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ABSTRACT

Evaluation of the efficiency of
disinfection treatment on cooling
towers by real time PCR.

The purpose of this document is to describe the
inwestigation process that can be used for eva-
luating and understanding the state and deve-
lopment of the microbial ecosystem in cooling
towers (CTs) thanks to the use of modern and
innovative tools.

The method of detecting legionella by PCR in
real time is used as a diagnosis, risk manage-
ment and efficiency measurement tool for
various treatments.

The installation plan of the CT has to be studied
in order to take series of samples on it at points
chosen with the support of risk analysis and to
check the objectives aimed at by the water treat-
ment method.

The evaluation of the microbial ecosystem and
the legionella populations enable us to carry out
and optimize the mecessary preventive and cor-
rective actions.

Le but de document est d’exposer une démarche d’investigation qui peut étre utili-
sée pour évaluer et comprendre I'état et I'évolution de I'écosystéme microbien dans
les tours aéroréfrigérantes (TAR), grace I'utilisation d’outils modernes et innovants.
La méthode de détection des légionelles par PCR en temps réel est utilisée comme
un outil de diagnostic, de management des risques et de mesure d’efficacité des dif-
férents traitements.

Il est nécessaire d’étudier le plan d’installation de la TAR, afin d’y effectuer des
séries de prélevement, a des points différents choisis avec I'appui de I'analyse des
risques et pour vérifier les objectifs poursuivis par le traitement de I'eau.

L’évaluation de I'écosystéme microbien et des populations de légionelles nous per-
mettent de conduire et d’optimiser les actions préventives ou correctives néces-

saires.

es connaissances acquises sur les

legionelles grace a une étude biblio-

graphique nous permettent de syn-
thétiser les éléments sur leur mode de vie,
les conditions de prolifération et sur I'éva-
luation de I'efficacité d'un traitement.

Connaissances bibliographiques
relatives a Legionella

Legionella, bactérie ubiquitaire autochtone
des milieux hydriques continentaux, colo-

nise facilement les circuits industriels
notamment par les TAR (14.000 TAR concer-
nées par la réglementation applicable:
Rubrique 2921 et arrétés ministériels), repré-
sente un risque en Santé Publique, objet de
mesures de prévention dans le cadre du plan
d’action gouvernemental contre la légionel-
lose.

Le genre Legionella est composé de 48
especes. Parmi celles-ci, c’est a Legionella
pneumophila que I'on attribue 95 % des cas

Issus des connaissances de 25 ans de recherche
internationale active, six éléments s’avérent incon-
tournables pour étudier le “risque légionelle”.

1. Legionella est une bactérie ubiquitaire des eaux de
I’environnement.

2. Son développement est intracellulaire (endosym-
biotique) chez des hétes tels que les amibes, les
ciliés, les algues, les champignons, ou encore mal-
heureusement les macrophages alvéolaires humains.
3. L'endosymbiose implique un tropisme particulier
pour les biofilms, du fait de la présence dans ce com-
partiment de tous les éléments nécessaires a sa pro-

lifération.

4, La croissance endosymbiotique n’est pas systéma-
tiquement accompagnée d’une capacité a cultiver sur
gélose hétérotrophique.

5. L ‘écosystéme constitué par une TAR fluctue trés
largement avec les événements perturbateurs (traite-
ments) induit par I'exploitant, et subis (modification
du milieu par apport d’eau de qualité non maitrisée
ou d’air contaminé)

6. Legionella utilise la vacuole amibienne ou ciliée
pour voyager via les aérosols sur de longues dis-
tances.
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Type de tours aéroréfrigérantes concernées
TAR soumises a autorisation ou déclaration,
a fonctionnement saisonnier ou permanent
(avec ou sans possibilité d’arrét)

TAR ouverte

TAR hybride ouverte
TAR ouverte + échangeur

Tableau diagnostic d’évaluation

Objectifs visés

Efficacité de surveillance
Etablissement des niveaux

limites d’alerte

Niveau d’action

Compréhension du réacteur biologique
Maitrise des points de contamination

Le diagnostic évaluation a pour objectif d’estimer le risque réel de développement des Legionella en tenant compte de I'écologie de Legionella (différents

compartiments tels que : eaux, biofilms et air).

de légionellose méme si 18 especes ont déja
été identifiées comme “pathogenes”. Les
légionelles ont un développement endosym-
biotique dans les amibes et ne semblent se
diviser qu’en leur présence. Le transport des
légionelles via les aérosols serait possible
sur de longues distances grace a un empa-
quetage dans une vésicule issue de Ciliés.
Les données actuelles sur I'écologie des
legionelles la présente comme une bactérie
naturellement présente dans les eaux
froides souterraines ou superficielles. Ce
sont les sources de contamination des instal-
lations a partir desquelles les eaux sont pré-
levées pour le fonctionnement des TAR.

