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UNIVERSITE MOHAMMED V- SOUISSI
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :
1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 - 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Mohamed ADNAOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Jamal TAOUFIK

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :

Mai et Octobre 1981

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih
Pr. TAOBANE Hamid*

Mai et Novembre 1982

Pr. ABROUQ Ali*

Pr. BENSOUDA Mohamed
Pr. BENOSMAN Abdellatif
Pr. LAHBABI Naima

Novembre 1983
Pr. BELLAKHDAR Fouad
Pr. HAJJAIJ Najia ép. HASSOUNI

Décembre 1984

Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
Pr. MAAOUNI Abdelaziz

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

Pr. SETTAF Abdellatif

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Chirurgie Thoracique

Oto-Rhino-Laryngologie
Anatomie

Chirurgie Thoracique
Physiologie

Neurochirurgie
Rhumatologie

Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Chirurgie



Novembre et Décembre 1985

Pr. BENJELLOUN Halima

Pr. BENSAID Younes

Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
Pr. IRAQI Ghali

Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. AJANA Ali

Pr. CHAHED OUAZZANI Houria
Pr. EL YAACOUBI Moradh

Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah

Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Pr. HERMAS Mohamed

Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali*
Pr. CHAD Bouziane

Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*

Pr. KHARBACH Aicha

Pr. MANSOURI Fatima

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENABDELLAH Chahrazad

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. JANATI Idrissi Mohamed*

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Neurologie
Pneumo-phtisiologie

Radiologie
Gastro-Entérologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie

Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Chirurgie Générale



Pr. KHATTAB Mohamed
Pr. SOULAYMANI Rachida
Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib
Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
Pr. CHRAIBI Chafiq

Pr. DAOUDI Rajae

Pr. DEHAYNI Mohamed*

Pr. EL OUAHABI Abdessamad
Pr. FELLAT Rokaya

Pr. GHAFIR Driss*

Pr. IDDANE Mohamed

Pr. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine

Pr. TAGHY Ahmed
Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr. AGNAOU Lahcen

Pr. BENCHERIFA Fatiha

Pr. BENJAAFAR Noureddine
Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmjid

Pr. EL AMRANI Sabah

Pr. EL AOUAD Rajae

Pr. EL BARDOUNI Ahmed
Pr. EL HASSANI My Rachid
Pr. EL IDRISSI Lamghari Abdennaceur
Pr. ERROUGANI Abdelkader
Pr. ESSAKALI Malika

Pr. ETTAYEBI Fouad

Pr. HADRI Larbi*

Pr. HASSAM Badredine

Pr. IFRINE Lahssan

Pr. JELTHI Ahmed

Pr. MAHFOUD Mustapha

Pr. MOUDENE Ahmed*

Pr. RHRAB Brahim

Pr. SENOUCI Karima

Pédiatrie
Pharmacologie
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie

Meédecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Ophtalmologie
Radiothérapie

Biophysique

Biophysique
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Meédecine Interne
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Meédecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie



Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. ABDELHAK M’barek

Pr. BELAIDI Halima

Pr. BRAHMI Rida Slimane

Pr. BENTAHILA Abdelali

Pr. BENYAHIA Mohammed Ali
Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHAMI Ilham

Pr. CHERKAOUI Lalla Ouafae
Pr. EL ABBADI Najia

Pr. HANINE Ahmed*

Pr. JALIL Abdelouahed

Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr. ABOUQUAL Redouane

Pr. AMRAOUI Mohamed

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. BEDDOUCHE Amoqrane*

Pr. CHAARI Jilali*

Pr. DIMOU M’barek*

Pr. DRISSI KAMILI Med Nordine*
Pr. EL MESNAOUI Abbes

Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila
Pr. FERHATI Driss

Pr. HASSOUNI Fadil

Pr. HDA Abdelhamid*

Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
Pr. IBRAHIMY Wafaa

Pr. MANSOURI Aziz

Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia
Pr. SEFTIANI Abdelaziz

Pr. ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr. AMIL Touriya*

Pr. BELKACEM Rachid

Pr. BOULANOUAR Abdelkrim

Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
Pr. GAOUZI Ahmed

Pr. MAHFOUDI M’barek*

Pr. MOHAMMADINE EL Hamid

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie

Meédecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Gynécologie Obstétrique
Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiene
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Générale



Pr. MOHAMMADI Mohamed
Pr. MOULINE Soumaya

Pr. OUADGHIRI Mohamed
Pr. OUZEDDOUN Naima

Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BEN AMAR Abdesselem
Pr. BEN SLIMANE Lounis
Pr. BIROUK Nazha

Pr. CHAOUIR Souad*

Pr. DERRAZ Said

Pr. ERREIMI Naima

Pr. FELLAT Nadia

Pr. GUEDDARI Fatima Zohra
Pr. HAIMEUR Charki*

Pr. KADDOURI Noureddine
Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ

Pr. NAZI M’barek*

Pr. OUAHABI Hamid*

Pr. TAOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr. AFIFI RAJAA

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam
Pr. ER RIHANI Hassan

Pr. EZZAITOUNI Fatima
Pr. LAZRAK Khalid *

Pr. BENKIRANE Majid*
Pr. KHATOURI ALI*
Pr. LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

Pr. ABID Ahmed*

Pr. AIT OUMAR Hassan
Pr. BENCHERIF My Zahid

Pr. BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd

Pr. BOURKADI Jamal-Eddine
Pr. CHAOUI Zineb

Meédecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

Radiologie
Neurochirurgie

Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie
Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie



Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
Pr. ECHARRAB EI Mahjoub
Pr. EL FTOUH Mustapha

Pr. EL MOSTARCHID Brahim*
Pr. EL OTMANY Azzedine

Pr. HAMMANI Lahcen

Pr. ISMAILI Mohamed Hatim
Pr. ISMAILI Hassane*

Pr. KRAMI Hayat Ennoufouss
Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*
Pr. TACHINANTE Rajae

Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr. AIDI Saadia

Pr. AIT OURHROUI Mohamed
Pr. AJANA Fatima Zohra

Pr. BENAMR Said

Pr. BENCHEKROUN Nabiha

Pr. CHERTI Mohammed

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
Pr. EL HASSANI Amine

Pr. EL IDGHIRI Hassan

Pr. EL KHADER Khalid

Pr. EL MAGHRAOUI Abdellah*
Pr. GHARBI Mohamed EI Hassan
Pr. HSSAIDA Rachid*

Pr. LAHLOU Abdou

Pr. MAFTAH Mohamed*

Pr. MAHASSINI Najat

Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae
Pr. NASSIH Mohamed*

Pr. ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

Pr. ABABOU Adil

Pr. BALKHI Hicham*

Pr. BELMEKKI Mohammed
Pr. BENABDELJLIL Maria
Pr. BENAMAR Loubna

Pr. BENAMOR Jouda

Pr. BENELBARHDADI Imane
Pr. BENNANI Rajae

Pr. BENOUACHANE Thami
Pr. BENYOUSSEF Khalil

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Meédecine Interne

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie

Oto-Rhino-Laryngologie

Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Réanimation

Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale
Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Dermatologie



Pr. BERRADA Rachid

Pr. BEZZA Ahmed*

Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
Pr. BOUHOUCH Rachida

Pr. BOUMDIN EIl Hassane*

Pr. CHAT Latifa

Pr. CHELLAOUI Mounia

Pr. DAALI Mustapha*

Pr. DRISSI Sidi Mourad*

Pr. EL HIJRI Ahmed

Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid
Pr. EL MADHI Tarik

Pr. EL MOUSSAIF Hamid

Pr. EL OUNANI Mohamed

Pr. ETTAIR Said

Pr. GAZZAZ Miloudi*

Pr. GOURINDA Hassan

Pr. HRORA Abdelmalek

Pr. KABBAJ Saad

Pr. KABIRI EL Hassane*

Pr. LAMRANI Moulay Omar

Pr. LEKEHAL Brahim

Pr. MAHASSIN Fattouma*

Pr. MEDARHRI Jalil

Pr. MIKDAME Mohammed*

Pr. MOHSINE Raouf

Pr. NOUINI Yassine

Pr. SABBAH Farid

Pr. SEFTIANI Yasser

Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr. AL BOUZIDI Abderrahmane*
Pr. AMEUR Ahmed *

Pr. AMRI Rachida

Pr. AOURARH Aziz*

Pr. BAMOU Youssef *

Pr. BELMEJDOUB Ghizlene*
Pr. BENZEKRI Laila

Pr. BENZZOUBEIR Nadia*

Pr. BERNOUSSI Zakiya

Pr. BICHRA Mohamed Zakariya
Pr. CHOHO Abdelkrim *

Pr. CHKIRATE Bouchra

Pr. EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair

Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie

Anatomie

Cardiologie

Radiologie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Urologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique



Pr. EL BARNOUSSI Leila

Pr. EL HAOURI Mohamed *

Pr. EL MANSARI Omar*

Pr. ES-SADEL Abdelhamid

Pr. FILALI ADIB Abdelhai

Pr. HADDOUR Leila

Pr. HAJJI Zakia

Pr. IKEN Ali

Pr. ISMAEL Farid

Pr. JAAFAR Abdeloihab*

Pr. KRIOUILE Yamina

Pr. LAGHMARI Mina

Pr. MABROUK Hfid*

Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
Pr. MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
Pr. NAITLHO Abdelhamid*

Pr. OUJILAL Abdelilah

Pr. RACHID Khalid *

Pr. RAISS Mohamed

Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
Pr. RHOU Hakima

Pr. SIAH Samir *

Pr. THIMOU Amal

Pr. ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr. ABDELLAH EI Hassan

Pr. AMRANI Mariam

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
Pr. BENKIRANE Ahmed*

Pr. BOUGHALEM Mohamed*
Pr. BOULAADAS Malik

Pr. BOURAZZA Ahmed*

Pr. CHAGAR Belkacem*

Pr. CHERRADI Nadia

Pr. EL FENNI Jamal*

Pr. EL HANCHI ZAKI

Pr. EL KHORASSANI Mohamed
Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
Pr. HACHI Hafid

Pr. JABOUIRIK Fatima

Pr. KARMANE Abdelouahed

Pr. KHABOUZE Samira

Pr. KHARMAZ Mohamed

Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Traumatologie Orthopédie



Pr. LEZREK Mohammed*
Pr. MOUGHIL Said

Pr. SASSENOU ISMAIL*
Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. TIJAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
Pr. ALAOUI Ahmed Essaid
Pr. ALLALI Fadoua

Pr. AMAZOUZI Abdellah

Pr. AZIZ Noureddine*

Pr. BAHIRI Rachid

Pr. BARKAT Amina

Pr. BENHALIMA Hanane

Pr. BENHARBIT Mohamed
Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani
Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed
Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. EL HAMZAOQOUI Sakina
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. KARIM Abdelouahed

Pr. KENDOUSSI Mohamed*
Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. NIAMANE Radouane*
Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pr. TNACHERI OUAZZANI Btissam
Pr. ZERAIDI Najia

Décembre 2005
Pr. CHANI Mohamed

Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo Faciale
Ophtalmologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Ophtalmologie

Biophysique

Microbiologie

Cardiologie

Pédiatrie

Radiologie

Ophtalmologie

Cardiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation



Avril 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*

Pr. AKJOUJ Said*

Pr. BELMEKKI Abdelkader*
Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BIYI Abdelhamid*

Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine

Pr. BOULAHYA Abdellatif*

Pr. CHENGUETI ANSARI Anas

Pr. DOGHMI Nawal

Pr. ESSAMRI Wafaa

Pr. FELLAT Ibtissam

Pr. FAROUDY Mamoun

Pr. GHADOUANE Mohammed*

Pr. HARMOUCHE Hicham
Pr. HANAFI Sidi Mohamed*
Pr. IDRISS LAHLOU Amin
Pr. JROUNDI Laila

Pr. KARMOUNI Tariq

Pr. KILI Amina

Pr. KISRA Hassan

Pr. KISRA Mounir

Pr. LAATIRIS Abdelkader*
Pr. LMIMOUNI Badreddine*
Pr. MANSOURI Hamid*

Pr. OUANASS Abderrazzak
Pr. SAFI Soumaya*

Pr. SEKKAT Fatima Zahra
Pr. SOUALHI Mouna

Pr. TELLAL Saida*

Pr. ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr. ABIDI Khalid

Pr. ACHACHI Leila

Pr. ACHOUR Abdessamad*
Pr. AIT HOUSSA Mahdi*
Pr. AMHAIJJI Larbi*

Pr. AMMAR Haddou

Pr. AOUFI Sarra

Pr. BAITE Abdelouahed*
Pr. BALOUCH Lhousaine*
Pr. BENZIANE Hamid*

Pr. BOUTIMZIANE Nourdine

Rhumatologie
Radiologie

Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Gastro-entérologie
Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Urologie

Meédecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie
ORL

Parasitologie

Anesthésie réanimation
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie



Pr. CHARKAQOUI Naoual*
Pr. EHIRCHIOU Abdelkader*
Pr. ELABSI Mohamed

Pr. EL BEKKALI Youssef*
Pr. EL MOUSSAOUI Rachid
Pr. EL OMARI Fatima

Pr. GANA Rachid

Pr. GHARIB Noureddine

Pr. HADADI Khalid*

Pr. ICHOU Mohamed*

Pr. ISMAILI Nadia

Pr. KEBDANI Tayeb

Pr. LALAOUI SALIM Jaafar*
Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MAHI Mohamed*

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. MOUSSAOQOUI Abdelmajid
Pr. MOUTAIJ Redouane *

Pr. MRABET Mustapha*

Pr. MRANI Saad*

Pr. OUZZIF Ez zohra*

Pr. RABHI Monsef*

Pr. RADOUANE Bouchaib*
Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine*

Pr. SIFAT Hassan*

Pr. TABERKANET Mustafa*
Pr. TACHFOUTI Samira

Pr. TAJDINE Mohammed Tariq*
Pr. TANANE Mansour*

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Décembre 2008
Pr ZOUBIR Mohamed*
Pr TAHIRI My El Hassan*

Pharmacie galénique
Chirurgie générale
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Neuro chirurgie

Chirurgie plastique et réparatrice
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Acanthamoeba castellanii est une amibe appartenant au genre des
Acanthamoeba, protozoaires trés répandus dans les sols, les eaux douces
naturelles ou artificielles ainsi que dans certains milieux organiques riches en
fer, zinc et aluminium tel que les climatisateurs, les tours aéroréfrigérantes ou

les stations thermales [1].

Cette famille des Amoeba a notamment la capacité de phagocyter certaines

bactéries et peut dans certains cas étre pathogeéne pour ’homme.

Parmi les bactéries qu’elle véhicule se trouve Legionella pneumophila qui
est un bacille Gram négatif connu pour occasionner une maladie respiratoire

potentiellement redoutable: 1a Légionellose.

En effet, Legionella pneumophila est une bactérie perfide et dangereuse
dans certaines situations pouvant vivre dans les mémes conditions que ces
amibes. Ainsi, le fait de prendre pour hote Acanthamoeba castellanii pourrait

potentialiser leurs actions respectives.
Dans notre étude, nous nous efforcerons de :

- définir les caractéristiques ¢épidémiologiques de [’association

Legionella pneumophila- Acanthamoeba castellanii.

- ¢établir un diagnostic clinique et paraclinique de la Légionellose a L.

pneumophila sérotype 1.

- ¢énoncer les différentes mesures thérapeutiques et préventives

adéquates permettant leur éradication.






I- Historique des Amibes

En 1755, un microscopiste amateur, entomologiste et dessinateur du nom

d’ August Johann Rosel Von Rosenhof décrit pour la premiere fois les amibes.

En 1841, Félix Dujardin décrit la famille des amibiens et définit ainsi les
organismes de cette famille : «animaux formés d’une substance glutineuse, sans
tégument, sans organisation appréciable, changeant de forme a chaque instant
par la protension ou la rétraction d’une partie de leur corps, d’ou résultent des
expansions variablesy [2]. C’est a Saint-Pétersbourg en 1875 que Ldsch
découvre pour la premicre fois des trophozoides mobiles qu’il nomme Amoeba
coli dans les selles d’un agriculteur atteint de dysenterie chronique. A 1’autopsie
de sujets morts de dysenterie, Koch décele en 1883, dans des ulcérations
intestinales, des amibes que Councilman et Lafleur décriront dans des abces
hépatiques et baptiseront, en 1891, Entamoeba dysenteria. Schaudinn lui donne

son nom actuel d’Entamoeba histolytica en 1903.

La premicre description d’une amibe libre eut lieu en 1899 par
Schardinger. 11 découvre une amibe ayant la capacité de se transformer en forme
flagellée et la nomme Amoeba gruberi. Le genre Naegleria sera suggéré plus
tard par Alexeieff en 1912. La méme année, Chatton et Lalung-Bonnaire (1912)
décrivent le genre Vahlkampfia. Le genre Acanthamoeba sera décrit par

Volkonsky en 1931.

En 1930, Castellanii a découvert des amibes dans une culture de la
pararoseus cryptococcose. lls étaient ronds ou de forme ovale de 25 a 40 um de
diametre, avec la présence de pseudopodes. La forme de ces amibes étaient
caractéristique car elles étaient enkystées en double parois cellulaires de 12 a 20

um de diameétre. Ils ont été placés dans le genre Hartmannella, et furent
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baptisées Hartmannella castellanii. en 1931, Volkonsky subdivisé le genre
Hartmannella en trois genres selon la morphologie des kystes: des amibes
caractérisées par des kystes a parois lisses rondes (Hartmannella), des amibes
caractérisées par leur division nucléaire dans les kystes et des amibes
caractérisés par l'apparition de fuseaux lors de la mitose de kystes a double

parois et une couche externe irréguliére.[3]

En 1957, Jahnes et Fullmer trouvent accidentellement une amibe dans des
cultures de reins de singe lors d’une préparation de vaccin antipoliomyélitique.
IIs observent en effet des éléments arrondis, semblables a des cellules modifiées
par 1’effet cytopathogéne induit par certains virus simiens. Un examen plus
approfondi montra qu’il s’agissait de kystes d’amibes [5]. Culbertson et al.
montrent que cette souche d’amibe, inoculée par voie nasale au singe et a la
souris entraine une méningo-encéphalite mortelle en 4 & 7 jours. Ils suspectent
¢galement cette amibe de pouvoir pénétrer 1’organisme par ses propres moyens
sans inoculation préalable [5]. Le pouvoir pathogéne des amibes libres est
confirmé en Australie, quand Fowler suspecte le premier cas humain. La méme
année, 4 cas de méningite amibienne sont décrits, survenus chez des sujets
jeunes qui avaient nagé dans des piscines ou collections d’eau. Les auteurs
suspectent alors une amibe de genre Acanthamoeba comme 1’agent responsable
[6]. Un an plus tard, I’amibe est isolée et identifiée : il s’agit de Naegleria
fowleri. Cette pathologie est alors dénommée Méningo-encéphalite Amibienne

Primitive (MEAP).

