of 

ST47 

L. pneumophila 1 109 clinical LG 1101 4027 Pos Pos  

L. pneumophila 1 109 clinical LG 1105 1006 Pos Pos  

L. pneumophila 1 109 clinical LG 1106 4019 Pos Pos  

L. pneumophila 1 109 clinical LG 1135 3014 Pos Pos  

L. pneumophila 1 109 clinical LG 0927 5012 Pos Pos  

L. pneumophila 1 109 clinical LG 0928 1008 Pos Pos  

L. pneumophila 1 109 clinical LG 0933 1003 Pos Pos  

L. pneumophila 1 109 clinical LG 1334 4008 Pos Pos  

L. pneumophila 1 109 clinical H053040071 Neg Neg  

L. pneumophila 1 109 clinical H083920183 Neg Neg  

L. pneumophila 1 109 clinical H092380261 Neg Neg  

L. pneumophila 1 109 environmental H092400768 Neg Neg  

L. pneumophila 1 109 clinical H073660663 Neg Neg  

L. pneumophila 1 109 clinical H100640680 Neg Neg  

L. pneumophila 1 117 clinical LG 1129 1010 Neg NT  

L. pneumophila 1 143 clinical LG 1236 3008 Neg NT  

L. pneumophila 1 146 clinical LG 0915 4010 Neg NT  

L. pneumophila 1 146 clinical LG 1129 1011 Neg NT  
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L. pneumophila 1 146 clinical LG 1129 3004 Neg NT  