Le premier cas humain de méningo-encéphalite & Acanthamoeba, dans un
premier temps attribué a Hartmannella, est décrit en 1972. Une étude

rétrospective montrera que 1’amibe en cause était Acanthamoeba culbertsoni [7].



Le nom d’« Encéphalite granulomateuse amibienne » (EGA) est alors

donné a cette infection pour la distinguer des infections a Naegleria. Environ

150 cas d’EGA ont été décrits dans le monde [8].

Par la suite, en 1975, Jones décrit le premier cas de kératite amibienne a

Acanthamoeba [9].

L’incidence de cette maladie n’a depuis cessé d’augmenter, parallélement a
I’accroissement du port de lentilles, facteur de risque retrouvé dans plus de 80 %
des cas. Néanmoins, des kératites amibiennes peuvent se développer chez des

non porteurs, a la faveur d’un traumatisme ou plus rarement spontanément [10].

En 1993, une nouvelle espece d’amibes libres pathogéne pour I’homme est
décrite par Visvesvara, Balamuthia mandrillaris. Sa pathogénicité est tres

proche de celle des Acanthamoeba [11].

L’¢étude des parasites et symbiontes des amibes libres est relativement
récente, puisque c’est seulement en 1956 que Drozanski décrit la présence d’un
micro-organisme intracellulaire lysant les amibes. Puis, en 1975, Proca-Ciobanu
démontre la présence d’endosymbiontes dans les amibes de genre

Acanthamoeba.

La premiére évocation d’un role de réservoir de bactéries pathogeénes entre
autre Legionella pneumophila fut faite par Krishnan-Prasad en 1978. Cette
découverte accrut 1’intérét des microbiologistes pour 1’étude des interactions
entre amibes libres et microorganismes résistants aux amibes et depuis, de
nombreuses bactéries, virus ou champignons sont régulierement décrits comme
¢tant potentiellement associés aux amibes dans I’environnement et sont appelés

« micro-organismes résistants aux amibes libres » [12].



II- Historique de la Legionella

La découverte des légionelles remonte au mois de juillet 1976, lorsqu’une
épidémie de pneumonie aigu€ frappa un groupe de vétérans de 1’American
Legion, réunis pour leur congrés annuel a Philadelphie. Sur les 4400
participants, 182 personnes tomberent grievement malades et parmi celles-ci, 29

décéderent (taux de 1étalité 16%) [13].

L’agent causal, un bacille Gram négatif fut isolé¢ environ 6 mois plus tard.
Le genre Legionella sera créé¢ en 1979, et cette bactérie sera dénommée
Legionella pneumophila [14]. C’est par D’intermédiaire du systeme de
climatisation de I’'un des hdtels habités par les participants au congrés que

I’infection s’était propagée.

L’isolement de la bactérie a rendu possible 1a mise au point d’un diagnostic
sérologique. L’étude des sérums provenant d’¢pidémies antérieures de
pneumonies non expliquées a permis de montrer la responsabilité de L.

pneumophila.

Rétrospectivement, L. pneumophila fut également identifiée comme agent
responsable d’une épidémie qui s’était déclarée en 1968 a Pontiac (Michigan).
L’infection, qui n’avait causé€ aucun déces, s’était manifestée par une forte fievre
(d’ou le nom de fievre de Pontiac) accompagnée de myalgies et symptomes

neurologiques [15].

L’analyse de diverses sérothéques a permis de confirmer d’autres €pisodes

¢pidémiques imputables aux légionelles, dont le plus ancien remontait a 1947

[16].



En 1980, Rowbotham a été le premier a montrer que les amibes des genres
Acanthamoeba (A. castellanii, A. polyphaga) pouvaient étre infectées par L.

pneumophila, étude initiant de nombreuses investigations de cette relation [17].

Depuis, des études confirment la présence d’amibes infectées par des
légionelles dans des réseaux d’eau hospitaliers ou des échantillons d’eaux
incriminés dans des épidémies. Parmi celles-ci, les principaux genres retrouvés

sont Hartmannella, Acanthamoeba et Naegleria [18].

Segal et Shuman ont identifi¢, en 1999, des génes de L. pneumophila
permettant sa croissance dans 4. castellanii. 11 s’agit des mémes génes que ceux

permettant sa multiplication dans les macrophages humains [19].






I- Les agents pathogeénes :
I-1.Classification des amibes :

Depuis les premieres ¢tudes des amibes, différentes classifications ont été

proposees.

C’est en 1977, que Pussard et Pons ont proposé une clé dichotomique pour
la détermination des especes d’Acanthamoeba basée sur la morphologie de la
paroi kystique (nombre et répartition des ostioles, aspect de 1’exine) et proposent

3 groupes [20] :

- Groupe 1 (4. astronyxis, A. comandoni, A. echinulata, et A. tubiashi) :
kystes de taille supérieure ou égale a 18 pum, endokyste étoilé¢ et

ectokyste sphérique lisse.

- Groupe 11 (A4. castellanii, A. polyphaga, A. rhysodes, A. mauritaniensis,
A. divionensis, A. griffini, A. lugdunensis, A. quina, A. hatchetti et A.
triangularis) : Kystes de taille inférieure a 18 um, endokyste polygonal

ou ¢€toilé, ectokyste irrégulier ou ridé.

- Groupe 11 (4. culbertsoni, A. lenticulata, A. palestinensis, A. pustulosa
et A. royreba) : kystes de taille inférieure a 18 pm, endokyste arrondi

ou légerement angulaire, ectokyste fin et lisse, voire 1égerement ridé.

Cette classification est depuis régulierement révisée, grace aux données de

la biologie moléculaire.
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En 2005, un consortium de 28 biologistes a publi¢ un article de synthese
sur la nouvelle classification des Eucaryotes [21]. Les auteurs ont présenté une
hiérarchie simplifiée pour chaque rang, sans titre formel, souhaitant ainsi

affranchir leur classification des anciens systéemes hiérarchiques assez

contraignants (Tableau 1).

Tableau 1 : Résumé de la classification des amibes libres [21]

Super-regne : EUEARYOTA
Régne : PROTOZOA
Sous-regne : SARCOMASTIGOTA
Phylum : AMOEBOZOA
= TUBULINEA
= TUBULINIDA
Genre HARTMANNELLA|
Espece : Hartmannella vermiformis
= ACANTHAMOEBIDAE
Genre ACANTHAMOEBA

Especes - Acanthamoeba astromyxis, 4. castellanii,
A. culbertsoni, A. lenticulata, A. mauritaniensis,
A. pohphaga...

Genre : BALAMUTHIA

Espéce : Balamuthia mandrillaris

= EUMYCETOZOA
e DICTYOSTELIA
Genre DICTYOSTELIUM
Espéce : Dictyostelium dendriticum

Phylum : EXCAVATA
= HETEROLOBOSEA
= VAHIL KAMPFIIDAE

Genre NAEGLERIA

Especes : Naeglevia  andersoni, N. australiensis,
N. chilensis, N. fowleri, N. gruberi, N. indonesiensis, N.
Jjadini, N. lovaniensis...

Genre VAHLEAMPFIA

Espéce : Vahikampfia avara, V. inornata, V. lobospinosa
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I-2. Acanthamoeba castellanii :

Cette amibe est fréquemment utilisée dans la littérature, ce qui en fait le

spécimen le plus approprié pour I’étude des interactions amibes/I¢gionelles.

en effet, 4. castellanii est une amibe bactériophage ayant des propriétés de

phagocytose plus importante que les autres amibes en milieu de culture.
I-2-1. Morphologie :
Acanthamoeba castellanii se présente sous deux formes :
- une forme végétative ou trophozoite,
- une forme kystique.

A la différence des amibes du genre Naegleria, A. castellanii ne présente

pas de forme flagellée.

I-2-1-1. Forme trophozoite :

La forme végétative ou trophozoite, qui ne posséde pas de forme stable,
(Figure 1) est la forme biologiquement active, capable de se mouvoir, de se
nourrir et de se diviser. Les trophozoides mesurent environ 25 a 40 um. C’est
uniquement sous cette forme que les amibes se multiplient, la reproduction

s’effectuant par division binaire.
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Figure 1 : Trophozoite d’ Acanthamoeba en microscopie ¢lectronique a balayage [22]

L’organisation cellulaire correspond typiquement a celle d’une cellule
eucaryote (Figure 2) ; on retrouve ainsi un noyau avec un large nucléole central,
un appareil de Golgi, un réticulum endoplasmique lisse et rugueux, des
ribosomes, des mitochondries, des microtubules et différentes vacuoles. Les
vacuoles cytoplasmiques sont des vacuoles contractiles permettant le contrdle du
contenu en eau de la cellule, ainsi que des vacuoles de sécrétion (contenant des

enzymes spécifiques de certaines fonctions) ou des vacuoles de phagocytose

[23].
Le cytoplasme se compose de deux parties :
- D’ectoplasme, hyalin et homogene, de viscosité importante,

- I’endoplasme, granuleux et vacuolaire, qui contient des organites, un

noyau, des substances cristallisées et des inclusions diverses.
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Figure 2 : Organisation cellulaire d’un trophozoite d’amibe libre [24].

Ces amibes sont nues, c’est a dire qu’elles ne sont pas entourées d’une
cuticule épaisse. La membrane plasmique est trilamellaire. A la surface de cette
membrane plasmique, on distingue de petites projections appelées acanthapodes,

caractéristiques du genre (Figure 3).

Une vacuole contractile proéminente controlant 1’hydratation de 1’amibe
ainsi qu’un noyau avec un large nucléole central sont également des

caractéristiques distinctives du genre [25].
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Figure 3 : Acanthapodes d’un trophozoite d’Acanthamoeba en microscopie a balayage. Barre
=1 um [25].

I-2-1-2. Forme Kkystique :

Le kyste (Figure 4) est la forme de résistance, biologiquement inactive.

Leur taille est inferieure a 18 pm.
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Figure 4 : Kystes d’Acanthamoeba. Barre = 2 pm. [26].
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Les kystes se forment lorsque les conditions environnementales deviennent
défavorables a la forme végétative (froid, dessiccation ou épuisement du milieu
nutritif) et permettent aux amibes de survivre longtemps en état de latence, avec
une activit¢ métabolique réduite. La forme kystique permet également une
dissémination aquatique ou aérienne et I’implantation dans de nouveaux

biotopes.

Le protoplasme kystique possede un cytoplasme fortement déshydraté, ce
qui entraine une augmentation de sa densité. De nombreuses vacuoles sont
observables, certaines d’entre eclles contiennent le matériel nécessaire a

I’¢édification ou au maintien de la paroi kystique.

D’autres, riches en ribonucléoprotéines, sont probablement par

autophagocytose, une source énergétique pour le protoplasme [27].

Les kystes sont plus résistants que les trophozoites aux biocides, a la
chloration et aux antibiotiques et peuvent survivre a des températures extrémes
(-20°C a 56°C) [28;25]. Mazur et al. ont démontré que les kystes restaient
viables et potentiellement infectants aprés 24 ans dans de 1’eau a 4°C [29]. 1] a
cependant été démontré qu’un traitement par le fréon ou 1’oxyde de méthyléne

ou I’autoclavage permettait de détruire les kystes [30].

Quand les conditions de vie redeviennent favorables, 1’eau pénetre par
osmose dans le kyste et réhydrate le cytoplasme. Les synthéses et métabolismes
reprennent. Le trophozoite sort du kyste par un ostiole ayant perdu son opercule

et reprend une vie libre.
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I-2-2. Locomotion :

Les trophozoites d’A.castellanii se déplacent lentement et dans toutes les
directions. L’association de mouvements amiboides polarisés et de 1’adhésion

des trophozoides au substrat est a 1’origine de la mobilité des amibes.

Les trophozoides sont en effet capables de mouvements amiboides dus a
I’émission de pseudopodes, correspondant a une déformation de la membrane
plasmique causée par des interactions de type actine/myosine. Les pseudopodes
sont formés des deux types de cytoplasme : I’endoplasme fluide entouré de
I’ectoplasme gélifié riche en myosine et en microfilaments d’actine fixés a la
membrane plasmique. Le mouvement se fait grace a un courant endoplasmique
qui va des pseudopodes en rétraction, avec dépolymérisation de 1’actine, vers les

pseudopodes en extension, avec une gélification par polymérisation de 1’actine

[31].

Les déplacements des trophozoides ne se font pas au hasard et sont
influencés par des phénoménes de chimiotactisme. En 1996, Schuster démontre
que les trophozoides d’A. castellanii sont attirés par une variété de produits
bactériens (peptide bactérien, lipopolysaccharide, lipide A), suggérant la

présence de récepteurs pour ces produits bactériens a la surface de 1’amibe [32].
I-2-3. Nutrition :

Les amibes se nourrissent de bactéries, d’algues et de levures rencontrées
dans I’environnement. Certaines sont également capables de vivre dans des
milieux liquides axéniques sans particules ou elles intégrent les nutriments par

pinocytose [33].
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Les amibes du genre Acanthamoeba, et en particulier A. castellanii, sont
connues pour leur capacité importante de phagocytose de particules en milieu de
culture liquide (bactéries mortes ou vivantes, levures ou particules de latex), ce
qui a permis de nombreuses ¢tudes de ce phénomene. La phagocytose se fait par
formation de pseudopodes qui entourent la particule (Figures 5 et 6), et permet
la formation d’un phagosome dans laquelle la phagocytose et la digestion ont
lieu apres fusion avec les lysosomes. Selon Bowers, 1’ingestion d’une particule
est rapide ; elle est entourée par un pseudopode et transportée dans le

cytoplasme dans un phagosome en 40 secondes [34].

B

Figure 5 : Phagocytose de levures par 4. castellanii : 2 levures (Y) ont été phagocytées, la

troisiéme est entourée par un acanthapode (V = vacuole, N = noyau). Barre = 1 um [34].
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Figure 6 : Microscopie a balayage montrant la “bouche” d’un phagosome (fleche pleine
noire). La surface de I’amibe est parsemée de multiples acanthapodes, certains entourant des
levures (Y). Les fleches indiquent 2 levures en cours d’ingestion. Barre = 1 um [34].

Certains auteurs ont é¢galement décrit la formation de « food cup » a la
surface des trophozoides (Figure 7), structures temporaires se formant afin de

capter les bactéries, levures ou débris cellulaires [25].

Figure 7 : Présence d’une « food cup » a la surface d’un trophozoite d’A. culbertsoni. Barre =

10 um [25].
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I-2-4. Différenciation :
I-2-4-1. Enkystement :

1-2-4-1-1. Initiation :

L’enkystement d’A4. castellanii est induit lorsque 1’environnement devient
défavorable a la forme végétative (déplétion nutritive, dessiccation,

modifications de la température ou du pH, agressions chimiques...) [25].

In vitro, ’enkystement peut étre provoqué par déplétion nutritive et/ou
ajout d’ions calcium ou magnésium, mais il est également induit par des
substances telles que la taurine, 1’épinéphrine, la norépinephrine, la tyramine
[35] ou le bromure d’éthidium, certains composés de la famille des diamidines

(I’hydroxystilbamidine, le diminazene aceturate) [36].
L’ hyperosmolarité permet ¢galement de déclencher I’enkystement [37].

Il a été démontré que I’enkystement induit par les différents agents
chimiques est favorisé par un facteur extracellulaire appelé EEA (Encystment-
Enhancing Activity). Ce facteur est produit par les amibes et est abondant dans
les cultures de haute densité cellulaire. Il n’a par lui-méme aucun effet sur
I’enkystement mais stimule la différenciation induite par les agents chimiques
ou la déplétion carbonée [36]. Les auteurs ont déterminé certaines propriétés de
ce facteur leur permettant de supposer qu’il s’agit d’un nucléotide modifi¢, mais

ils n’ont cependant pas réussi a le purifier.

Différentes ¢études ont ét¢ menées afin de déterminer les conditions
optimales permettant d’obtenir un taux d’enkystement maximal in vitro. Ainsi, il
a été démontré que les cultures d’A. castellanii en phase exponentielle ont un

taux d’enkystement faible (5 a 8%) aprés 72 heures dans un tampon
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d’enkystement, alors que 50 a 70% des cellules provenant de cultures en phase

stationnaire s’enkystent apreés seulement 20 a 30 heures dans ce méme tampon

[38].

Ces mémes auteurs ont également étudié le cycle cellulaire des
trophozoides ; ils ont montré 1’absence de phase G1, une phase G2 majoritaire
(90% de la durée du cycle), les phases S et M étant courtes (environ 10% du
cycle). Leurs résultats montrent également que 1’enkystement est initié a un
point particulier de la phase G2 tardive et que, contrairement aux cellules en
phase exponentielle, I’importante capacité d’enkystement des cellules en phase
stationnaire est due a un arrét de ces cellules a ce point particulier du cycle. Ce
point particulier du cycle ou phase de transition du développement, a ¢galement

¢été décrit chez une autre amibe, Dictyostelium discoideum [39].

1-2-4-1-2. Modifications morphologiques :

Les différentes étapes de 1’enkystement, et en particulier les modifications

structurales, sont les suivantes [40]:

- la phase de pré-enkystement : les cellules ne sont pas distinguables
morphologiquement des trophozoides (Figure 8a). Cependant, des modifications
progressives du volume, de la concentration en protéines, lipides et

carbohydrates et de ’activité de certaines enzymes sont observées.

- la phase d’initiation du kyste : les cellules s’arrondissent (Figure 8b),

perdant leur pseudopodes et leur capacité d’adhérer au support.

- la phase de synthése de la paroi kystique : au bout de 7 jours dans un
milieu propice a I’enkystement, la plupart des cellules sont des kystes matures

entourés de leur paroi cellulosique (Figure 8c). La synthése de cette paroi
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s’effectue en deux temps : synthése de 1’exine dure et épaisse (le composant
majoritaire est la cellulose) puis syntheése de I’intine, adhérant trés étroitement
au protoplasme amibien. Ces deux parois fusionnent a certains endroits pour
former des pores, ou ostioles, obstrués par un opercule. L’observation, dans le
cytoplasme des amibes en cours d’enkystement, de vésicules denses contenant
un matériel fibreux similaire a celui retrouvé dans la paroi suggere une
implication de ces structures dans le transport a la membrane des composants

cellulosiques [41].

Figure 8 : Les différentes étapes de I’enkystement d’A. castellanii [40]. (a) trophozoite ; (b)
kyste jeune ; (c) kyste mature. Barre= 10 um.

Les différentes modifications physiologiques induites ont été décrites par
Bowers et Korn en 1969. Ils rapportent que I’enkystement induit une diminution
d’environ 65% de la surface cellulaire et de 80% du volume de la cellule,
principalement par déshydratation. Le volume de I’appareil de Golgi augmente
pendant 1’enkystement puis revient a son volume original dans les kystes
matures. IlIs décrivent également I’apparition précoce d’autolysosomes dans le
cytoplasme des cellules en cours d’enkystement (contenant des mitochondries,

des lipides et du glycogéne) ainsi que I’excrétion du contenu de vacuoles
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nutritives. Ces phénomenes sont en adéquation avec leurs résultats montrant au
cours de I’enkystement une diminution du poids sec, des protéines, des

phospholipides et du glycogene [27].

1-2-4-1-3. Mécanismes moléculaires :

Comparativement a Giardia intestinalis et Entamoeba invadens, qui
respectivement utilise 3 protéines et une protéine majeure dans le mécanisme
d’enkystement [42], A. castellanii, fait intervenir une seule une protéine
spécifique du kyste, la protéine CSP21 (cyst specific protein 21), mais sa

fonction était inconnue [43;44].

Concernant les mécanismes de déclenchement de 1’enkystement, une étude
avait montré que la taurine ou les amines biogénes déclenchaient I’enkystement
d’A. culbertsoni en se fixant sur un récepteur spécifique a la membrane des
trophozoites, activant ainsi une adénylate cyclase, et provoquant une
accumulation d’AMPc dans la cellule. Une protéine cytosolique était suspectée

de se lier a1’AMPc mais la nature de cette protéine restait inconnue [35].

Différents travaux avaient également été menés afin d’étudier les variations
de la composition protéique au cours de I’enkystement ainsi que la régulation de
I’expression des génes. Ainsi, Jantzen avait montré que la synthése d’actine était
complétement arrétée pendant les derniers stades de 1’enkystement. La quantité
relative d’ARNm restait cependant constante, alors que la synthése d’actine était
réduite de 20 fois. Les auteurs concluaient que 1’expression de 1’actine pendant

la différenciation était controlée par des mécanismes inhibant la traduction [45].
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Une autre étude montrait une diminution de la synthése des protéines
ribosomales au cours de I’enkystement, la régulation du nombre de ribosomes

¢tant liée aux besoins protéiques de la cellule [46].

Dans une ¢étude des variations du profil protéique d’A. castellanii au cours
de I’enkystement, 67 protéines d’intérét avaient été détectées : 51 protéines
disparaissaient et 16 protéines étaient nouvellement synthétisées pendant
I’enkystement. Une seule de ces protéines était identifiée, la subtilisin-like serine

protéinase, cette protéine étant spécifique de la forme kystique [47].

Au cours des quatre derni¢res années, différents auteurs se sont ¢galement
intéressés aux molécules liées a ’enkystement chez A.castellanii. Les travaux
récents de Moon ef al. ont ainsi permis d’identifier certaines protéines pouvant
étre impliquées dans les mécanismes d’enkystement d’A4.castellanii. En utilisant
la RT-PCR suivie d’une étude d’expression différentielle des geénes, les auteurs

ont mis en évidence la surexpression de 6 génes, dont un codant la protéine

DEG14 (differentially expressed genes 14)[48].

Cette protéine possede 77% de similitude avec la subtilisin-like serine
proteinase (SubSP) décrite par Hong comme étant une enzyme sécrétée et un

facteur de virulence potentiel [49].

Dans une autre étude, Moon et al. ont effectué¢ une analyse des EST
(Expressed Sequence Tag) obtenus a partir de kystes d’A. castellanii, et ont
identifié¢ 23 geénes absents des EST issus de trophozoites. Ces EST codaient des
protéines déja décrites (comme la CSP 21 ou la SubSP), mais également de
nouvelles protéines (I’énolase, la culline 4 ou la protéine autophagique 8) qui

pourraient étre liées aux processus d’enkystement [48].
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Par la suite, ces mémes auteurs se sont plus particuliérement intéressés au
r6le joué par la SubSP dans I’enkystement. La plupart des études réalisées
jusqu’a présent sur les enzymes protéolytiques d’Acanthamoeba, avait montré

leur implication majeure dans la pathogénicité [50-52].

Dans leurs travaux, Moon et al. retrouvent une surexpression du gene
codant la SubSP au cours de I’enkystement. Des études de localisation
intracellulaire leur permettent ¢galement de montrer que la protéine est localisée
dans les autophagosomes pendant I’enkystement, suggérant son implication
dans les phénomeénes de recyclage moléculaire survenant au cours de la

différenciation [53].

L’implication des sérines protéases dans la différenciation d’4. castellanii a
¢été récemment confirmée par des travaux montrant ’inhibition de I’enkystement
par incubation des trophozoites avec un inhibiteur de sérines protéases, le PMSF
(phényl-méthyl-sulfonyl-fluoride), ou avec des siRNA (small interfering RNA)
synthétisés en utilisant la séquence de la SubSP, de facon a se lier aux ARNm

spécifiques et empécher la synthese de la protéine [54].
I-2-4-2 Désenkystement :

Le désenkystement est le retour de 1’amibe d’un statut de cellule en
dormance vers un statut métaboliquement actif. Ce phénomene s’observe quand
les conditions redeviennent favorables a la survie de la forme végétative. In
vitro, le désenkystement est déclenché par I’apport de substances nutritives
(hydrolysats protéiques et extraits bactériens). Des études de désenkystement
utilisant certaines fractions d’extraits d’Entamoeba coli ont montré que les

effecteurs étaient stables a la chaleur, dialysables et de bas poids moléculaire.
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De plus, la plupart des fractions induisant un désenkystement étaient des

fractions riches en acides aminés [35].

Les modifications morphologiques observées (Figure 9) sont un
mouvement du protoplasme pour se localiser dans une zone du kyste, puis
I’apparition d’une ouverture au niveau d’un ostiole de la paroi kystique va
permettre 1’émergence du trophozoite a I’extérieur du kyste. Ce phénomeéne
serait rendu possible par la sécrétion précoce par les kystes de 2 protéases, une

cellulase et une chitinase [35].

Figure 9 : Les différentes étapes du désenkystement d’A. culbertsoni. (1) Kyste mature ; (2)
Pré-émergence ; (3) Emergence du trophozoite ; (4) Kyste vide [55].

Les études d’inhibition des sérines protéases menées par Dudley ont
montré que ces protéases jouent un role particulier dans la différenciation d’A.
castellanii, aussi bien dans les mécanismes d’enkystement que dans le
désenkystement. En effet, le désenkystement est clairement inhibé quand les
kystes sont incubés en milieu PYG en présence de PMSF ou de siRNA
interférant avec les ARNm de la SubSP [54].
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I-3. Legionella pneumophila :
I-3-1. Taxonomie :

Apres les travaux de McDade [56], ayant permis 1’isolement de L.
pneumophila, et les techniques d’hybridation de ’ADN mises en ceuvre par

Brenner [14], une nouvelle famille est créée, celle de Legionellaceae.

Le genre Legionella et la famille des Legionellaceae forment un groupe
cohérent placé dans l'ordre des Legionellales (classe des Gammaproteobacteria,
phylum des Proteobacteria, domaine des FEubacteria). La famille des
Legionellaceae comprend pour le moment le seul genre Legionella et 49 espéces

sont décrites.

La structure antigénique (lipopolysaccharide, protéine majeure de
membrane externe et autres antigénes protéiques) permet de reconnaitre 64
sérogroupes parmi le genre Legionella, qui peuvent étre divisés en sous-types.
Au moins 15 sérogroupes de L. pneumophila ont été décrits dont certains

semblent particulierement virulents.

L. pneumophila est responsable de la majorité des maladies humaines
(Tableau 3). Selon les régions, entre 70% et 90% des cas de 1égionellose sont
dus au sérogroupe 1. D’autres espéces pathogenes, mais sensiblement plus rares
sont : L. anisa, L. bozemanii, L. cincinnatiensis, L. dumoffii, L. feeleii, L.
gormanii, L. jordanis, L. longbeachae, L. micdadei (Pittsburgh Pneumonia

Agent), L. oakridgensis, L. parisiensis, L. tucsonensis...
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Tableau 2 : Evolution du nombre de souches d’origine cliniques isolées en France depuis

1998 et répartition des isolements de Légionella pneumophila par sérogroupes [57].

Nombre d'molements
1003 | 1999 | 2000 | 2000 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006
L prenmophila 11| 100 (133 | 150 | 179 | 170 | 227 | 272 | 2D
Serogroupe | 9 | B3 | 119 | 144 | 167 | 172 | 212 | 243 | ISR
Seroerampe 1 1| 1 1| ] ]
Serogrompe 3 + | 7| 4|1 ]| 3|12 1 | 4
Serogrompe 4 ]
Serogroupe 5 : 3 | ]
Serogronpe § 3. | ] - S 0 N O - S
Serogroupe T
Serogrompe § 2 2
Serozroupe 10
Serogroupeindefermine | 7 | 5 | ¥ | 4 | 3 | | 1 |2




I-3-2. Morphologie et structure :

Légionella pneumophila est un petit bacille Gram négatif de 0,3 4 0,9 um
de diamétre sur 2 a 3 um de long, pouvant donner une forme filamenteuse (de 20
um ou plus) apres culture in vitro (Figure 12). Cette bactérie est aérobie stricte,
non sporulée, non capsulée, a métabolisme non fermentatif. L’activité
catalasique est positive (réaction parfois faiblement positive), elle ne réduit pas
les nitrates et ne synthétise pas d'uréase. Elle est mobile grace a la présence d'un

ou de plusieurs flagelles polaires, subpolaires ou latéraux.
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Figure 12 : L. pneumophila en coloration de Gram. [58].

La paroi de L. pneumophila est caractérisée par la présence de
peptidoglycane de structure proche de celle des autres bacilles Gram négatif et
d’une membrane externe dont 1’analyse ¢électrophorétique (SDS-PAGE) révele
chez toutes les souches de L. pneumophila la présence d’une protéine, dite
majeure, ayant un poids moléculaire de 29 kDa. Cette protéine majeure a été

identifiée en 1985 et s’est révélée Etre une porine [59].
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Les bactéries de genre Legionella difféerent des autres bactéries Gram
négatif par leur composition en acides gras ramifiés cellulaires. Ces acides gras
ramifiés sont fréquents chez les bacilles Gram négatif mais toujours en faible
quantité. Chez L. pneumophila, ils arrivent a constituer jusqu'a 90% de

I’ensemble des acides gras [60].

L’analyse quantitative des acides gras a ainsi été utilisée pour la
caractérisation du genre Legionella, puis I’analyse des profils des acides gras
estérifiés en chromatographie en phase gazeuse a montré son intérét pour
différencier les especes de Legionella, chaque espece ayant un profil

caractéristique [61].
I-3-3. Caractéres métaboliques et facteurs de croissance :

Les acides aminés ont un rdle indispensable dans le métabolisme de
L.pneumophila lors de sa croissance. Parmi les plus importants, on peut citer
I’arginine, 1’acide L-glutamique, source d’énergie et la L-cystéine. L’exigence
en L-cystéine, caractéristique de L. pneumophila, est un élément fondamental

pour son identification. Cet acide aminé est d’ailleurs indispensable a sa culture.

Pour sa croissance dans les milieux de culture, L.pneumophila a des
exigences en fer particulierement élevée (supérieures a 10 umol), sous forme de

pyrophosphate ferrique, de citrate ferrique ou de chlorure ferrique.
I-3-4. Caractéres culturaux :

Legionella pneumophila est une bactérie aérobie stricte. Elle se cultive en
milieu légérement acide, pH 6,9 mais tolére des pH inférieurs a 6,5 et méme a
5,5 ; ces pH maintiendraient la cystéine nécessaire a sa culture a 1’état réduit. La

température optimale est de 35°C mais elle peut se développer a 42°C.
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Le milieu gélosé qui convient a la culture de L. pneumophila est le milieu
BYCE (Buffered Charcoal Yeast Extract) agar a base d’extrait de levure (source
de protéines) et de charbon, supplémenté en L-cystéine, en pyrophosphate
ferrique et en tampon ACES. Sur ce milieu la croissance est visible en 3 a 7
jours a partir de produits pathologiques, parfois plus tard. Les colonies sont
grises, muqueuses, polymorphes (Figure 13) et présentent un aspect dit en «

verre fritté » lorsqu’elles sont observées a la loupe binoculaire.

Figure 13 : Aspect des colonies de L. pneumophila sur gélose BCYE.

La culture de certaines légionelles est difficile : Legionella lytica ainsi que
les souches de LLAP (Legionella-Like Amoebal Pathogens) n'ont pas été

cultivées in vitro.

Il a été également démontré que L. pneumophila pouvait étre présente dans
un état viable mais non cultivable. Elle ne retrouve alors son caractére cultivable
que si la culture est effectuée en présence de protozoaires [62]. Cette
observation a conduit a mettre en ceuvre des techniques de co-cultures

légionelles/protozoaires.
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I-3-5. Identification :

Les méthodes sérologiques utilisant des immun-sérums sont largement
utilisées par les laboratoires pour I’identification des espéces de Legionella et
des différents sérogroupes (immunofluorescence directe, agglutination de
particules de latex). L’existence de réactions croisées limite cependant la
spécificit¢ de cette identification qui reste utile pour les espéces les plus

fréquemment rencontrées.

Des techniques d’identification plus complexes ont été décrites, en
particulier celles basée sur la composition cellulaire en acides gras et
ubiquinones. Une discrimination plus importante a été obtenue en étudiant les
profils des acides gras hydroxylés par chromatographie en phase gazeuse [61],

mais ces techniques restent d’interprétation difficile.

Les analyses génotypiques sont largement utilisées pour I’identification des
microorganismes de classement difficile. Ces techniques ont 1’avantage de ne
pas étre affectées par les conditions de culture et, contrairement aux techniques
chromatographiques, ne sont pas dépendantes des conditions d’extraction et
chromatographiques. La plupart de ces techniques génotypiques utilisent le
séquencage de la sous-unité 16S des ARN ribosomaux. Pour les especes du
genre Legionella, 1’étude de cette séquence a été rapportée [63], mais de
nombreux auteurs utilisent le séquencage du géne mip, codant pour une
immunophiline de la classe des FK506 binding protein, protéine de membrane

externe impliquée dans la survie de la bactérie dans les phagosomes [64].

Les techniques de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) et de
ribotypage ont également montré leur intérét dans I’identification des especes de

Legionella, en permettant 1’ obtention de profils spécifiques d’especes [65].
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Plus récemment, la méthode de SBT (Sequence-Based Typing) s’est
révélée particulicrement efficace pour le typage des différents isolats de L.
pneumophila. Un protocole commun a été proposé par les membres du EWGLI
(European Working Group for Legionella Infections) utilisant la séquence

partielle de 7 génes [66].
II- Le reservoir
I1-1. Acanthamoeba castellanii :

A. castellanii est une amibe libre ubiquitaire présente dans tous types
d’environnements. L’augmentation récente du nombre de kératites, lie a
I’utilisation des lentilles de contact, est probablement due a 1’omniprésence de
cet organisme dans 1’environnement, largement facilitée par la résistance des

kystes a la désinfection et la dessiccation.
II-1-1. Environnement naturel :

Des amibes libres du genre Acanthamoeba ont été isolées de toutes sortes
d’environnements naturels : les sols, les poussieres, les eaux douces (lacs,
rivieres, canaux) et de mer mais elles ont ét¢ également retrouvées sur les

végétaux et certains animaux (poissons, amphibiens, reptiles et mammiféres)

[25].

En 1981, Jacquemin et al. étudient le réseau d’alimentation en eaux de la
ville de Poitiers. Soixante seize prélévements sont effectués aussi bien au niveau
des eaux de sources, souterraines et de surface, qu’au niveau des stations de
traitement et du réseau de distribution en eau potable. Ainsi, les milieux naturels

et artificiels sont étudiés. A tous les niveaux de prélevement, des amibes ont été
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retrouvées : les % appartenant au genre Acanthamoeba et environ Y4 au genre

Hartmannella. Seules deux souches du genre Naegleria ont été retrouvées [67].

Ces protozoaires peuvent aussi €tre présents dans 1’air sous forme de
kystes, ce qui permet une dissémination aérienne. Une étude menée au Nigeria a
permis de démontrer la présence d’amibes aéroportées. En effet, pendant la
saison seche souffle, du nord vers le sudouest, un vent sec chargé de sable,
I’Harmattan ; aprés exposition a ce vent pendant 30 minutes a 4 heures de
géloses recouvertes d’E. coli tuées, les auteurs ont pu isoler 38 souches d’amibes

libres [68].
II-1-2. Environnement artificiel :

Les nombreuses constructions humaines offrent de nouveaux biotopes de
choix pour ces protozoaires. A. castellanii y trouve toutes les conditions de vie
favorable a son bon développement : température, humidité, nourriture et
protection. Ainsi les piscines chauffées, spas, aquariums, humidificateurs,
réseaux de distribution d’eau mais aussi les eaux de refroidissement des
machines industrielles ou des réacteurs des centrales nucléaires et les systémes
de climatisation favorisent la multiplication de la flore de 1’eau et

particuliérement des amibes libres.

Riviera et al. ont ainsi retrouvé de nombreuses amibes libres dans les
prélevements effectués dans les piscines de Mexico City : 29 souches
appartenant a 8 genres sont isolées, majoritairement des Acanthamoeba. Dans

leur étude, aucune amibe n’a été retrouvée dans les eaux contenant plus de 5,31

mg.ml-1 de chlore [69].
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En 2005, une ¢tude microbiologique des piscines et bains a remous
d’Helsinki a montré la présence d’amibes libres dans 14 des 34 prélévements
effectués. Un seul prélévement, effectué¢ dans une piscine extérieure, était positif
a Acanthamoeba. Les résultats montrent que 67% des échantillons contenant un
taux de chlore libre inférieur aux normes en vigueur (> 0,5 mg/l) étaient positifs,
mais des amibes étaient €également retrouvées dans 1’échantillon contenant le
taux de chlore libre le plus important (3,3 mg/l). De plus, 71% des amibes

¢taient retrouvées dans des échantillons de qualité bactériologique correcte [70].
ll-2. Legionella pneumophila :

L. pneumophila est un germe de I’environnement (saprophyte ubiquitaire)
qui se développe dans les milieux aquatiques naturels et les niches hydriques
artificielles : eau courante, eau stagnante, eaux d’évacuation, eaux thermales,
conduites d’eau potable, robinets, pommes des douches, dispositifs de
refroidissement a eau, systemes de climatisation, bains bouillonnants (jacuzzi,

spa), circuits avec recyclage d’eau et installations industrielles.

En somme, on peut affirmer que dans les milieux hydriques naturels, L.
pneumophila est présente un peu partout, mais généralement en faible quantité;
dans les systéemes humides créés par ’homme en revanche, elle peut trouver des

conditions tres favorable a sa prolifération.

Le premier facteur affectant I’évolution de L. pneumophila dans I’eau est la
température. Cette bactérie se multiplie entre 20 et 42°C, et de fagon optimale
entre 30 et 40°C, a un pH neutre ou I¢gérement acide. L. pneumophila est donc
présente surtout dans les eaux tiedes, en particulier les systémes de
conditionnement d’air, les tours aéroréfrigérantes et les réseaux d’eau chaude

sanitaire.
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La premiére incrimination des systémes de climatisation date de 1968 avec
I’épidémie de Pontiac au Michigan (U.S.A.). Depuis, les systémes de
climatisation ont été incriminés de nombreuses fois, notamment lors de la
célebre épidémie de légionellose de Philadelphie (U.S.A.), en 1976. Depuis,
régulicrement, des épidémies surviennent avec comme source de contamination

les tours aéroréfrigérantes de systeémes de climatisation [71;72 ; 73;74].