L. pneumophila 1 146 clinical LG 1222 4016 Neg NT  

L. pneumophila 1 152 clinical LG 1036 1001 Neg NT  

L. pneumophila 1 152 clinical LG 1304 4030 Neg NT  

L. pneumophila 1 154 clinical LG 1303 2010 Neg NT  

L. pneumophila 1 224 clinical LG 1031 2006 Neg NT  

L. pneumophila 1 259 clinical LG 1205 5009 Neg NT  

L. pneumophila 1 259 clinical LG 0902 4027 Neg NT  

L. pneumophila 1 259 clinical LG 1004 5013 Neg NT  

L. pneumophila 1 259 clinical LG 1129 3010 Neg NT  

L. pneumophila 1 259 clinical LG 1214 3009 Neg NT  

L. pneumophila 1 259 clinical LG 1303 1018 Neg NT  

L. pneumophila 1 313 clinical LG 1210 5007 Neg NT  

L. pneumophila 1 345 clinical LG 1210 2003 Neg NT  

L. pneumophila 1 346 Cambridge-1 NCTC 11231 NT Neg  

L. pneumophila 1 435 clinical LG 1006 3002 Neg NT  

L. pneumophila 1 436 clinical LG 1004 3006 Neg NT  

L. pneumophila 1 436 clinical LG 1028 2010 Neg NT  

L. pneumophila 1 436 clinical LG 1035 5002 Neg NT  

L. pneumophila 1 444 clinical LG 0902 5001 Neg NT  

L. pneumophila 1 500 clinical LG 1129 3009 Neg NT  

L. pneumophila 1 534 clinical LG 1010 1024 Neg NT  

L. pneumophila 1 534 clinical LG 1304 2006 Neg NT  

L. pneumophila 1 540 clinical LG 1031 2002 Neg NT  

L. pneumophila 1 542 clinical LG 1206 5009 Neg NT  

L. pneumophila 1 579 clinical LG 0938 1004 Neg NT  

L. pneumophila 1 647 clinical LG 0915 3010 Neg NT  

L. pneumophila 1 664 clinical LG 1006 3009 Neg NT  

L. pneumophila 1 664 clinical LG 1129 1026 Neg NT  

L. pneumophila 1 664 clinical LG 1250 3003 Neg NT  

L. pneumophila 1 701 clinical LG 1206 5001 Neg NT  

L. pneumophila 1 701 clinical LG 0944 4016 Neg NT  

L. pneumophila 1 701 clinical LG 1140 2025 Neg NT  

L. pneumophila 1 701 clinical LG 1215 2045 Neg NT  

L. pneumophila 1 702 clinical LG 1212 2009 Neg NT  

L. pneumophila 1 706 clinical LG 1035 5001 Neg NT  

L. pneumophila 1 751 clinical LG 0938 4014 Neg NT  

L. pneumophila 1 948 clinical LG 1209 4023 Neg NT  

L. pneumophila 1 1074 clinical LG 1135 1011 Neg NT  

L. pneumophila 1 1084 clinical LG 1141 4013 Neg NT  

L. pneumophila 1 1147 clinical LG 1147 4009 Neg NT 160 isolates 
covering 59 ST 
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ST47        

L. pneumophila 1 47 pulsotype Lorraine CIP 108729 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0842 1021 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0742 5012 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1104 2016 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1104 4042 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1105 5013 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1106 3013 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1109 1026 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1110 2014 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1111 2001 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1126 2014 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical 98 01 0561 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0227 4033 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0231 1034 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0235 1033 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0239 2002 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0302 5015 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0303 5006 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0305 3023 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0307 4038 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0334 3052 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0344 3027 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0350 3011 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0406 4040 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0407 5055 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0408 3041 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0426 4021 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1011 2008 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0435 5030 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0436 3019 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0438 2020 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0439 2006 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0440 4025 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0445 5101 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0447 2046 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0447 2047 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 10491019 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0535 5024 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0546 5018 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0645 3016 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0603 5032 Pos NT  
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L. pneumophila 1 47 clinical HL 0612 3003 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1040 1013 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0645 3023 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0645 3024 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG1039 1003 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical HL 0710 5012 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0731 5014 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1039 1003 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0739 5005 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0751 2016 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 environmental LG 0743 5013 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 environmental LG 0743 5014 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0802 3006 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0826 4030 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0829 2015 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0835 5011 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0838 4026 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0848 3003 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0909 5008 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0924 1014 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0928 5005 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0927 3014 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 0934 4009 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1005 3001 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1026 5004 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1027 5005 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1035 4004 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1039 7001 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1042 5016 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1050 4011 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1103 5011 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1104 4015 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1106 4019 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1102 3009 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1103 1019 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1103 2051 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1103 2052 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1103 3012 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1128 1003 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1129 3001 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1135 3014 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1136 4009 Pos NT  
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L. pneumophila 1 47 clinical LG 1140 3003 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1141 3009 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1208 1019 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1202 2004 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1203 4018 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1208 4002 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1211 2005 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1222 3003 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1223 5003 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1227 5006 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1227 2002 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1227 3004 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1227 4009 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1228 2004 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1229 2013 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1230 2002 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1230 3010 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1230 4026 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1232 2006 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1238 4012 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1243 2031 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1302 2003 Pos NT  

L. pneumophila 1 47 clinical LG 1303 4017 Pos NT 106 isolates 

non-serogroup 1 
L. pneumophila 

       