L. pneumophila est également isolée fréquemment dans les systémes de
distribution d’eau chaude des collectivités, tels qu’hdpitaux [75], hotels [76] et

immeubles collectifs [77].

Parall¢lement a leur succes, les spas collectifs sont également incrimingés
dans de nombreuses épidémies. De part leur volume, leurs conditions
d’utilisation et la température de 1’eau, les spas constituent, en effet, des milieux
particulierement favorables a la prolifération de microorganismes tels que L.

pneumophila, mais également d’A. castellanii [78].

Pourtant, a ce jour, aucune €tude n’a pu montrer que les Legionella étaient
en mesure de se multiplier par elles méme dans 1’eau. L’hypothese de la
multiplication extracellulaire des Legionella dans les biofilms est évoquée mais
dans la plupart des expérimentations, la multiplication des bactéries ne

s’effectue qu’en présence de protozoaires [79;80].

Le fait qu’A. castellanii et d’autres protozoaires soient des hotes naturels et
des « amplificateurs » de Legionella est une réalité largement décrite [12]. Elles
sont présentes dans les mémes niches écologiques que les légionelles, en
particulier les eaux réchauffées. Ainsi, la présence commune d’A4.castellanii et
de L. pneumophila dans les milieux hydriques, la capacité reconnue d’4.

castellanii a ingérer cette bactérie et a favoriser sa croissance intracellulaire, la
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difficult¢ voire 1’'impossibilité de L. pneumophila a se multiplier de fagon
extracellulaire sont autant d’arguments pour faire des protozoaires les seuls

pourvoyeurs de Legionella [80].
lI-3. Rble d’A. castellanii comme réservoir de L. pneumophila :

L’aspect le plus remarquable de la survie et de la persistance de L.
pneumophila dans le milieu aquatique est sa croissance intracellulaire dans les
protozoaires. L. pneumophila semble en effet incapable d’une multiplication

extracellulaire dans I’environnement aqueux [81].

A. castellanii représenteraient le réservoir naturel de nombreux
microorganismes et en particulier de L. pneumophila dans 1’environnement,
comme de multiples exemples le laissent penser [82]. Il est admis que de
nombreux protozoaires de 1’eau sont les hotes naturels de L. pneumophila qui

peut s’y multiplier activement aprés son ingestion par phagocytose.

A. castellanii joue donc un role majeur dans I’épidémiologie de la
légionellose, puisqu’elle est reconnue capable de protéger les bactéries
internalisées vis-a-vis des désinfectants ou des conditions environnementales
difficiles et qu’elle permet également a la bactérie d’acquérir certaines
caractéristiques, comme une résistance aux antibiotiques, aux biocides, a la

chaleur, et une augmentation de son infectivité [12].
III- Cycle de réplication-transmission

La 1°° étape de la réplication intra-parasitaire de L. pneumophila est
I’internalisation de celle-ci dans A. castellanii, chose qui se fait par des
mécanismes différents de ceux conduisant a 1’adhésion aux macrophages : alors

que I’attachement de L. pneumophila aux macrophages dépend de récepteurs du
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complément, [’attachement des Iégionelles a A. castellanii se fait par
I’intermédiaire d’un récepteur amibien de type lectine pour le galactose ou la N-
acetylgalactosamine [83;84]. L’adhérence de L. pneumophila a cette lectine
amibienne induit une déphosphorylation généralisée des résidus tyrosine du
récepteur ainsi que d’autres protéines, appartenant au cytosquelette [telles que
les protéines d’attachement entre actine et intégrine : paxilline, vinculine, FAK
(Focal adhésion kinase)]. Cette activit¢ phosphatasique aboutit a la

désorganisation du cytosquelette, et facilite la pénétration des bactéries [81;84].

Il existe un second mécanisme appelé « coiling» phagocytose ou
phagocytose par « enroulement », au cours duquel un long pseudopode de la
cellule hote vient s’enrouler autour de la bactérie. Ce phénomene se produit en
présence de bactéries tuées par la chaleur ou le formaldéhyde [85]. Ce procédé
est décrit presque exclusivement chez les légionelles et les spirochetes, ce

phénomene étant ponctuel avec les autres bactéries [86]. (Figure 14-1)

Apres son internalisation, la bactérie est contenue dans un phagosome
entouré par des mitochondries et des vésicules de la cellule hote durant les 2 ou
3 premieres heures [87;88]. Au bout de 5 heures, le phagosome est entouré
d’une membrane dérivée du réticulum endoplasmique granuleux (REG) et

garnie de ribosomes (Figure 14-2).

Alors que le phagosome évolue normalement en phagolysosome a la suite
de sa fusion avec un endosome tardif qui apporte avec son contenu les
hydrolases lysosomales acides, la présence de L. pneumophila dans les
phagosomes inhibe la fusion normale de ceux-ci avec les endosomes tardifs ; on
a alors affaire a un phagosome dont la maturation endosomale est bloquée avec

notamment absence d’acidification (endosomal maturation blocked (EMB)-
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phagosome) [87]. La multiplication bactérienne devient manifeste a partir de la
8™ heure, et le phagosome demeure entouré d’une membrane garnie de

ribosomes pendant les 15 heures qui suivent I’infestation. (Figure 14-3)

La sortie des légionelles surviendrait en deux temps: il y aurait tout
d’abord libération de L. pneumophila du phagosome réplicatif vers le
cytoplasme de la cellule hote dans lequel elles continueraient a se multiplier,
puis relargage des bactéries dans le milieu environnant par lyse de la cellule
[87,88]. Une fois libérées, les 1égionelles peuvent se transmettre selon 3 modes

particuliers : (Figure 14-4)

e A I’intérieur de vésicules post-amibiennes
e En mode libre.

e Via les kystes d’A. castellanii

A travers ces différents modes de transmission, L. pneumophila est capable
soit de contaminer I’homme par I’intermédiaire de microgouttelettes d’eau
d’aérosol (figure 14-5) ou de coloniser d’autres trophozoides d’A. castellanii

ainsi que des biofilms. (Figure 14-6)
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Figure 14 : la réplication de L.pneumophila a I’intérieur d’A. castellanii et modes de

transmission [89]

IV- Les facteurs favorisants

Les facteurs de risque sont connus. Les légionelloses surviennent chez des
sujets agés (en moyenne 51 a 52 ans), surtout chez I’homme (sexe ratio : 2,5/1)

[90]. L’enfant n’est que rarement atteint [91].

Les autres facteurs de risque sont le tabagisme, 1’alcoolisme, certains états
pathologiques sous-jacents (diabete, maladies pulmonaires chroniques,

insuffisance cardiaque, vascularites, drépanocytose et dermatite), les états
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d’immunodépression  qu’ils  soient causés par des traitements
immunosuppresseurs  (corticoides,  cyclosporine,  azathioprine),  une
transplantation rénale, des hémopathies (leucémies a tricholeucocytes, leucémie
aigue lymphoblastique, leucémie aigue myéloblastique, leucémie lymphoide

chronique et Hodgkin [92; 93; 94]).

L’exposition a P’agent infectieux est un facteur survenant plus

particuliérement au cours de voyages, de séjours dans des hotels climatisés [95-

108].

La chirurgie, 1’anesthésie, les cancers viscéraux et 1’infection par le VIH
(virus d’immunodéficience humaine) ne semblent pas des facteurs de risque

majeurs [97;107;109;110].
Enfin, le personnel dentiste a été considéré comme étant a risque [111;112]
V- Les aspects épidémiologiques

Observées pendant toute I’année, les légionelloses ont une recrudescence
saisonnicre trés nette en été et en automne (contact avec 1’eau au cours des

loisirs, mise en route des climatisateurs) [101].
V-1. Types épidémiologiques :

eForme épidémique : type Philadelphie (1976) ou Pontiac (1968), atteint un
nombre plus ou moins important de sujets. Il s’agit en fait d’anademie (maladie

non contagieuse qui attaque un grand nombre de personne au méme lieu).

eForme hyper-endémique : se caractérise par la survenue de cas pendant

une assez longue période (Bloomington, New-Y ork, Benidorm).
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Un type particulier est représenté par les épidémies hospitalieres plus ou
moins prolongées. On peut isoler des Iégionelles dans un ou plusieurs

condenseurs d’évaporation, mais leur mise hors service n’arréte pas I’endémie.

Il semble que les sources d’infection sont multiples, plusieurs foyers
concernant les hopitaux. Cependant, I’essentiel des souches en cause dans ces

endémies appartient a L. pneumophila et plus particulicrement au sérotype 1

[101].

Ces pneumopathies nosocomiales surviennent volontiers sur un terrain
débilit¢ a cause d’une affection sous-jacente ou d’une thérapeutique

immunodépressive.

eFormes sporadiques : sont les plus fréquentes qu’elles soient ou non
contractées a 1’hopital. Ce sont le plus souvent des pneumopathies

communautaires acquises en ville [113;114;106;115].

Elles surviennent plus souvent en hiver qu’en ¢été [114;115]. Elles
concernent des sujets agés, tabagiques, alcooliques, souffrant de maladies

respiratoires chroniques ou d’affection cardio-vasculaire [113;114].

La fréquence des pneumopathies communautaires a L. pneumophila par
rapport aux autres causes est trés basse selon les séries. Certains auteurs les

c€me

placent en 1°° position (22,5%) [116], d’autres en 2™ place (15%) aprés le
Pneumocoque (76%) [114] ou [’Hémophilus (24%) [113]. D’autres encore les
classent en 4™ lieu (3,8%) aprés le Streptocoque pneumoniae (15,4%), le

Mycoplasma pneumoniae (9,3%) et [’Hémophilus influenza (4%) [97;106;107].

Le pourcentage de pneumopathies a L. pneumophila acquises en ville et

nécessitant une hospitalisation varie de 6 a 15% [117;107].

42



V-2. Taux d’attaque et incidence :

Le taux d’attaque est €élevé pour la fievre Pontiac (95%), plus faible pour la

maladie des légionnaires (a Philadelphie, il a été de 5%).

En fait, I’incidence de la maladie des légionnaires dépend du degré de
contamination des réservoirs, la susceptibilit¢ des personnes exposées et
I‘intensité¢ de D’exposition. De plus, la découverte de [I’infection dépend
¢galement des tests de laboratoires utilisés. Cette incidence est variable selon les
auteurs, de 0 a 32 % pour les pneumopathies communautaires et de 0 a 47 %

pour les pneumopathies nosocomiales [98;106;108;118;119;120].

40% des patients hospitalisés sont traités initialement dans un service de

soins intensifs [107].
V-3. Prévalence :

La prévalence était encore mal connue et variait largement il y a de cela
quelque années. En effet, La prévalence des infections hospitaliéres variait de
52 a 13,9% selon les séries, alors que la prévalence des infections

communautaires variait de 1% a 26% [117].

En France, depuis 1987 (décret n°87-1012 du 11 décembre 1987), la
surveillance de la Iégionellose repose sur le systéme de déclaration obligatoire
(D.O.). Depuis le renforcement de la surveillance et la mise en place d’un
nouveau test de diagnostic rapide urinaire en 1997, le nombre de cas

diagnostiqués et déclarés est passé de 80 en 1996 a 1428 en 2007 (Figure 15).
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Figure 15 : Evolution du nombre de cas et de I’incidence de la 1égionellose survenus en
France, 1988-2010 [121].

V-4. Taux de létalité :
Il est mieux connu. Au cours des épidémies, il varie de 0% pour la fievre
Pontiac a 38% pour les épidémies hospitaliére [97;101;115;122].

Dans les cas sporadiques, la I1étalit¢ est de 1’ordre de 10 a 33%
[97;114;115;123;124]. Ce taux dépend du terrain, de la précocité du traitement
antibiotique spécifique [101]. La Iétalité est plus élevée si un traitement

inadéquat est instauré (42,8%) [125].
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En France, depuis I’instauration en 1988 de la déclaration obligatoire de la
légionellose, une diminution importante de la 1étalité a été observée. Ainsi, elle
se situait au alentour de 25% en 2000, pour apres se stabiliser aux environ de

11,7% en 2010.

1988 18988 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2003 2010

Létalité 2010 =117
(en 2005 = 11,1)

Figure 16 : ¢volution du nombre de cas et de la 1étalité¢ de la légionellose en France, 1988-
2010. [121]
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VI- La répartition géographique

L’incidence des légionelloses pulmonaires contractées en communauté
varie considérablement avec le milieu étudi¢ et la méthode de diagnostic

employ¢ée.

Dans la mesure ou un grand nombre de pays manquent des moyens de
diagnostic appropriés ou des systemes de surveillance capables de suivre la

situation, I’ampleur réelle du probléme est inconnue.

En 2003, 34 pays (soit 467,76 millions d’habitants) sur 36 pays du groupe
de travail européen sur les l€gionelloses ont signalé un total de 4578 cas, ce qui
fait une fréquence moyenne en Europe de 9,8 cas par million d’habitants.
D’apres les données venant du Danemark, ou la recherche des 1égionelles en cas
de pneumopathie est bien développée, il serait plus réaliste d’envisager une

incidence proche de 10 000 cas par an pour ces mémes 36 pays. [126]
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I- Pathogénie et immunité :
I-1. Mécanisme de la maladie des légionnaires :
Chez I’homme, la voie de contamination naturelle est la voie aérienne.

Apres colonisation préalable de 1’oropharynx ou inhalation directe, les

bactéries parviennent aux alvéoles pulmonaires sous forme d’aérosols.

L’infection primitive de l’oropharynx n’a pas ét¢ démontrée pour L.
pneumophila, ce qui suggere que ’aspiration d’eau contaminée ou 1’inhalation
directe sont les modes d’infestation les plus admis [127;128]. Une fois le
microorganisme dans les voies aériennes supérieures, 1’appareil cilié¢ essaye de
limiter sa pénétration. Mais cette barriere peut €tre surmontée si le germe adhére

fortement aux cellules épithéliales ciliées.

Une fois les alvéoles pulmonaires atteints, les bactéries sont phagocytées
par les macrophages ou elles se multiplient [127]. La destruction des
macrophages alvéolaires et la prolifération des bactéries entrainent une
pneumonie aigue disséminée, caractérisée par une alvéolite purulente avec
afflux de nombreux polynucléaires neutrophile et macrophages enserrés dans un
réseau de fibrine. Cette inflammation aigue s’accompagne souvent d’hémorragie
intra-alvéolaire et d’une extension rétrograde de I’infection vers les bronchioles
et les ganglions lymphatiques locorégionaux. Cette alvéolite purulente
s’accompagne d’une réaction inflammatoire dans le tissu interstitiel oedematié

et infiltré de nombreuses cellules [127].

L’infection reste habituellement confinée au tissu pulmonaire mais une
diffusion hématogene est possible. Les bactéries peuvent donc étre retrouvées

dans le sang et les organes du systeme réticulo-endothélial (foie, rate, ganglions
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lymphatiques). Des localisations métastatiques en dehors de ces organes sont
possibles mais rares. Ainsi a-t-on décrit des pyélonéphrites, des myocardites, des

infections sur fistules chez les dialysés [127].
I-2. Virulence de L. pneumophila :
I-2-1. Role des macrophages :

L. pneumophila est une bactérie a multiplication intracellulaire facultative
qui peut échapper aux défenses de 1’hdte en parasitant les monocytes et les
macrophages dans lesquels elle survit. Les polynucléaires semblent également
incapables de la détruire [127]. Des études in vitro ont montré que la
multiplication de L. pneumophila dans une culture de macrophages nécessitait
que les macrophages soient vivants et aptes a phagocyter. En effet, cette bactérie
est incapable de se multiplier dans un tel milieu en dehors des cellules. L.
pneumophila adhére aux macrophages et induit sa capture en quelques minutes.
Elle se retrouve dans un phagosome vite bordé par un ribosome, empéche la
fusion du phagosome avec les lysosomes et interfeére avec le métabolisme
oxydatif du macrophage. L. pneumophila inhibe ou évite ainsi les mécanismes
bactéricides habituellement induit lors de la phagocytose [129] et en quelques

heures, elle se multiplie dans la cellule.

La phagocytose et la multiplication intracellulaire sont freinées in vitro en

présence de lymphokines [127] ou de glycoprotéines de L. pneumophila [130].

La phagocytose peut étre bloquée par la cytochalasine D [131] ou au
contraire favorisée par cette derniere [132]. Par ailleurs, L. pneumophila est
sensible a I’action de la myélopéroxydase et la xanthine oxydase, ce qui pourrait

expliquer la relative bactéricidie des polynucléaires [108].
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I-2-2. Facteurs de virulence :

Pour établir une infection intracellulaire avec succes, les bactéries
pathogenes doivent perturber les échanges métaboliques et échapper a la réponse
immunitaire de la cellule infectée. Elles font appel a des appareils de sécrétion,
des composants macromoléculaires qui sont localisés a la surface de la bactérie

et dont certains sont secrétés dans la cellule cible et agissent comme effecteurs.

Les systémes de sécrétion de L. pneumophila ont été largement étudiés a
cause du rdle essentiel de la sécrétion protéique dans D’infectivité de cette
bactérie. Deux systémes de sécrétion principaux ont ¢été décrits comme
impliqués dans I’infectivité de L. pneumophila : le systeéme de sécrétion de type
IT PilD dépendant et le systeme de sécrétion de type IV codé par les genes
dot/icm [133].

L’appareil de sécrétion de type II a été décrit suite a la découverte de la
prépiline peptidase PilD. Cette protéine PilD est impliquée dans la biogénese et
I’assemblage des pili de type IV permettant 1’adhésion a 1’hote cellulaire et aux
biofilms. Attachée a la membrane cytoplasmique, elle est, de plus, directement
engagée dans le développement de 1’appareil de sécrétion de type II par
mobilisation et assemblage de pseudopilines. L’analyse des mutants knock out
pilD a montré que cette protéine est nécessaire a la croissance intracellulaire des

Legionella dans les amibes comme dans les macrophages [133].

Le systeme de sécrétion de type IV est de loin le plus important en ce qui
concerne la virulence. Il est codé par les génes dot (defective organelle
trafficking) ou icm (intracellular multiplication), au nombre de 25 et situés en
deux régions séparées du chromosome. La plupart de ces genes codent des

protéines membranaires, composants structuraux du syst¢me de sécrétion. Les
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genes icmsS, -R, -Q et -W codent des protéines cytoplasmiques qui auraient des
propriétés de protéines chaperonnes jouant un role dans le transfert d’effecteurs
via le systéme de sécrétion. Certains de ces effecteurs comme RalF, LidA, SidC,

LepA et LepB ont été identifiés comme étant exportés dans la cellule hote [134].

Ce systéme de sécrétion est absolument indispensable au processus
infectieux de L. pneumophila. 11 n’est pas requis pour la croissance cellulaire en
tant que telle mais son role est crucial pour la formation d’un phagosome
capable d’échapper a la destruction lysosomale et d’assurer la multiplication

intracellulaire.
I-3. Immunité :
I-3-1. Immunité cellulaire :

Les études ¢élémentaires sur L. pneumophila ont €loigné la possibilité d’une
immunité a médiation cellulaire étant donné la rareté des lymphocytes trouvés
au niveau du foyer inflammatoire et du fait que les Iésions histopathologiques ne
ressemblaient pas a celles des réactions cellulaires [135]. Depuis, plusieurs
¢tudes ont été menées et tout porte a croire que L. pneumophila induit une
immunité cellulaire T dépendante. Chez 1’animal, la protection peut étre
transmise par les cellules spléniques et non par le sérum des animaux immunisés
[127]. Le développement d’une immunité a médiation cellulaire survient
pendant les premiers stades de 1’infection [136]. Il est attesté par la prolifération
des lymphocytes T circulants et I’apparition d’une hypersensibilité retardée aux

antigénes de L. pneumophila durant les deux premieres semaines de I’infection

[137;138;139].
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Initialement et des I’inoculation de L. pneumophila, se produit un important
afflux de neutrophiles et de macrophages transformés en monocytes. Ces
phagocytes sont probablement attirés par des facteurs chimiotactiques produits
par les macrophages alvéolaires et 1’organisme infectant. Ensuite, la
phagocytose de L. pneumophila est médiée par des récepteurs du complément a
la surface des monocytes. L. pneumophila fixe le composant C3 du complément
a sa surface par la voie alterne du complément et devient apte a la captation par
les monocytes [140;141]. Les lipopolysaccharides de la paroi bactérienne

activeraient plutot la voie classique du complément [142].

Quoique les monocytes peuvent ingérer L. pneumophila en I’absence
d’anticorps spécifiques, leur présence en tant qu’opsonines amplifie la

phagocytose [127;128].

Le role des leucocytes polynucléaires n’est pas bien clair. Les patients
neutropéniques n’ont pas de prédisposition pour la maladie des légionnaires et il
parait que L. pneumophila est ingérée par les neutrophiles in vitro uniquement

en présence d’anticorps spécifiques ou de complément [128].

Chez les patients infectés et les animaux, les cellules mononucléaires
répondent aux antigénes de L. pneumophila (les lipopolysaccharides notamment

[143]) en produisant des cytokines (monocytes-activating cytokines), de

I’interféron gamma (INF vy) et de 'interleukine-1 (IL-1) [144;138;128].

Quoique les macrophages alvéolaires et les monocytes activés notamment
par I'INF vy [145;146] inhibent la multiplication intracellulaire de L.
pneumophila, sa phagocytose n’est pas pour autant amplifiée [128]. Le
traitement des macrophages par les lymphokines n’inhibe pas le trappage des

bactéries mais affecte par contre leur croissance [147;148]. Par ailleurs, les
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lymphocytes NK (natural killer) activés par I’'IL2 [149] et produisant de I’INF vy
[149;150], se sont montré cytotoxiques vis-a-vis des cellules mononucléaires

infectées par L. pneumophila [151].

L’activation d’une infection latente a été suggérée par quelques auteurs
[128]. Pourtant la maladie des légionnaires n’est pas significativement plus
fréquente au cours du SIDA (classiquement associ¢é a des réactivations de

pathogeénes pulmonaires) que lors des autres maladies sous-jacentes [128].
I-3-2. Immunité humorale et coopération cellulaire :

L’hypotheése d’une immunité a médiation humorale s’est développée depuis
les premicres recherches sur L. pneumophila. Les complexes immuns ont €té
parmi les premiers agents incriminés [135] mais le role des anticorps demeure

encore obscur.

Chez les patients atteints de la maladie des légionnaires, des anticorps
spécifiques anti-Légionella initialement de type IgM puis 1gG sont détectés
pendant les premieres semaines de I’infection [128]. Il s’agirait d’opsonines

complement-dependants [152].

Les études in vitro montrent que les anticorps activent la phagocytose sans
inhiber la réplication intra-macrophagique des bactéries. Expérimentalement
cependant, les rats sont protégés contre I’infection intra péritonéale grace a un
transfert passif d’anticorps [108] et des cobayes résistent a des doses sub-Iétales
de L. pneumophila a la suite d’une inoculation par aérosol ou sous cutanée de

membranes de L. pneumophila [137;153].
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Les antigénes de L. pneumophila (dont la MSP-major secretory protein- qui
n’est pas nécessairement un facteur de virulence ([153;154]) induisent la
synthése de I’INF y et du TNF (tumor necrosis factor) par les leucocytes de rats
[144;155].

Ces produits potentialisent 1’action bactéricide des polynucléaires in vitro
suggérant que la résistance a 1’infection résulte d’une interaction complexe entre
cytokines et cellules immunocompétentes. De plus, I'INF gamma amplifie la

synthése du TNF traduisant une coopération entre ces 2 cytokines [156]
I-3-3. Immunité de réinfection :

L’immunité de réinfection est également sujette a des controverses. Les
cobayes immunisés par des antigénes de L. pneumophila tués sont protégés
contre D’infection intra-péritonéale mais pas contre I’infection par aérosol.
L’infection par aérosol des cobayes confere une protection solide contre

I’infection par aérosol ou par voie intra-trachéale pendant un mois [108].
II- Anatomopathologie :

La légionellose est avant tout une maladie pulmonaire. L’autopsie des
malades décédés a Philadelphie révele des 1ésions macroscopiques identiques a

celle produites par d’autres agents bactériens comme le Pneumocoque [101].
lI-1. Macroscopie :

Les poumons sont congestionnés mais non hémorragiques, de consistance

dense. Apres fixation, le tissu pulmonaire est le plus souvent friable et grisatre.

De petits embols pulmonaires et quelques infarctus pulmonaires ont été

rapportés [157].
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llI-2. Microscopie :

Apres coloration, 1’examen microscopique montre des signes typiques
d’alvéolite alors que la paroi des bronchioles n’est pas altérée. Les alvéoles sont
emplis d’un exsudat fibrineux et purulent riche en macrophages et en

polynucléaires neutrophiles [158;159].

Les premiers observateurs avaient été frappés par 1’aspect amicrobien des
préparations di au fait que L. pneumophila ne se colore pas avec les techniques
usuelles. Par contre elles sont visibles par I’'imprégnation argentique et par I’'IFD
et le sont encore mieux par la micrographie €lectronique qui précise la situation
de L. pneumophila dans le poumon grace a des techniques immunohistologiques
utilisant des anticorps monoclonaux [160]. Les bactéries sont présentes surtout
en intracellulaire sous forme de micro-colonies se développant a I’intérieur des
phagosomes. Cette constatation permet de classer les Legionella parmi les

bactéries intracellulaires.

Les autres organes atteints au cours de la 1égionellose ne présentent pas de
Iésions macroscopiques ou microscopiques caractéristiques; une réaction

inflammatoire banale est observée dans les reins, le foie et d’autres organes

[159].
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I- Diagnostic clinique :

Puisqu’A4. castellanii fait ici figure de vecteur et de protecteur, 1’aspect

pathologique étudi¢ sera la maladie des 1égionnaires.

En effet, les infections humaines a Legionella sont généralement dues a L.
pneumophila, les autres especes €tant beaucoup plus rares. L’infection a L.
pneumophila survient généralement sur un terrain particulier. Elle touche
généralement 1’homme (75%), le fumeur, 1’éthylique, le sujet de plus de 50 ans,
les personnes porteuses d’une affection cardio-pulmonaire chronique ou d’une
insuffisance rénale chronique ou d’un diabéte, les sujets en états
d’immunodépression cellulaire causé par une affection primitive ou des

médicaments [97].

On reconnait ainsi 3 principales formes cliniques de Légionellose : la
maladie des légionnaires (MLD), la légionellose des immunodéprimés et la

fievre Pontiac.
I-1. Forme typique :

Apres une incubation de 2 a 10 jours (allant jusqu’a 16 jours [160]),
survient un état pseudo-grippal assez rapide avec une fievre, une sensation de
malaise général, des céphalées et des myalgies. Au bout d’un ou deux jours, la

maladie entre dans sa phase d’état associant a des degrés divers :
I-1-1. Syndrome infectieux intense :

Caractéris€ par: Température a 40°C, frissons intenses, sueurs tres
abondantes, hyperleucocytose a prédominance polynucléaires neutrophiles, et

une lymphopénie.
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I-1-2. Atteinte respiratoire :

Il s’agit d’une pneumopathie extensive, caractérisée par une toux séche et
peu productive [97] exceptionnellement purulente ou hémoptoique [92;107], en
cas d’hémoptysie, les douleurs thoraciques font évoquer une embolie
pulmonaire avec polypnée. L’hémoptysie serait due probablement a une

alvéolite hémorragique et la douleur thoracique témoignerait de 1’exsudation

pleurale [162].

L’examen pleuro-pulmonaire trouve des signes unilatéraux ou bilatéraux :
rales crépitant, matité, un souffle tubaire, un épanchement pleural, mais il peut
étre normal. Le reste de 1’examen physique peut révéler une hypotension et une

dissociation relative du pouls et de la température [139].

Les signes radiologiques (Figure 17) sont présents dans 90 % des cas

[101] :

Les manifestations initiales sont dans la plupart des cas unilatérales. Les
deux poumons sont atteints a parts €gales. Il s’agit d’infiltrats d’abord localisés,
typiquement alvéolaires avec bronchogramme aérique puis étendus prenant en
quelques jours un aspect de condensation segmentaire ou lobaire. La tendance a

I’extension est beaucoup plus importante qu’au cours des autres pneumopathies

[139].
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Figure 17a : cliché thoracique montrant une condensation pulmonaire dans le lobe supérieur

droit lors d’un cas de Légionellose. [53]

Figure 17b : cliché thoracique montrant I’evolution de la condensation et I’apparition d’un

bronchogramme aérique. [53]
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Ces foyers alvéolaires peuvent étre uniques ou multiples au nombre de 2, 3
ou 4 et prédominent aux lobes inferieurs. Ils peuvent €tre apicales ou para-
hilaires, latéralisés a droite ou a gauche et sont bilatéraux dans un tiers des cas.
Enfin, ces foyers sont rarement interstitiels et prennent alors 1’aspect de
pneumopathie atypique (25% des patients au cours de [’épidémie de
Philadelphie [163;139]). Un épanchement pleural uni ou bilatéral a été¢ observé
mais souvent de faible abondance (24 a 63% des cas [139]). Un épanchement
péricardique a ¢été décrit [164]. Des adénopathies médiastinales ont été
rapportées exceptionnellement [139]. L’abcédation est rare dans cette forme

habituelle [164].

Figure 17¢ : radiographie thoracique montrant la bilateralisation des opacités. [53]
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L’extension des images radiologiques n’est pas bien corrélée a la sévérité
des manifestations cliniques. Par contre, il existe une corrélation significative
entre la radiologie et 1’existence du germe dans les expectorations. Les signes
radiologiques persistent bien plus longtemps malgré 1’amélioration clinique et le
temps requis pour avoir un effacement radiologique varie selon les études de 1 a

2 mois voire 4 mois [139].
I-1-3. Signes extra-pulmonaires :

La symptomatologie extra-respiratoire est assez monomorphe associant des

signes digestifs et des signes neuropsychiques souvent précoces.
oL es signes digestifs :

A type de nausées, vomissements, douleurs abdominales, anorexie et
diarrhées parfois glairo-sanglantes, trées évocatrices lorsqu’elles sont
cholériformes. Les diarrhées, présentes dans environ 40% des cas, suggéraient

une infection intestinale primitive [163].

A 1D’examen, [’abdomen est souple, il peut &tre météorise,

exceptionnellement dans un état d’iléus paralytique.

L’atteinte hépatique biologique est souvent observée: ¢lévation des
transaminases (ASAT, ALAT), de la bilirubine, de la LDH et des phosphatases
alcalines [163].

e es signes neurologiques :

Sont présents dans environ un quart des cas. A type de céphalées, 1éthargie,
agitation, hallucination et confusion mentale [97]. Tous ces signes en 1’absence
de manifestations neurologiques focales traduisent une encéphalopathie ou une
encéphalite. Pour certains auteurs, la confusion et la désorientation ont été mis

sous le compte du choc, pour d’autres sur celui de I’urémie aigue. Mais pour la
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majorité, aucune explication n’a pu étre établie. Les anomalies métaboliques
telles que I’hyponatrémie ou [I’hypoxie sont insuffisamment séveres pour
expliquer les signes observés et 1I’hyperthermie n’expliquerait pas la stupeur

[163]. La ponction lombaire est normale [97].

La méningite, ’atteinte du tronc et du cervelet, les polyradiculonévrites
sont rarissimes dans cette forme habituelle. L origine la plus admise est celle de

la toxine neurotrope [97].

Des crises épileptiques généralisées ont ¢été décrites chez plusieurs malades.
Chez certains, ces crises ont été corrélées aux multiples désordres biochimique
relatif a 'insuffisance rénale, chez d’autres, elles seraient dues a I’hypoxie. Les
myalgies paraissent €tre un symptome fréquent mais il n’a pas été décrit
d’hypotonie musculaire a I’examen. Les CPK sont parfois €élevées et ceci serait

du a une éventuelle rhabdomyolyse [162].

Une étude rétrospective, conduite a Philadelphie, a montré que les
diarrhées sont plus fréquentes chez les patients atteints de la MDL que chez
ceux présentant d’autres pneumopathies [163]. Les troubles de conscience
observés sont également plus fréquents au cours de la MDL [165]. Par contre,
dans une étude prospective menée au « Pittsburgh Vétérans Administration
Medical Center » par Victor L. Yu et coll., les manifestations cliniques d’ordre
gastro-intestinal et neurologique ne sont pas plus fréquentes dans la MDL que
dans les autres pneumopathies [116]. Plusieurs autres auteurs suggerent qu’il
n’est pas possible de différencier la MDL des autres pneumopathies sur les seuls

critéres cliniques [113].

Cependant, I’atteinte extra-respiratoire est considérée comme étant un

argument en faveur de la légionellose [106].
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Tableau 3 : les caractéristiques cliniques de la maladie

des légionnaires et de la fievre Pontiac [108]

SYMPTOMES POURCENTAGE DE
PATIENTS
MDL FP
TOUX 75 46
EXPECTORATION 45
DYSPNEE
HEMOPTYSIE 50
MYALGIE 1
SYMPTOMES RESPIRATOIRES
SUPERIEUR 38 95
CEPHALEES
CONFUSION 13
NAUSEES, VOMISSEMENTS
DIARRHEES f’é ?g
DOULEURS ABDOMINALES
FIEVRE 30 10
FIEVRE> 39°C
BRADY CARDIE 33 21
8
70 86

40
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eles signes biologiques :
% ['atteinte rénale :

Elle peut se manifester par une protéinurie, une hématurie microscopique,
une cylindryurie, une pyurie, une hyponatrémie, une hypo albuminémie et une
azotémie. La protéinurie, la cylindryurie et la pyurie sont aussi fréquentes chez
les patients insuffisants rénaux et ceux ayant une fonction rénale correcte alors

que I’hématurie est plus fréquente en cas de défaillance rénale [163].
% les autres signes :

A type d’une hypophosphatémie et des anomalies hématologiques telles
qu’une hyperleucocytose, une anémie, une thrombopénie, une leucopénie qui
d’ailleurs ne sont pas spécifiques de la légionellose. Par contre, I’hyponatrémie
(<130mEqg/l) a été significativement plus fréquente dans la MDL [139]. La
vitesse de sédimentation peut €tre accélérée (parfois supérieure a 60 mm la

premiere heure) [163] et la présence du facteur rhumatoide est discutée [113].
I-1-4. Evolution :

Dans les cas favorables, une défervescence thermique survient en huit jours
environ, accompagnée d’une amélioration clinique alors que les signes
radiologiques disparaissent plus lentement [97]. Par ailleurs, son évolution est

é¢maillée de complications.

La maladie des Iégionnaires est donc a évoquer devant une pneumopathie
tres fébrile extensive associée a des manifestations extra-pulmonaires et ne
répondant pas a wune antibiothérapie a base de bétalactamines ou

d’aminoglycosides.

64



I-2. Formes cliniques :
I-2-1. Selon le terrain :
o Légionellose des immunodéprimés :

Les malades immunodéprimés présentent un risque accru de développer
une légionellose dont la mortalité¢ est plus élevée que dans la forme clinique
précédente. Cliniquement, il s’agit d’une pneumopathie aigue identique a celle
de la forme habituelle mais [’étiologie généralement pluri-microbienne et
I’aggravation brutale de la maladie font que 1’évolution est souvent trés grave
avec un taux de 1étalité trés €élevé (40%) [97]. L abcédation est une complication

fréquente chez ces patients [100].
e Legionellose de I’enfant :

La légionellose est rare en pédiatrie. Quelques rares cas sporadiques ont été
publiés [101]. Tous les cas de légionellose néo-natale étaient nosocomiales, et la
majorité des patients avaient des facteurs de risque incluant la prématurité, la

dysplasie broncho-pulmonaire ou sous corticoides.
I-2-2. Formes symptomatiques :
e La fievre de Pontiac :

C’est une atteinte des voies respiratoires supérieures d’allure pseudo-

grippale bénigne sans pneumonie, guérissant spontanément sans séquelles.

L’incubation est courte, environ 36 heures, suivie d’une fiévre supérieure a
37,5°C, avec ou sans frissons, céphalées, myalgies, asthénie, nausées et
vomissements, toux non productive, douleurs thoraciques et des arthralgies

[166;167;139]. Sur le plan biologique, le nombre de leucocytes sanguins est
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normal ou modérément augmenté (9400-17700/ml). La radiographie des
poumons ne révele rien d’anormal. La maladie dure 2 a 5 jours ; les malades

guérissent sans séquelles. Aucun déces n’a été attribué a cette forme clinique.
La conversion sérologique permet d’établir un diagnostic rétrospectif.
e La fievre de Lochgoilhead :

Due a Legionella micdadei, elle a été rapportée chez des clients d’un hotel
écossais [167]. La fréquence décroissante des signes observés est la suivante :
céphalées, asthénie, pyrexie, arthralgies, myalgies, anorexie, frissons et nausées.
Dans 30 a 40% des cas, on observe une dyspnée et une toux. La période
d’incubation varie de 24 a 36 heures. L’amélioration spontanée en quelques

jours est la régle.
e Formes inapparentes :

Elles ont été¢ observées lors de 1’épidémie de Philadelphie, de Vermont et a
I’occasion de cas sporadiques [101;168]. Une séroconversion significative a
permis d’établir le diagnostic [101]. Les études sérologiques montrent que plus

de 10% de la population a un taux élevé d’anticorps anti-L. pneumophila type 1

[97;102].
I-2-3. Formes évolutives :
e [es rechutes :

Des rechutes dues a la méme souche de Legionella ont été décrit apres 3
semaines de traitement; parfois le bacille persiste et est observé par

immunofluorescence directe au cours du traitement [101].

e Les réinfections :
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Elles ont été signalées 6 mois apres la guérison du premier épisode [101].
e Les infections persistantes :

Lattimer et coll. [169] ont fait une étude sur les 2 ans suivant 1’épidémie de
Philadelphie chez des sujets atteints de la maladie et d’autres qui y étaient
exposés. Des signes cliniques a type d’asthénie, de dyspnée d’effort et de toux
avec expectoration ont ¢été notés pendant cette période. Des anomalies de
I’exploration fonctionnelle respiratoire et des titres ¢levés d’IgM anti-L.

pneumophila ont été observés.