L. pneumophila 2 39 Togus-1 ATCC 33154 / 

NCTC 11230 

Neg Neg  

L. pneumophila 2 39 clinical LG 0735 3006 Neg NT  

L. pneumophila 2 39 clinical LG 0928 2005 Neg NT  

L. pneumophila 2 338 clinical LG 1051 4015 Neg NT  

L. pneumophila 2 948 clinical LG 1209 4023 Neg NT  

L. pneumophila 2 1455 clinical LG 1235 1021 Neg NT  

L. pneumophila 3 395 Bloomington-2 ATCC 33155 / 

NCTC 11232 

Neg Neg  

L. pneumophila 3 87 clinical LG 0819 5001 Neg NT  

L. pneumophila 3 93 clinical LG 0928 2008 Neg NT  

L. pneumophila 3 93 clinical LG 1002 4012 Neg NT  

L. pneumophila 3 790 clinical LG 1009 4045 Neg NT  

L. pneumophila 3 93 clinical LG 1124 2022 Neg NT  

L. pneumophila 3 1341 clinical LG 1227 3015 Neg NT  

L. pneumophila 3 87 clinical LG 1304 3018 Neg NT  

L. pneumophila 

subsp. fraseri 

4 1334 Los Angeles NCTC 11233 Neg Neg  

L. pneumophila 4 378 clinical LG 1201 2012 Neg NT  
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L. pneumophila 4  clinical LG 1113 1027 Neg NT momp'S  

mismatch 

L. pneumophila 4 17 clinical LG 1118 2027 Neg NT  

L. pneumophila 4 ND clinical LG 0929 3017 Neg NT neu A fail 

L. pneumophila 4 378 clinical LG 0830 1011 Neg NT  

L. pneumophila 5 80 Cambridge-2 NCTC 11417 NT Neg  

L. pneumophila 

subsp. fraseri 

5 1300 Dallas-1E ATCC 33216 / 

NCTC 11405 

Neg Neg  

L. pneumophila 5 1362 clinical LG 1203 3016 Neg NT  

L. pneumophila 5 1358 clinical LG 1127 3018 Neg NT  

L. pneumophila 5 70 clinical LG 1002 4013 Neg NT  

L. pneumophila 5 ND clinical LG 0902 4050 Neg NT new ST 

L. pneumophila 5 2059 clinical LG 0830 2017 Neg NT  

L. pneumophila 6 30 Chicago-2 ATCC 33125 / 

NCTC 11406 

Neg Neg  

L. pneumophila 6 60 Oxford NCTC 11287 NT Neg  

L. pneumophila 6 778 clinical LG 1004 4016 Neg NT  

L. pneumophila 6 114 clinical LG 0906 2008 Neg NT  

L. pneumophila 6 114 clinical LG 0930 2019 Neg NT  

L. pneumophila 7 1319 Chicago-8 ATCC 33823 / 

NCTC 11984 

Neg Neg  

L. pneumophila 7 451 clinical LG 0751 2019 Neg NT  

L. pneumophila 7 1904 clinical LG 1106 1018 Neg NT  

L. pneumophila 7 ND clinical LG 0942 4021 Neg NT neuA fail 

L. pneumophila 8 1320 Concord-3 ATCC 35096 / 

NCTC 11985 

Neg Neg  

L. pneumophila 8 48 clinical LG 1139 6001 Neg NT  

L. pneumophila 8 1332 clinical LG 1040 1025 Neg NT  

L. pneumophila 8 74 clinical LG 0934 4010 Neg NT ST74 is a TLV of 

ST47 

L. pneumophila 8 ND clinical LG 0934 4011 Neg NT pilE mismatch 

L. pneumophila 9 390 IN-23-GI-C2 ATCC 35289 / 

NCTC 11986 

Neg Neg  

L. pneumophila 10 17 Leiden-1 ATCC 43283 / 

NCTC 12000 

Neg Neg  

L. pneumophila 10 1392 clinical LG 1241 3001 Neg NT  

L. pneumophila 11 ND 797-PA-H ATCC 43130 / 

NCTC 12179 

Neg Neg neuA and neuAh 

fail (see 

Massimo's paper) 

L. pneumophila 11 ND clinical LG 1241 3003 Neg NT 2/10/14/28/2/5/203 

L. pneumophila 12 187 570-CO-H ATCC 43290 / 

NCTC 12180 

Neg Neg  

L. pneumophila 13 1318 82A3105 ATCC 43736 / 

NCTC 12181 

Neg Neg  

L. pneumophila 14 ND 1169-MN-H ATCC 73703 / 

NCTC 12174 

Neg Neg Need to check this 

(Tim/Bee) 