L. pneumophila intracellulaire induirait donc une infection latente et
continue comme celle retrouvée dans la brucellose, dans les atteintes a herpes
virus, les chlamydioses, les infections a mycobactéries et serait pourvoyeuse de
séquelles pulmonaires tardives [169;170]. Des études histologiques menées sur
le hamster ont montré que ces séquelles sont de type inflammatoire avec

prédominance de fibrose et d’emphyseme [171].
e Les complications :

Des complications peuvent émailler 1’évolution de la MDL. Leur fréquence
n’aurait pas €té estimée et semble €tre en rapport avec la précocité du diagnostic
et du traitement ainsi qu’avec le terrain, les associations microbiennes et le

traitement propre de la maladie.
¢ Les complications respiratoires :

- L’insuffisance respiratoire grave: c’est la complication la plus
redoutable, elle est fréquente et peut engager le pronostic vital a cours terme.
Elle est observée lorsque les I€sions pulmonaires ont un caractére extensif

inexorable avec atteinte progressive des deux poumons. Elle réalise un cedéme
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aigu du poumon type l1ésionnel avec un syndrome de détresse respiratoire aigue
(SDRA) associant tachypnée, battements des ailes du nez, cyanose intense et
obnubilation. L’auscultation pulmonaire retrouve des rales crépitants de fagon

trés inconstante ; elle peut étre normale.

La radiographie thoracique est typiquement celle d’un « poumon blanc » :
opacités interstitielles puis trés rapidement alvéolaires, confluentes. Elles sont de
localisations plutét périphériques et peuvent étre bilatérales. La gazométrie
artérielle montre une hypoxémie sévere et assez constante, une hypocapnie quasi

constante [172] et une alcalose respiratoire [163].

Le cathétérisme cardiaque est parfois indispensable au diagnostic de
syndrome de détresse respiratoire aigue : la pression capillaire est normale ou
basse, il existe une hypertension artérielle pulmonaire de type pré-capillaire et
un shunt intra-pulmonaire trés €élevé [172]. Une ventilation mécanique est alors

indispensable mais n’est pas toujours efficace [101].

- Les autres complications respiratoires sont plus rares, moins graves
mais peuvent évoluer vers I’insuffisance respiratoire aigue. De rares cas
d’hémoptysie ont été¢ décrits [162]. L’exsudation pleurale est possible, peut
précéder [’atteinte pulmonaire [139] et méme étre isolée sans atteinte
pulmonaire primitive [108]. Quand il y a un épanchement pleural, il est rarement

de grande abondance et peut se compliquer d’empyeme [139].

Dans sa forme compliquée, la MDL peut se manifester par des abces
pulmonaires multiples. Mais il faut dire que cette complication décrite chez des
sujets immunodéprimés [173] surtout ceux présentant un lupus érythémateux
disséminé sous corticoides est plutot rare [173;139]. Au cours de ces

suppurations, une infection simultanée par L. pneumophila (sérogroupe 6) et L.
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micdadei (isolée a partir du liquide d’aspiration transtrachéal) [173] ainsi qu’une
infection par la seule L. micdadei [174] ont été signalées. La rupture des abces et
les fistules broncho-pleurales sont encore plus rares [139]. La cavitation est
aussi une complication inhabituelle [139;173;175] décrite chez des patients
immunodéprimés (transplantés rénaux [175] ou SIDA [109]) avec un taux de
mortalité variant de 24 a 58% selon certaines séries [175]. Les atélectasies sont
par ailleurs rarissimes. Dans certaines études, la gravité de la légionellose est

corr¢lée a la pauvreté des signes pulmonaires [162].
o [ l ; A l .
% Les complications rénales

L’atteinte rénale doit toujours étre recherchée au cours de la MDL et
constitue un facteur pronostique important. A co6té de la protéinurie, de
I’hyperazotémie et de I’hyper-créatininémie qui peuvent parfois étre tres
augmentées, on peut assister & une hyponatrémie séveére avec une natriurese

basse et un syndrome de dilution.

L. pneumophila n’a jamais été isolée dans les urines. Seul un antigene
soluble a pu étre détecté. Quelques rares cas de tubulo-néphrite interstitielle ont
cependant ¢été décrits [162]. Pyélonéphrite et glomérulonéphrite sont possibles
[101]. Des infarctus rénaux ont été décrits et sont survenus chez un patients

artérioscléreux [176].

L’insuffisance rénale aigue avec anurie nécessitant €épuration extra-rénale

est fréquemment constatée; c’est un élément défavorable, souvent mortel

[101:102;139].
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% Les complications neurologiques :

Si dans les formes habituelles de la MDL, une atteinte neurologique a type
de confusion ou d’obnubilation est fréquente, les formes neurologiques graves
de la MDL sont beaucoup plus rares et réalisent le plus souvent des tableaux

encéphalitique ou cérébelleux.

Ces formes touchent I’homme plus que la femme et surviennent plus
souvent dans la cinquiéme décennie chez les adultes et les premieres années
chez I’enfant. Habituellement, les signes neurologiques apparaissent avec les
signes pulmonaires, mais le plus souvent, ils peuvent les suivre ou les précéder
de quelques jours. Rarement les signes neurologiques restent isolés, sans aucune
atteinte pulmonaire. L.’analyse des cas publiés ne montre pas de pathologie sous-
jacente particuliere, 1’événement le plus souvent noté est un voyage dans la

semaine ou le mois précédent la maladie.
Les tableaux cliniques observés sont les suivants :
o les états encéphalitiques :

Ils réalisent un coma profond, parfois sans signes de localisation, parfois
avec des signes déficitaires. Des crises convulsives sont possibles, ainsi qu’un
syndrome méningé et des atteintes des nerfs oculomoteurs. Ces signes
encéphalitiques régressent habituellement sans séquelles en dehors d’une
amnésie totale de 1’épisode aigu. Au réveil, on peut constater la présence d’une
atteinte cérébelleuse et du tronc cérébral qui laisseront des séquelles durables.

Ce syndrome cérébelleux est parfois présent avec les troubles de conscience

[165].
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La bactérie le plus souvent en cause est L. pneumophila [165] mais une

encéphalopathie aigue due a L. pneumophila et Mycoplasma pneumoniae a été

décrite [177].

La ponction lombaire raméne un liquide normal ou pathologique :
lymphocytose modérée isolée ou associée a une hyperprotéinorachie,
hyperprotéinorachie isolée. Les cultures du LCR sont toujours stériles. La

glycorachie est normale.

L’¢électro-encéphalogramme (EEG) montre un ralentissement du trace,
diffus ou avec des signes de localisation a type de complexes polyplasiques

longs.

Le scanner cérébral est le plus souvent normal mais il peut montrer un
cedeme cérébral ou des images lacunaires. L’imagerie par résonance magnétique
(IRM) réalisée chez un patient victime d’une encéphalopathie aigue a L.
bozemanii a montré des foyers de démyélinisation symétriques dans le tronc

cérébral [178].
o les atteintes cerébelleuses :

Elles forment le tableau neurologique le plus fréquemment rencontré dans
la MDL avec les états encéphalitiques, a tel point qu’une ataxie compliquant une
pneumopathie doit faire évoquer le diagnostic de la MDL. Le syndrome
cérébelleux comporte des troubles de la statique, des troubles de 1a marche avec
démarche ébrieuse, des troubles de la coordination segmentaire avec force
musculaire normale : hypermétrie, dysmétrie, asymétrie, adiadococinesie. On
note également un tremblement intentionnel, une dysarthrie scandée, irréguliere

puis brusquement explosive et une hypotonie musculaire. Le tableau est aggravé
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par I’occlusion des yeux. L’atteinte cérébelleuse laisse de nombreuses séquelles

dont I’ataxie est la plus fréquente et la plus invalidante.

A Tatteinte cérébelleuse peut s’associer une atteinte du tronc cérébral avec
nystagmus, paralysie des nerfs oculomoteurs avec limitation des mouvements

oculaires et paralysie faciale.
o les neuropathies périphériques :

L’atteinte périphérique peut affecter plusieurs nerfs a la fois et trois

tableaux cliniques doivent étre individualisés :

- le syndrome multi névritique avec le caractére asynchrone et

asymétrique de I’atteinte tronculaire.

- Le syndrome polynévritique avec bilatéralité¢ et symétrie de 1’atteinte

ainsi que synchronisme dans le temps.

- Le syndrome polyradiculonévritique avec troubles moteurs et sensitifs.

Il s’agit du tableau périphérique le plus fréquent.

Les neuropathies périphériques sont souvent asymptomatiques et dépistés
alors par I’¢lectromyogramme (EMGQG). Il s’agit d’une atteinte axonale plutdt
qu’une démyélinisation comme en attestent les études histologiques. Des

séquelles invalidantes sont possibles.
o les autres atteintes neuromusculaires :

Un tableau de my¢élite transverse a ét¢ décrit dans la MDL [165;179]. 11
réalise une paraplégie avec des troubles sphinctériens. Le LCR peut étre normal

ou montrer une pléiocytose. L’évolution est favorable sans séquelles dans un
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cas, il peut persister une paraplégie ou un syndrome pyramidal des deux jambes

avec impuissance sexuelle.

Des signes neurologiques en foyer peuvent étre observés en dehors de toute
atteinte vasculaire cérébrale a type d’hémiparésie, dysphagie et neuropathies

périphériques [162].

Encéphalopathie et neuropathies périphériques peuvent survenir en

I’absence d’atteinte pulmonaire primitive [180].

Un tableau de chorée a été décrit dans une observation [179]. Les
mouvements choréiques sont rapides, irréguliers, arythmiques et variables dans
le temps. Ils disparaissent au cours du sommeil. L’évolution est lente et
fluctuante mais ne laissera que peu de séquelles comme une dysphonie

explosive.

Un abces du cerveau a été rapporté dans deux observations [91;179]. Une
fois chez un enfant atteint d’un déficit immunitaire sévere et une fois chez un

homme de 31 ans, sans pathologie sous-jacente [165]. La dépression mentale est

rare [163].

Des manifestations musculaires peuvent survenir au cours de la MDL tel
que des myalgies, une rhabdomyolyse avec augmentation modérée ou

importante de la créatine phosphokinase [181;165] et myosite [182].
% Les complications hématologiques :

Anémie hypoplasique [101], anémie hémolytique [163;183], thrombopénie
[162;183], syndrome de Moschowitz [183] et purpura thrombopénique [176]

sont décrits. La leucopénie et la pancytopénie sont rares et de pronostic péjoratif
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[183]. Une coagulation intra-vasculaire disséminée est possible et traduirait la

sévérité de 1’infection [97;102;139].
% Les complications cardio-vasculaires :

La survenue d’une péricardite [139;184] et/ou d’une endocardite [139] est
possible. Une endocardite a L. pneumophila sur valve aortique et en 1’absence
d’atteinte pulmonaire a été signalée [185]. Une endocardite & L. pneumophila
sur valve prothétique [139;186] a été décrite chez plusieurs patients ayant
bénéficié d’un remplacement valvulaire. L’¢étude a par ailleurs montré que ces
sujets ont pour la plupart présenté auparavant un syndrome post-
myocardiotomie dans les suites opératoires immédiates [186]. Des signes
typiques ont été constatés : fievre, sueurs nocturnes, malaise et signes d’une
insuffisance cardiaque congestive [186;139]. Le rdle des phagocytes
mononucléaires dans ce type d’endocardite a été avancé » du fait de leur activité

pro-coagulante [187].

Certaines formes graves se sont compliquées d’un bloc auriculo-
ventriculaire. L’hypothése d’un abcés septal a été avancée sans qu’elle ne soit
vérifiée, [92]. Les états de choc sont possibles et contribuent a obscurcir le

pronostic et a alourdir la mortalité [92;102;139].
% Les autres complications :

Ont été décrits des infarctus spléniques [176], des abces hépatiques [91],
des abces cutanés a L. micdadei [108], des abcés périrectaux [108;139] ou L.
pneumophila a été isolée avec des bactéries anaérobies, une sinusite [139], une
insuffisance hépatique et une splénomégalie en relation avec la sévérité de

I’infection ainsi qu’une atteinte hépatique a Legionella sur greffe hépatique
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[188]. Une cellulite nécrosante due a L. micdadei est survenue dans les suites
d’une amputation de bras [189] et une ascite s’est infectée par L. pneumophila

chez un syjet porteur d’un lupus érythé mateux disséminé [190].

Il a été également mentionné un ictére [92], une infection des fistules
d’hémodialyse [108], une pancréatite aigue [139;191] et une colite ulcéreuse
avec un syndrome dysentérique fébrile résistant a une corticothérapie générale et
ayant bénéficié d’'une hémi-colectomie devant I’installation d’un abdomen aigu

avec ascite [192].

Des lésions cutanées érythémateuses, purpuriques, vésiculeuses ont été
constatées chez certains malades. La biopsie cutanée a montré un aspect de
vacularite aspécifique [92]. Des lésions pustuleuses ont ét¢ rencontrées et ont
évoluées vers la nécrose. Les biopsies qui ont été réalisées ont révélé un aspect

de vascularite leucocytoclastique [176].

La péritonite est une éventualité rare [139;193]. Un cas de péritonite a L.
pneumophila sérotype 6 a €té décrit chez un transplanté rénal qui n’a présenté
que plus tard et juste avant le décés une symptomatologie pulmonaire avec

syndrome de détresse respiratoire aigue. La source de I’infection serait un

cathéter [193].
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II- Diagnostic biologique:

Bien que les moyens diagnostics aient évolués depuis la premiere
description de L. pneumophila, aucun test actuellement disponible n’est capable
de diagnostiquer toutes les especes de Légionella dans un court délai avec une
grande sensibilité et spécificité. La majorité des données sont applicable a L.
pneumophila, puisque la sensibilité et la spécificité pour les autres especes reste

inconnue.
ll-1. Détection de I’antigéne urinaire de l.pneumophila :

La détection de I’antigéne urinaire de L. pneumophila a été utilisé depuis
longtemps, peu apres la premiere épidémie de Philadelphie [194]. En effet, cet
antigéne peut étre détecté dés le 1% jour d’apparition des symptomes et persiste
pendant des jours voire des semaines. Dans un cas, 1’excrétion de 1’antigéne a
été décrite comme pouvant aller jusqu’a 300 jours [195]. Cet antigéne est un
composant de la portion lipopolysacharidique de la paroi des 1égionelles et est
stable dans la chaleur [196;197]. Le test urinaire combine une sensibilité
raisonnable et une haute spécificité avec des résultats rapides. Il a en effet
révolutionné le diagnostic biologique de la MDL, jusqu’a devenir un test de
routine [198;199]. L application de ce test a des prélevements autres que 1’urine
peut s’avérer utile pour un diagnostic rapide de la MDL, mais nécessite plus de
validation [200]. En Europe, le nombre de cas diagnostiqués par cette méthode a
augmenté de fagon importante depuis 1998 [201]. En 1995, ils représentaient
15% des cas diagnostiqués ; en 1998, le chiffre a augmenté de 33% a 74% en
2004 et plus de 90% des cas en 2006.
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Les kits commerciaux qui utilisent en méme temps les méthodes Radio-
immunologiques (RIA) et immuno-enzymatique (EIA) sont disponibles depuis
plusieurs années et sont tout aussi performantes [202]. L’agglutination a aussi
¢été introduite, mais n’a pas montré de sensibilité et de spécificité satisfaisante
[203]. En outre, les tests immuno-chromatographiques qui ont été développés
ont la méme sensibilité et spécificit¢ de I’EIA [204; 205]. La majorité ont une
grande sensibilité pour la détection de 1’anticorps monoclonal type 2 (MAB 2p)
de L. pneumophila sérogroupe 1 (jusqu’a 90%), une sensibilité intermédiaire
pour les autres anticorps monoclonaux de L. pneumophila sérogroupe 1 (environ
60%), et une faible sensibilité (environ 5%) pour les autres sérogroupes de L.
pneumophila ainsi que les autres especes de légionelles [206;207]. Puisque la
majorité (environ 90%) des cas de /égionellose acquise sont causées par L.
pneumophila sérogroupe 1, la sensibilit¢ intermédiaire de ce test oscille au
environ de 70 a 80%. Une caractéristique importante de ces tests est leur
spécificité (>90%), ce qui est indispensable pour tester une pathologie aussi rare

que la légionellose.

La sensibilité de la détection de 1’antigéne urinaire semble étre associée a la
sévérité clinique de la maladie [208]. Yzerman et al. ont test¢ 2 techniques
immuno-enzymatiques (Binax et Biotest) et wune technique immuno-
chromatographique (Binax NOW), utilisant des €chantillons d’urines de patients
atteints de légionellose. Le Binax EIA, Biotest EIA et le Binax NOW ont montré
des sensibilités globales respectives de 69, 71 et 72%. Quand les essais ont ¢€té
réalisés avec des échantillons d’urine concentrée, la sensibilit¢ globale a
augmenté respectivement jusqu’a 79, 74 et 81%. Une association statistiquement

significative a été trouvée entre la sévérité clinique et la sensibilité des tests.
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Pour les patients atteints de MDL d’intensité modérée, la sensibilité des tests
oscillait entre 40 et 53%, alors que pour les patients qui souffraient de formes
graves, qui avaient besoin de soins médicaux spéciaux et immédiats, les résultats
ont atteints 88 al100%. Ces résultats ont des répercussions sur le processus de
diagnostic chez les patients atteints de pneumonie bénigne et suggérent que ces
patients peuvent étre sous-diagnostiqués si les tests urinaires sont les seuls a étre
utilisés. L’utilisation d’échantillons d’urine concentrée augmente la sensibilité
sans qu’il y ait une diminution significative de la spécificité. Puisque cette étape
de concentration est laborieuse et demande du temps, certains laboratoires

utilisent cette approche uniquement en cas de résultats douteux.

Une autre association entre la sensibilit¢ du test et certaines sous-
populations définies a été décrite par Helbig et al [204]. L utilité¢ clinique des
tests antigéniques urinaires pour le diagnostic de la MDL a été évaluée en
utilisant des échantillons de 317 cas prouvés par la culture. La sensibilité des
Binax EIA et Biotest EIA sont de 94% pour les infections relatives a un voyage,
87 et 76% pour les infections communautaires, mais seulement 44 et 46% pour
les infections nosocomiales. Cela semble étre causé principalement par la
distribution des différents sérotypes dans ces différentes catégories: les cas
associés au voyage et les cas communautaires sont causés majoritairement par

des souches MAB 2f positives.

Plusieurs tests urinaires immuno-chromatographiques pour la détection
urinaire de L pneumophila sérogroupe 1 ont été développé récemment
[209;210]. Le test urinaire Binax NOW, en concordance avec les résultats des

¢tudes précédentes, a une excellente sensibilité et spécificité. Les performances
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de certains nouveaux tests sont en dessous du niveau acceptable pour les tests

diagnostic [209].
lI-2. Culture :

L’isolement des especes de 1égionelles, qui a une spécificité de 100%, est
considéré comme le gold-standard pour le diagnostic de la MDL. Le diagnostic
de la culture nécessite des supports spéciaux, un traitement adéquat des
¢chantillons ainsi qu’une expertise technique. Plusieurs jours sont nécessaires
pour obtenir un résultat positif, avec une moyenne de détection de 7 jours pour
la majorité des espéces de 1égionelles. Des especes autres que L. pneumophila
peuvent croitre a un rythme plus lent et peuvent donc étre détectable seulement
aprés 10 jours d’incubation [202;211]. De plus, certaines especes de 1égionelles,
ayant une morphologie inhabituelle peuvent étre facilement négligés. Le milieu
standard utilisé pour la culture de Legionella est la gélose BCYE supplémenté
d’alpha-ketoglutarate, avec ou sans agents antimicrobiens. Les antibiotiques les
plus souvent ajoutés sont la polymixine contre les Gram négatifs, 1’anisomycine
contre les levures, et le céfamandole ou la vancomycine contre les Gram
positifs. La vancomycine doit étre utilisée si la culture vise d’autres especes que
L. pneumophila, car le céfamandole inhibe certaines espéces de légionelles qui

ne produisent pas de béta-lactamases [212].

L’identification des souches cultivées d’especes de 1égionelles est souvent
difficile, et méme les techniques de classification chromatographiques les plus
efficaces on eu du mal a différencier les especes nouvellement décrites [213].
Un schéma de classification génotypique bas€ sur une séquence située sur le
gene mip est capable de distinguer avec précision parmi les différentes especes

de légionelles [213]. Un schéma de classification basé sur une s€quence située
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sur le plus petit ARNr 58 (10* pb) et partiellement sur la séquence 16S, bien que
moins discriminatoire que le géne mip, permet une identification spécifique de

la plupart des especes de légionelles impliqué dans la pathologie humaine

[214:215].

Les 1égionelles peuvent étre isolés a partir d’une variété d’échantillons,
bien que les secrétions des voies respiratoires basses (par exemple, les
expectorations et le lavage broncho-alvéolaire) soient les prélevements de choix.
Le rendement de la culture dépend de la sévérité de la maladie, avec un
rendement faible (15 a 25%) dans les pneumonies bénignes et un haut
rendement (>90%) pour les pneumonies sévéres avec détresse respiratoire [216].
Une des principales limites de la culture des expectorations est que moins de la
moitié des patients atteint de MDL produisent des expectorations [115] [216-
218]. Certains patients atteints de MDL ont des expectorations relativement peu
purulentes ; ces échantillons peuvent étre rejetés par certains laboratoires qui
¢liminent les échantillons contenant quelques leucocytes polynucléaires.
Cependant, Ingram et Plouffe [219] ont démontré que jusqu’a 84% des
¢chantillons positifs de L. pneumophila auraient été éliminés en utilisant des
filtres et ont recommandé d’accepter tous les échantillons soumis pour la
culture. La sensibilité estimée pour la culture des expectorations oscille de <10%

a 80% et varie selon la technique utilisée et d’un laboratoire a un autre

[202;216].

En pratique, les meilleurs résultats sont susceptibles d’étre obtenus
seulement par des laboratoires ayant un intérét particulier pour la recherche de la

légionellose.
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II-3. La sérologie :

L’immunofluorescence indirecte (IFA) a été utilis€ pour détecter les
anticorps chez les patients lors de I’épidémie de Philadelphie et a jouée un role
dans la détermination des cas. Depuis lors, un certain nombre de techniques
sérologiques ont ¢été mises au point pour détecter les anticorps de différentes
especes de 1égionelles [220]. De toutes les techniques de détection sérologique,

I’'TFA et PELISA sont les plus couramment utilisés.

De nos jours, ’ELISA est préférée par de nombreux laboratoires a I’'TFA
car elle est moins subjective, plus efficace que I’'[FA et peut étre réalisé¢ de fagon
automatisée [211][221-223]. Les sensibilités rapportées des tests sérologiques
varient considérablement, de 41 a 94% [211]. Une étude récente dans laquelle
des échantillons de sérums provenant des cas de légionelloses durant une
¢pidémie au pays bas [208] a montré des sensibilités de 64, 61 et 44%
respectivement pour ’ELISA, I'IFA et un test de micro-agglutination rapide.
Durant I’ELISA, la moitié¢ des patients ont montrés une séroconversion a I’IgM
et I’autre moitié a I’lgG. D’autres études ont montré que pour plusieurs patients
atteints de /égionellose, la réponse immunitaire primaire est a I[gM et donc les

tests a [gM doivent €tre inclus pour une sensibilité optimale.

La séroconversion peut prendre plusieurs semaines, ce qui représente une
grande limite des tests sérologique. Environ 25 a 40% des patients atteints de
légionellose font une séroconversion durant la premie€re semaine apres
I’apparition des symptomes [211]. Dans la majorité des cas, une augmentation
de 4 fois du titre d’anticorps est détectée pendant les 3-4 semaines, mais dans
quelques cas, cela peut prendre plus de 10 semaines [224]. Un titre supérieur a

256 durant la phase aigue en présence d’une pneumopathie était considéré
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suffisant pour poser un diagnostic présomptif, mais s’est montré peu fiable, étant
donné la forte prévalence des anticorps anti-légionelles chez des personnes sans
signes cliniques évident de légionellose [225]. La spécificit¢ de la
séroconversion en utilisant I’antigéne de L. pneumophila sérogroupe 1 a I’lFA a

¢té documentée comme approchant 99% [220;226].

Un inconvénient des tests sérologiques est leur incapacité d’identifier avec
précision toutes les especes de légionelles et leurs sérogroupes. Bien que la
séroconversion de L. pneumophila sérogroupe 1 soit généralement considérée
comme nécessaire au diagnostic, la sensibilité et la spécificité aux autres especes

et sérogroupes n’a pas €té rigoureusement confirmée [216].

Au total, un diagnostic basé sur I’augmentation des IgG ou IgM de 4 fois le
titre ne peut étre que dans un but rétrospectif, et influence rarement le traitement
initial des patients. Il y a donc un besoin de tests supplémentaires pour

diagnostiquer la 1égionellose a un stade précoce.
ll-4. Biologie moleculaire (PCR):

Le premier test destiné a détecter I’ADN de L. pneumophila est une sonde
ribosomique radio-marquée spécifique a toutes les souches de 1égionelles. Les
recherches ont rapportées une sensibilité et une spécificité variable pour ce test
[227;228;229]. L’utilisation de cette sonde dans un hopital a révélé 13 faux

positifs [230] et ce test fut retiré du marché peu aprés cette pseudo-épidémie.

La PCR permet 1’amplification spécifique d’infimes quantités d’ADN de
Légionella et peut fournir des résultats dans un court laps de temps. Elle a aussi
le potentiel de détecter les infections causées par toutes les especes de

lIégionelles et tous les sérogroupes. La PCR pour la 1égionellose n’est disponible
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que dans un nombre limité¢ de laboratoires qui utilisent principalement des tests
commerciaux [202;211;231]. Un nouveau test commercial (BD ProbeTec ET L.
pneumophila, Becton Dickinson) qui détecte les sérotypes de 1 al4 de L.

pneumophila dans les expectorations est désormais approuvé par la FDA.

La PCR en temps réel a ajouté plusieurs avantages au diagnostic de routine,
puisqu’elle a diminuée le temps nécessaire pour la réalisation de la technique et
rend 1’analyse post-PCR superflue. Le test diagnostic de la PCR a
principalement ciblé des régions spécifiques: les génes de ’ARNr 16S [232-
239], dans la région d’espacement 23S-5S [240], ’ADNr 5S [241;242], ou le
geéne mip (macrophage inhibitor potentiator) [213] [243-246]. Jusqu’a présent,
des résultats encourageant ont €té obtenus a partir d’évaluations in vitro de
petites séries de patients. L’ADN des légionelles peut étre détecté dans les

urines, le sérum, et des échantillons de leucocytes obtenus de patients atteint de

la MDL avec des sensibilités de 30 a 86% [241] [247-249].

L’application de la PCR a des échantillons non respiratoires semble
particuliérement intéressante, car cela va contourner le probléme des patients qui
ne produisent pas d’expectorations. La sensibilité¢ de la détection de I’ADN de
Légionella dans le sérum est relativement basse (environ 50 a 60%) chez les
patients atteints de Légionellose, mais peut étre supé€rieur (environ 70 a 90%)
chez les patients avec une forme plus grave de la maladie [247;248]. La preuve
de son utilit¢ présumée résiderait dans une étude prospective pour évaluer la

valeur de la PCR sur des échantillons de patients atteints de pneumopathie.

Lors de I’analyse d’échantillons du tractus respiratoire inferieur, la PCR a
maintes fois démontrée qu’elle a une sensibilité €gale ou supérieur a celle de la

culture [216;238;239]. En effet, la PCR est considérée par certains auteurs

83



comme le test de choix pour les patients qui expectorent [216]. Cependant, un
nombre de faux positifs a €té rapporté, avec les tests commerciaux et les tests
ambulatoires [202;238]. Le probleme avec I’interprétation de ces faux positifs
est qu’on ne sait pas si ce sont vraiment des faux-positifs ou sont dus a une
mauvaise technique, car certains cas de légionellose ne sont pas facilement
détectables par les méthodes conventionnelles. 11 est difficile de résoudre ce
probléme et a 1’heure actuelle, il n’y a pas d’étude rigoureuse disponible qui
détermine la sensibilité et la spécificité exacte de la PCR chez les patients
atteints de pneumonie d’étiologie inconnue. En 2004 et 2005, 46 laboratoires ont
participé¢ a une évaluation de la qualité de détection des especes de légionelles
par 2 exercices de controle de qualité [250]. Des méthodes ambulatoires ont été
utilisées chez 93% des participants. Le taux de faux positifs a vari¢ de 4% en
2004 et 8,2% en 2005. La survenue de ces faux-positifs montre I’intérét de ces
tests de confirmation habituelle, car de tels protocoles peuvent étre bénéfiques
dans la détection rapide des problémes relatifs a ces tests. Les laboratoires
devraient respecter les réglementations strictes des contrdles de qualité, vu que
ces ¢tudes de qualité soulignent que la technologie d’amplification des acides
nucléiques n’a pas été correctement standardisée dans tous les laboratoires. Les
techniciens de laboratoire ainsi que les praticiens devraient étre prudent quant a
I’interprétation des résultats obtenus par ce genre de test et ne devraient pas
hésiter a remettre en question les résultats incohérent en se basant sur la

présentation clinique et sur I’épidémiologie locale.
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Tableaux 4 : récapitulatif des différentes méthodes diagnostique, leurs avantages et

inconvénients [238].

Méthodes sensibilité spécificité avantages inconvénients
-Rapide -LP1
Ag soluble 56-80% 99% -précoce -Cher
urinaire -diagnostic méme -En routine ?
sous traitement -Risque de sous
- | mortalité diagnostic des autres
Légionella
Culture 60% 100% -Gold standard ~ -Milieux spéciaux
-Toutes especes  -Demande spécifique
-3-5j -Négativation rapide
-Peu sensible sous
traitement
Sérologie 80% 97-99%  épidémiologique Peu d’intérét en phase
aigiie
IFD 25% 65% rapide -Laboratoires
spécialisés

-Réactions croisées

ITI- DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL :
L’absence de spécificité des symptomes cliniques doit faire évoquer :
1) Embolie pulmonaire :

Dans 30% des cas, il existe une fievre. Elle est évoquée sur le terrain et
I’existence de facteurs favorisants. Le diagnostic se fait par la scintigraphie et/ou
angiographie.

2) (Edéeme pulmonaire cardiogénique :

Souvent fébrile, parfois asymétrique (sur valvulopathie mitrale) évoqué sur

le terrain, ’ECG, 1’échographie cardiaque, voire le cathétérisme cardiaque droit.
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Souvent le diagnostique est rétrospectif devant la guérison « trop rapide » sous

diurétique.
3) Atélectasie par obstruction bronchique :

Peut étre surinfectée avec opacité a caracteére systématisé et rétractile avec
absence de bronchogramme aérien. La fibroscopie bronchique et Ia

kinésithérapie ont une grande valeur ajoutée.
4) Pneumopathies non infectieuses :

Elles sont en regle évoquées aprés €chec d’un traitement antibiotique
(tumeur, pneumopathie médicamenteuse, atteinte pulmonaire d’une maladie

systémique)
5) Tuberculose pulmonaire :

Parfois tableau brutal d’allure bactérienne. Evoqué aprés échec

antibiotique.

6) Bronchiolite oblitérante a organisation pneumonique
(BOOP) :

Peut survenir aprés une pneumopathie infectieuse.
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I- Traitement curatif :
I-1.Principes du traitement antibiotique :

Le traitement antibiotique pour les pneumopathies communautaires est le
plus souvent empirique et couvre les germes suspectés. Le spectre d’action des
antibiotiques utilisés pour les pneumopathies sévéres ou chez les patients a
risque englobe les Légionelles. L’antibiotique est choisi selon son activité, son
¢pidémiologie et sa co-morbidité. Le traitement est habituellement ambulatoire

[251].

Si la Légionellose est confirmée, le traitement se fait généralement par les

macrolides, parfois par les fluoroquinolones ou la Rifampicine.

Si les beta-lactamines sont initialement prescrites, elles doivent étre

arrétées car elles ne sont pas actives sur Iégionelles.

Le choix d’antibiotiques pour les infections extra-respiratoires devrait étre

le méme que pour la pneumopathie a L. pneumophila.
I-2. Choix de I'antibiothérapie

Il y a une certaine controverse sur ’utilisation des fluoroquinolones par
rapport aux macrolides comme traitement de choix de la MDL. Parmi les
macrolides, 1’azithromycine est généralement supérieur a la clarithromycine ou
I’érythromycine dans de nombreux modeles cellulaires et aussi la plupart des
mod¢les animaux [252]. Dans les modeles animaux, la mort est plus rapide avec
certaines nouvelles quinolones puissantes, mais il existe une différence
frappante quand au degré d’inflammation du poumon comparé a d’autres
antimicrobiens. Le degré d’inflammation le plus faible dans le modéle animal

est causé par I’azithromycine alors que I’inflammation la plus importante est due
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a I’érythromycine, pour ce qui est des fluoroquinolones, leur degré
d’inflammation reste intermédiaire. Par ailleurs, I'azithromycine et les
quinolones sont tous deux capables de provoquer une inhibition irréversible de
la croissance intracellulaire de Legionella méme aprés le retrait des
médicaments dans le modele macrophagique [252]. De récentes études [253-
255], qui montrent plusieurs limites en raison de défauts méthodologiques [256],
suggerent qu’en termes de mortalité et de complications, les macrolides et les
fluoroquinolones sont €quivalents pour la majorité¢ des cas de Légionellose qui

nécessite une hospitalisation.

Les informations provenant des premiéres études sur la Légionellose ont
donné des indices trés utiles sur I’efficacité clinique réelle des différents
antibiotiques [257]. 11 est devenu évident que les patients traités par
I’érythromycine montraient un taux de mortalité (6%) plus bas que chez les
patients traités par aminosides, béta-lactamines ou chloramphénicol qui avait un

taux de mortalité de 30-40%.

Un grand nombre d’études cliniques ont prouvés la grande efficacité¢ de
I’érythromycine contre la Légionellose, et jusqu’a il y a quelques années, elle fut
considérée comme la molécule de référence. En effet, une série récente a
confirmé que 1’érythromycine est encore un agent efficace [258]. La voie, la
dose et la durée d’administration de 1’érythromycine sont des facteurs important
a prendre en compte pour obtenir une efficacité maximale. La voie intraveineuse
est, comme pour plusieurs autres thérapeutiques, recommandée pour initier le
traitement chez les patients nécessitant une hospitalisation. La dose prescrite
pour commencer de 1g/6h est associée a certains effets indésirables [259]

comme indiqué ci-dessous.
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D’autres macrolides plus récents ont la méme capacit¢ de pénétrer a
I’intérieur des macrophages au méme titre que I’érythromycine avec en plus
I’avantage d’avoir une activité intrinséque supérieure contre Légionella. Outre
leur activité supérieure in vitro contre Légionella, ils offrent des avantages
pharmacocinétique et pharmacodynamique. De 1égeres différences sur 1’activité
de ces nouvelles molécules ont été trouvées dans différentes études [260]. Les
formes intraveineuses de la spiramycine, largement utilisée en France [261], de
I’azithromycine et de la clarithromycine sont disponibles sur le marché.
L’azithromycine [252], en raison d’un meilleur profil pharmacocinétique (une
seule administration par jour, délai de traitement raccourci) ainsi que sa capacité
d’inhibition irréversible de la croissance de Légionella, est probablement la

meilleure option thérapeutique pour le traitement des patients hospitalisés pour

Légionellose [262;263].

Les fluoroquinolones sont capables d’atteindre de bonnes concentrations
intracellulaires et une activité in vitro élevée contre Légionella. Les nouveaux
fluoroquinolones, tel que la gémifloxacine, la gatifloxacine ou la pazufloxacine
ont ¢galement montrés une excellente activité intrinseéque contres les especes de
Légionella [264-268]. Une expérience clinique pertinente a été rapportée avec la

gémifloxacine contre la Légionellose [269].

Il existe des preuves in vitro et in vivo de la grande puissance de la
Rifampicine contre Légionella [270-272]. La possibilité théorique de 1’'induction
rapide des souches résistantes a la rifampicine, quand elle est administrée seule,
exclue sont utilisation en monothérapie. En effet, il existe des preuves in vitro

de la résistance a la rifampicine lorsqu’elle est utilisée seule [273;274].
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Comme indiqué plus haut, 1’efficacité clinique des tétracyclines dans la
Légionellose semble inferieur a celle de 1’érythromycine [257]. La minocycline
et la doxycycline se sont avérés efficaces dans certaines études [270] et offrent

un meilleur profil pharmacocinétique.

L’association sulfaméthoxazole-trimétoprime (cotrimoxazole) montre
¢galement une bonne efficacité chez certains modeles animaux [270] mais avec
des résultats moins impressionnants que ceux de I’érythromycine ou la
rifampicine. Les données cliniques restent trés limitée. 11 a été suggéré que cette
association pourrait étre particulicrement efficace contre L. micdadei en se
basant sur quelques cas de pneumonies causés par cette espéce, qui ne
répondaient pas a I’érythromycine mais qui se sont vu guéri par le cotrimoxazole

[275].