L. pneumophila 14 1324 clinical LG 0819 2016 Neg NT  

L. pneumophila 15 336 Lansing-3 ATCC 35251 / Neg Neg  
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LC3330 

L. pneumophila 16 378 Jena-1 LC3392 NT Neg (some call this 

Portland Sgp4) 

L. pneumophila 

subsp. pascullei 

 1335 MICU-B NCTC 12271 NT Neg  

L. pneumophila 

subsp. pascullei 

 1335 U7W NCTC 12272 NT Neg  

L. pneumophila 

subsp. pascullei 

 1335 U8W NCTC 12273 NT Neg 55 isolates 
covering >36ST 

non-pneumophila 
species 

       

L. adelaidensis  NA  CDC 1762-AUS-E  

/ NCTC 12735 

Neg Neg  

L. anisa  NA  ATCC 35290 / 

NCTC 11974 

Neg Neg  

L. anisa  NA  CH-47-C3 Neg NT  

L. anisa  NA  WA-316-C3 Neg NT  

L. beliardensis  NA  NCTC 13315 NT Neg  

L. birminghamensis  NA  ATCC 73702 / 

NCTC 12437 

Neg Neg  

L. bozemanii 1 NA  ATCC 33217 / 

NCTC 11368 

Neg Neg  

L. bozemanii 2 NA  ATCC 35245 / 

NCTC 11975 

Neg Neg  

L. brunensis  NA  ATCC 43878 / 

NCTC 12240 

Neg Neg  

L. busanensis  NA  NCTC 13316 NT Neg  

L. cherrii  NA  ATCC 35252 / 

NCTC 11976 

Neg Neg  

L. cincinnatiensis  NA  ATCC 43753 / 

NCTC 12438 

Neg Neg  

L. dresdeniensis  NA  NCTC 13409 NT Neg  

L. drozanskii  NA  DSM 19890 NT Neg  

L. dumoffii  NA  ATCC 35280 / 

NCTC 11370 

Neg Neg  

L. erythra 1 NA  ATCC 35303 / 

NCTC 11977 

Neg Neg  

L. fairfieldensis  NA  NCTC 12488 NT Neg  

L. fallonii  NA  DSM 19889 NT Neg  

L. feeleii 1 NA  NCTC 12022 NT Neg  

L. feeleii 2 NA  ATCC 35849 / 

NCTC 11978 

Neg Neg  

L. feeleii  NA  ATCC 700514 Neg NT  

L. geestiana  NA  NCTC 12373 NT Neg  

L. gormanii  NA  ATCC 33297 / 

NCTC 11401 

Neg Neg  

L. gratiana  NA  ATCC 49413 / 

NCTC 12388 

Neg Neg  

L. gresilensis  NA  ATCC 700509 / 

NCTC 13312 

Neg Neg  

L. hackeliae 1 NA  ATCC 35250 / Neg Neg  
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NCTC 11979 

L. hackeliae 2 NA  ATCC 35999 / 

NCTC 11980 

Neg Neg  

L. impletisoli  NA  DSM 18493 NT Neg  

L. israelensis  NA  ATCC 43119 / 

NCTC 12010 

Neg Neg  

L. jamestownensis  NA  ATCC 35298 / 

NCTC 11981 

Neg Neg  

L. jordanis  NA  ATCC 33263 / 

NCTC 11533 

Neg Neg  

L. lansingensis  NA  ATCC 49751 / 

NCTC 12830 

NT Neg  

L. londiniensis  NA  ATCC 49505 / 

NCTC 12931 

Neg Neg  

L. londiniensis  NA  ATCC 700510 Neg NT  

L. longbeachae 1 NA  ATCC 33462 / 

NCTC 11477 

Neg Neg  

L. longbeachae 2 NA  ATCC 33484 / 

NCTC 11530 

Neg Neg  

L. maceachernii  NA  ATCC 35300 / 

NCTC 11982 

Neg Neg  

L. micdadei  NA Heba NCTC 11403 NT Neg  

L. micdadei  NA Tatlock ATCC 33218 / 

NCTC 11371 

Neg Neg  

L. moravica  NA  ATCC 43877 / 

NCTC 12239 

Neg Neg  

L. nagasakii  NA  ATCC BAA1558 NT Neg  

L. nautarum  NA  ATCC 49506 

/NCTC 12932 

Neg Neg  

L. oakridgensis  NA  ATCC 700515 / 

NCTC 11531 

Neg Neg  

L. parisiensis  NA  ATCC 35299 / 

NCTC 11983 

Neg Neg  

L. quateirensis  NA  ATCC 49507 / 

NCTC 12376 

Neg Neg  

L. quinlivanii 1 NA  1448-AUS-E Neg NT  

L. quinlivanii 1 NA  ATCC 43830 / 

NCTC 12433 

Neg Neg  

L. quinlivanii 2 NA  NCTC 12434 NT Neg  

L. rowbothamii  NA  ATCC 700991 NT Neg  

L. rubrilucens  NA  ATCC 35304 / 

NCTC 11987 

Neg Neg  

L. sainthelensi 1 NA  ATCC 35248 / 

NCTC 11988 

Neg Neg  

L. sainthelensi 2 NA  ATCC 49322 / 

NCTC 12450 

Neg Neg  

L. sainthelensi 2 NA  ATCC 700517 Neg NT  

L. santicrucis  NA  ATCC 35301 / 

NCTC 11989 

Neg Neg  

L. shakespearei  NA  NCTC 12829 NT Neg  

L. species IBV-3  NA  ATCC 700511 Neg NT  
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L. spiritensis 1 NA  ATCC 35249 / 

NCTC 11990 

Neg Neg  

L. spiritensis 2 NA  NCTC 12082 NT Neg  

L. steelei  NA  ATCC BAA2169 NT Neg  

L. steigerwaltii  NA  ATCC 35302 / 

NCTC 11991 

Neg Neg  

L. taurinensis  NA  ATCC 700508 / 

NCTC 13314 

Neg Neg  

L. tucsonensis  NA  ATCC 49180 / 

NCTC 12439 

Neg Neg  

L. wadsworthii  NA  ATCC 33877 / 

NCTC 11532 

Neg Neg  

L. waltersii  NA  ATCC 51914 / 

NCTC 13017 

Neg Neg  

L. worsliensis  NA  ATCC 49508 / 

NCTC 12377 

Neg Neg  

L. yabuuchiae  NA  DSM 18492 NT Neg  

non-Legionella 
spp. 

       

A. hydrophila   clinical BE 1236 -1 Neg NT  

Alcaligenes faecalis   clinical BE 1236 -2 Neg NT  

Bacillus subtilis   Quanticult+ Oxoid ATCC 6633 Neg NT  

B.cepacia   clinical BE 1236-3 Neg NT  

C. sporogenes   Quanticult+ Oxoid ATCC 19404 Neg NT  

E.aerogenes   clinical BE 1236-3 Neg NT  

Escherichia coli   clinical BE 1236-4 Neg NT  

Flavobacterium sp.   clinical BE 1236-5 Neg NT  

Klebsiella oxytoca   clinical BE 1236-6 Neg NT  

L. monocytogenes   clinical BE 1236-7 Neg NT  

Proteus vulgaris   clinical BE 1236-8 Neg NT  

P.aeruginosa   Quanticult+ Oxoid ATCC 9027 Neg NT  

P. fluorescens   clinical BE 1236-9 Neg NT  

P. putida   clinical BE 1236-10 Neg NT  

Serratia marcesens   clinical BE 1236-11 Neg NT  

S. maltophila   clinical BE 1236-12 Neg NT  

NA : Not Applicable ; Neg : Negative ; NT : Not tested 