Les kétolides montrent une bonne activité intrinséque contre les especes de
Légionella [276].11 semblerait qu’ils sont cliniquement fiables dans les formes

modérées de Légionellose [277].

La pristynamycine s’est avérée utile chez un petit nombre de patients
atteint de pneumopathie a L. pneumophila [278]. Les nouveaux peptides
inhibiteurs de la déformalase ne semblent pas offrir un avantage supplémentaire
par rapport aux autres agents thérapeutiques puisque leur activité intrins€que

contre les 1égionelles n’est pas optimale [279].

Contrairement aux pneumopathies communautaires a germes typiques, le
développement de la résistance a ces antibiotiques habituellement actifs contre

les agents pathogenes intracellulaires n'est pas une préoccupation [280-282].
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La durée du traitement doit étre décidée au cas par cas [281]. L’analyse
clinique doit étre faite pour établir combien de temps le traitement doit étre
administré, mais habituellement, une courte durée de 7 a 14 jours est suffisante
pour guérir la plupart des patients [283;280;281;282;268]. Avec
I’azithromycine, méme 5 jours peuvent étre suffisant dans les cas bénins [281].
Il a également été rapporté que certains patients atteints de forme légere de
Légionellose peuvent également €tre traités avec un traitement de 5 jours par la
lévofloxacine a une dose de 750 mg par jour [284].Une dose de charge
constituée d'une double dose de Iévofloxacine ou d'azithromycine a ¢été
recommand¢ par quelques experts, mais les raisons de ce protocole ne sont pas

claire. En fait, il n'y a aucune preuve cohérente a l'appui de cette approche

[281;282:252].

Le tableau 4 mentionne les points clés suggéré pour une approche

thérapeutique de la maladie des Légionnaires [281;285].

Le traitement adapté et précoce suppose généralement un meilleur résultat
et un taux de mortalité plus faible, en particulier dans le cas des formes cliniques

graves nécessitant 1’admission en unité de soins intensifs [286].
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Tableau 5 : point clés essentiel dans le traitement de la Légionellose.

1) L'administration précoce d'une thérapie efficace est un facteur pronostique favorable.

2) Le traitement oral de courte durée (7-10 jours) est possible dans les cas légers a
modérés.

3) Pendant la grossesse, 1'azithromycine et 1'érythromycine sont les options les plus siires.
4) L’utilisation des fluoroquinolones doit étre évitée chez les enfants.

5) Les échecs d’¢éradication, le non rétablissement ou les rechutes ne sont pas causés par le
développement des résistances aux antibiotiques.

6) Un traitement de courte durée doit étre évité chez les patients immunodéprimes.

7) Un traitement prolongg¢ (3 semaines) est nécessaire dans les cas sévere
d’immunodépression.

8) Un traitement plus long que la normale est nécessaire si endocardite.

0) Il faut drainer toute collection purulente.

10 ) Prendre en considération les infections associées, surtout si patient immunodéprime.
11 ) Une lésion aigue du poumon peut entrainer une mauvaise réponse clinique.

12 ) Les associations n’ont pas prouvé une efficacité supérieure a la monothérapie.

13 ) Si une association avec la rifampicine est envisagée, elle ne devrait pas dépasser 5
jours en raison du risque de toxicité hépatique.

14 ) La rifampicine ne devrait pas étre administrée seule (risque de développement des
résistances).

15) Un diagnostic précoce conduit a un rétablissement prompt ainsi qu’une faible
mortalité.
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Tableau 6 : recommandation des différentes approches thérapeutique dans la Légionellose.

[286]
familles Antibiotiques Dosage Voie
Macrolides.a,n Azithromycine.s 500 mg/24h IV,per os
Clarithromycine 500 mg/12h IV, per os
Spiramycine 1,5 M UI/8h \
6-9 M Ul/24h Per os
Erythromycine.c 1g/6-8h IV, per os
Tétracyclines Doxycicline 100 mg/12-24h IV, per os
Fluoroguinolones Lévofloxacine.q 500-750 mg/24h IV, per os
Moxifloxacine.q 400 mg/24h IV, per os
Geémifloxacine.e 320 mg/24h Per os
Gatifloxacine.e 200-400 mg/24h IV, per os
Ciprofloxacine 400 mg/8-12h Y
500-750 mg/12h  Peros
Ofloxacine 400-800 mg/24h IV, per os
Kétolides Telithromycine.e 800 mg/24h Per os

g-la voie orale estrecommandée seulementchez les patients ne nécessitant pas

d’hospitalisation.

(

- dans les cas de sévérité moyenne, la josamycine (1g/12h), la roxithromycine
150mg/12h) et 1a diritthromycine (500 mg/24h) sont aussi efficaces.

c:moins actif que les autres macrolides risque de phlebites, de surdité surtouten

4

d:recommandée dans les cas severes, surtout chez I immunodéprime.
- enraison de données cliniques trop pauvre, leur utilisation se limite au cas
bénin ou de moyenne sevérite.

Thérapies combinées :

L’association médicamenteuse est recommandée pour les €pisodes graves
par certaines directives internationales, mais il n’y a aucune preuve appuyant
cette suggestion. Pour la plupart des patients, la monothérapie par les macrolides

ou les fluoroquinolones conduit généralement a un résultat positif plus rentable
[252] [280-282].
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Des données récentes provenant d’une étude espagnole multicentrique
[287] suggeérent que le traitement combiné serait plus favorable que la
monothérapie dans le groupe de patients atteints de formes séveéres de
Légionellose sous ventilation mécanique [282]. La bithérapie la plus
fréquemment utilisée dans cette étude est la clarithromycine associée a la
rifampicine. On n’est pas certain sur quelle approche thérapeutique est
préférable méme si la rifampicine est 1’agent le plus utilis€ en terme
d’association. Comme indiqué précédemment, la rifampicine ne doit jamais étre
utilisée en monothérapie car elle peut induire un développement rapide des
résistances. En raison du risque de toxicité hépatique qui semble croitre avec la
durée du traitement, nous recommandons de donner la rifampicine pendant juste

quelques jours [288].

Le fait d’ajouter un autre antibiotique pouvant causer une toxicité est une

préoccupation, surtout dans les services de soins intensifs.

La rifampicine semble apporter peu aux antibiotiques les plus efficaces in
vitro, mais quand elle est utilisée chez le cochon de Guinée, il apparait qu’elle
est bénéfique associée a I’érythromycine et probablement la clarithromycine.
L’association de I’érythromycine a la rifampicine a été rapportée comme étant
plus active contre L. pneumophila que les autres options telles que 1’association
érythromycine-ciprofloxacine ou ciprofloxacine-rifampicine [274]. Chez le
cochon de Guinée, I’addition de la rifampicine est responsable d’une forte

bactéricidie, d’une diminution de I’extension de la pneumonie ainsi que du taux

de mortalité [270;290].
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En se basant sur une synergie in vitro, une étude suggere que 1’association
macrolides-fluoroquinolones pourrait étre bénéfique [290]. Cependant, dans
d’autres €tudes, 1’association érythromycine-quinolones n’a pas montrée une
meilleure efficacit¢é ou un taux de mortalit¢ plus bas dans le modele animal
[273]. Dans quelques études [291], alors que dans d’autres non [273], la
rifampicine serait un antagoniste de la ciprofloxacine du moins in vitro. Moftfie
et Mouton [274] ont rapportés que cette combinaison n’est pas efficace pour

¢radiquer les mutants résistants a la rifampicine.
II- Traitement preventif :

Il n’existe pas en ce moment de traitement prophylactique contre
I’association A. castellanii-L. pneumophila, du coup, nous traiterons le volet

préventif de la Légionellose.

Il y a plus d’échecs que de succes lors de traitements contre la

Légionellose.
lI-1. Raison des échecs du traitement préventif :

eUne confusion entre les bactéries circulantes et la situation réelle sanitaire
du circuit, avec une totale ignorance de la présence ou 1’absence de biofilm. A
I’exception des gros circuits de refroidissement, il n’y a pratiquement pas de
suivi périodique du biofilm.

eUne non connaissance des vitesses de 1’eau dans les divers tron¢ons, dans
diverses configurations.

eUne non connaissance de la vitesse de corrosion et de I’efficacité des

inhibiteurs (pas de moyens de suivi de la corrosion et de 1’entartrage).
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eUne non connaissance de 1’age de 1’eau dans les divers trongons, sauf
dans les grandes tours de refroidissement ou ce parametre est connu.
eUne non connaissance du pH de I’eau en absence et en présence de chlore.

eun suivi approximatif des traitements désinfectants oxydants (javel, ...).
ll-2. La prévention a domicile :

e Se servir de ’eau chaude régulicrement. Les points d’eau qui restent
inutilisés longtemps, comme dans les résidences saisonnieres, sont
particuliérement sujets aux contaminations par L. pneumophila. Dans ce cas de
figure, la reégle est de laisser couler I’eau pendant quelques minutes avant de
’utiliser, et ce en sortant de la picce de préférence.

e Le milieu optimal de prolifération de L. pneumophila est une eau a
37°C. il faut donc régler le chauffe-eau a 60°C. en effet,a cette température, L.
pneumophila est tuée en 25 minutes environ dans les « bras morts » des
canalisations.

e Détartrer et désinfecter (15 minutes dans de 1’eau de javel diluée) tous
les 6 mois les éléments de robinetterie : pommeaux de douche, brise-jets, joints
et flexibles. Si ces mémes ¢léments sont usés, il ne faut pas hésiter a les

remplacer tous les 2 ans environ.

il faut aussi Vidanger, nettoyer et désinfecter les réservoirs de stockage
d’eau chaude au moins une fois par an (15 minutes dans de 1’eau de javel

diluée), surtout pour les résidences saisonnieres.
lI-3. La prévention dans les établissements de santé :

Dans les établissements de santé, la prévention repose sur la maintenance et

le contrdle régulier des réseaux d’eau :
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e nettoyage pour ¢liminer le tartre, suppression des boucles et bras morts;

¢ un taux de chlore suffisant (1-1,5 ppm) ;

e les contrdles bactériologiques doivent révéler un taux < 1000UFC/L
dans tous les services sauf ceux hébergeant des patients a haut risque
(immunodépression sévere aprés transplantation, corticothérapie
prolongée ou a haute dose) ou le seuil doit étre < 50 UFC/L qui est le
seuil de détection de la méthode bactériologique (par filtration, seule

méthode de référence devant étre utilisée).

lI-4. La prévention chez les propriétaires de tours aéro-

réfrigérantes :

Les propriétaires de tours aéroréfrigérantes doivent également nettoyer
régulicrement ces tours et les controler : ici, le seuil d’alerte et d’intervention est

supérieur ou €gal a 1000 UFC/L et le seuil d’arrét immédiat des tours est

supérieur ou égal a 100000 UFC/L.

Quand les contrdles sont positifs il convient de désinfecter le réseau ; trois
types de traitement sont possibles : chloration continue (au moins 1mg/l de
chlore libre), choc chloré (15 a 100 mg/1 selon la procédure) ou choc thermique

(70°C pendant 30 minutes).
II-5. Prévention lors d’un cas nosocomial :

Lors d’un cas nosocomial, 1l convient :

e d’interdire 1’usage de tous les points d’eau du service jusqu’a ce que
les taux soient redevenus normaux ;
e de surveiller tous les patients hospitalisés et ayant €té exposé€s au

méme risque, afin de les traiter rapidement si nécessaire ;
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e d’administrer une antibioprophylaxie avec un macrolide aux sujets a

risque en cas de suspicion d’épidémie.

Les légionelles sont des bactéries normalement présentes dans 1’eau et il est
donc impossible de les éradiquer compleétement. La seule garantie serait une

filtration terminale de tous les points d’usage.

Il est formellement interdit dans un établissement de santé d’utiliser de
I’eau de réseau soit pour I’humidification de I’oxygénothérapie, soit pour la

reconstitution des aérosols.

Il est fortement recommandé de purger le circuit d’eau de temps en temps

lorsqu’il y a fermeture de lits.

Le taux de légionelles dans le réseau d’un hopital est un indicateur de
qualit¢ de la structure et il fait partie de 1’aqua-vigilance. Le CLIN doit
s’efforcer de mettre en place et de faire appliquer les procédures pour éviter le

risque de Légionellose.
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A. castellanii est une amibe libre pathogéne largement rependue dans
I’environnement et dont les kystes ont une grande capacité de survie dans des

conditions hostile.

L. pneumophila est un bacille Gram négatif vivant dans les réseaux de
distribution d’eaux tel que les robinets, les climatisateurs et les tours
a¢roréfrigérantes et occasionnant une pneumopathie atypique appelée

Légionellose ou maladies des Légionnaires.

Il est prouvé qu’d. castellanii joue le role de protecteur et de
potentialisateur ~ pour L. pneumophila rendant cette affection encore plus

dangereuse et potentiellement mortelle.

Le diagnostic est basé sur la clinique, la radiographie thoracique mais

surtout la biologie (détection de 1’antigéne urinaire de L. pneumophila).

Le traitement antibiotique précoce et adapté est la base d’une prise en

charge adéquate.

Le traitement préventif n’est pas indispensable en routine mais s’avere

indispensable en cas d’apparition d’un cas de Légionellose
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RESUME

Titre : association Acanthamoeba castellanii- Légionella pneumophila, un duo
redoutable.
Auteur : RIFKI Faycal
Mots clés : Acanthamoeba castellanii, Légionella pneumophila, BCYE, choc chlor¢ et
thermique.

Acanthamoeba castellanii est une amibe libre se présentant sous deux formes :
trophozoide mobile, biologiquement active et mesurant 25 a 40um et kystique
résistante, biologiquement inactive et mesurant 18um. Cette amibe sert en effet d’hote
naturel, de potentialisateur et de protecteur pour Légionella pneumophila, qui est un
bacille Gram négatif vivant dans les réseaux de distributions d’eaux (robinets,
climatisateurs et tours aéroréfrigérantes)

L. pneumophila se développe en intracellulaire dans les macrophages et sa
période d’incubation oscille entre 7 a 10 jours. La Légionellose est transmise par
inhalation de microgouttelettes d’eau lors d’un contact avec une source d’infection.

Le diagnostic de la maladie est facile a condition qu’il soit évoqué. Il repose sur
des critéres cliniques, radiologiques mais surtout bactériologiques. Faute de traitement,
la Légionellose entraine une pneumopathie atypique pouvant se compliquer d’atteinte
neurologique, rénale, cardio-vasculaire mais plus grave encore, 1’insuffisance
respiratoire aigue.

La stratégie thérapeutique a grandement évolué ces derniéres années vues
I’émergence de nouvelles molécules plus efficace que 1’érythromycine qui était
considérée jusqu’a lors comme la molécule de référence comme 1’azithromycine, les
fluoroquinolones, certaines cyclines, les kétolides ainsi que la rifampicine en
association.

Cependant, malgré les grands progres dans la prise en charge de la maladie des
légionnaires, le nombre de cas diagnostiqué ne fait qu’accroitre et serait dii a la grande
propagation des installations climatiques.

La prévention reste le meilleur moyen de lutte. Elle n’est recommandée que s’il
y a présence d’un cas et repose sur deux volets : la prévention des sujets contact et la
prévention des installations.
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SUMMARY

Title: Acanthamoeba castellanii-Legionella pneumophila association, a dreadful duet.
Author: RIFKI Faycal
Keywords: Acanthamoeba castellanii, Legionella pneumophila, BCYE, chlorinated and

thermal shocks.

Acanthamoeba castellanii is a free living amoeba with two forms:
trophozoide form, mobile, biologically active and measuring 25 to 40um and a
cystic form, resistant, biologically inactive and measuring 18um. This amoeba is
indeed a natural host potentiator and protector for Legionella pneumophila, a
Gram-negative bacilli living in the distribution networks of water (faucets, air
conditioners and cooling towers)

L. pneumophila develops in intracellular in macrophages and its
incubation period ranges from 7-10 days. Legionella is transmitted by inhalation
of water microdroplets on contact with a source of infection.

The diagnosis of this disease is easily provided if mentioned. It is based
on clinical, radiological and especially bacteriological features. Without
treatment, Legionella causes atypical pneumonia that may be complicated by
neurological, kidney or cardiovascular disorders, but more importantly, acute
respiratory failure.

The therapeutic strategy has evolved recently seeing the emergence of
new and more effective drugs than erythromycin which until then was
considered as the reference molecule such as azithromycin, fluoroquinolones,
some cyclins, ketolides and the Rifampicin in combination.

However, despite the great progress made in the treatment of
Legionnaires' disease, the number of cases diagnosed only grows and is due to
the large spread of air conditioning systems.

Prevention remains the best means of control. It is recommended if there
is a confirmed case and is based on two components: prevention of contact
subjects and prevention for facilities.
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Serment d'Hippocrate

Au moment d'étre admis a devenir membre de la profession médicale,

je m'engage solennellement a consacrer ma vie au service de I'humanité.

>

Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur

sont dus.

Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de

mes malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir |'honneur et les

nobles traditions de la profession médicale.
Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
considération politique et sociale ne s'interposera entre mon devoir

et mon patient.
Je maintiendrai le respect de la vie humaine dés la conception.

Méme sous la menace, je n'userai pas de mes connaissances

médicales d'une fagon contraire aux lois de I'humaniteé.

»>Je m'y engage librement et sur mon honneur.



)
[} [ 4
S agei il gl 12 \yias (13 (b o g\ Aol n &

.a;uj/\aﬁ,\ﬁg_;bwfs?d@ <
.«U,»;;ﬁé;d\‘}ﬁl_(f,._&aﬁ;&y\,k;xby\,ky\jj <
.J,\/\zﬂ_MngaMwL?.»wa,éﬁb@@xwwwud\, <
.QASJ}QAL\(/-\‘/‘»{/\GUKYOK) <
il oGl s 2 e By e gl b e Lalo gl <
.Qs}jguai/\‘;b“;oiéij <
~S_f&%b‘gwbj‘Qf}‘@%}‘@;bwﬁwg‘dﬁv_gb‘/};@%b{»ﬁ‘db <
Ll @aﬁ;uj/\sgl\,\(;}\uu,f@ug\jj <
oY g oliGg, o g o il e Jorte VG <
Lot laing L) s s sl s Jom <



(gl = et ot Al
Py Buaally bl &S

Ligan] — g illiend dayg0iilai slasl
233y ilii ;a1 g0 9-iy

iagshl

“gpk e

o8y Juasd ;A
5L 1987 s 13 18 313300

bl = iy ySeusadl il ndnd S s 4l 30
bl o9 dlypiGall dslais Jail

S S5 TNV SWECH IR EC ORI T PO IS L PV R L V-8 FYYUL: LY VW OV T DN (]

3L o0 A0Sl Bl B 430

D gy g g Sl el s 1Bl
Lidall sl ple Lﬁ;asu_ﬁ

; ($3 gl A 35 :5:».“....;.1!

e laaall pall ple 830
)T WEPSWRS P |

Lol gl § 536
ﬂ?.‘.ljjll b 1Basd!

g Jedly saall palpl & 830G

slas! 4