Les 1égionelles majoritairement dans les bio-

films peuvent survivre dans I'environnement
plusieurs mois par “starvation” grace a des
réserves d'énergies accumulées sous forme
de polymeres osidiques.

Dans I'environnement, Legionella pneumo-
phila est trés largement minoritaire si 'on se
base sur des analyses de biologie molécu-
laire. Par la méthode de référence NF T90-
431, 'espece L. pneumophila représente la
majorité des échantillons positifs. En effet,
cette méthode est beaucoup plus efficace
pour cultiver Legionella pneumophila que
pour révéler la présence de Legionella spp.
non preumophila. De fait, cette méthode a
été optimisée (température d'incubation et
composition des milieux gélosés) pour la
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graphiques.
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premiére espece pathogéne isolée et identi-
fiée aux Etats-Unis, 2 la fin des années 1970.
Du point de vue des réglementations, les
TAR sont concernées par une limitation de
la concentration en Legionella spp, toutes
especes confondues, alors que la réglemen-
tation ECS concerne uniquement L. pneu-
mophila.

Dans tous les cas, les réglementations sont
relatives a la méthode de référence qui
dénombre les bactéries cultivables (Unité
Formant Colonies) a 36 +/- 2 °C sur les
milieux spécifiés de la norme apres un délai
d’incubation de 8 a 10 jours. De ce fait, 95 %
des échantillons positifs sont positifs a L.
pneumophila.

Les légionelles viables (ayant un potentiel de
culture dans 'environnement en présence
d’amibes ou dans un biofilm) sont présentes
dans une installation sous deux formes:
viable cultivable (VC) et viable non culti-
vable (VBNC). Les techniques de mesures
ayant recours a la PCR s’adressent a la
somme des deux (VC + VBNC exprimés en
Unité génome/l). La réglementation en
matiere de TAR est basée uniquement sur la
fraction cultivable (VC exprimé en Unité
Formant Colonie/l).

Une centrale thermo-réfrigérante est un
réacteur biologique complexe, non unifor-
mément mélangé, dans lequel le ratio VC/
(VC+VBNC) peut varier de 0 a 100 %. 1l est
donc rigoureusement impossible de prédire
un résultat en Unité Formant Colonie a par-
tir d'un résultat PCR exprimé en Unité
Génome.

Seul un résultat négatif en PCR est prédictif
d’'un résultat négatif en culture (si
VC+VBNC = 0, alors VC = 0). Un tres large
consensus existe dans la communauté
scientifique sur ce point. L'ensemble des
études scientifiques publiées a ce jour
montre une absence de corrélation stricte



Fiche de synthese “Outils de mesure” adapteés a la surveillance du risque Legionella

sur tour aérorefrigerante

Technique analytique

Unité de mesure

Interprétation

Description et commentaire de I'analyse

QOutil/offre technique
BIO-RAD

Dénombrement des Legioneila tolales

Celte techmque compaorle quatre phases :
- concentration des bactérics par filtration de I” échantillon d”cau (en
général llitre) sur membrance polvearbonate de porosit¢ 0.45um.
- lyse des bactérics par choes mécaniques ct thermiques pour libérer

Aquadien™ Kit

(Tech. Nole BIO-RAD 16995)

(UG/25¢cm?)

hébergées par le biolilm

extraction. purification ct amplification.

ljcn:llnb::::z:‘t ﬁ?ﬁzﬁ?ﬁiﬁ Umité Génome par hire | quel que soit leur état physiologique, v | I'ADN bactérien, clest T'extraction. 1Q-Check ™ Quanti

R P op i G compris celles héberaées par les - purification  de lextrail  sur  colonne  d’ultrafilration. Legionella spp. ct
par méthode PCR X . . 3 . . . . i .

protozoaires - PADN conlenu dans I'extrail subit une réaction d’amplifi el | L preumophila
devient quantifiable par détection d’unc sonde spécifique fluorescente.

Dénombrement des Legionella Aqua dien™ Kit
spp dans le biofilm par PR W . T 1o | Le prélevement du biofilm cst réalisé par ¢couvillonnage dunc surface § LT .
méthode PCR Unité Génome par 25cm Dénombrement des Legioneila tolales de 25 cme. L échantillon prelevé cst traité de la méme fagon que Feau : 1Q-Check ™ Quanti

Legionella spp. el
Legionella preumophila

Dénombrement des Legionella
spp liées dans I'cau par

Unité Génome par litre

Dénombrement des Legionella
présentes dans des protozoaires ou lides

Te protocole d'analyse est idenlique i ce lui du dénombrement des
Legionella libres dans I'cau. La filtration, ccpendant, est réalisée sur
une membrane de porosité supéricure a 0.45um. Les Legionella libres

Aquadien™ Kit
1Q-Check ™ Quanti

(lech. Note BLO-RAD cn
cours de rédaction)

réalisé par dilution NPP sur boite de pétri nappéc d Lischerichia coli
aprés 10 jours 4 37°C.

4 4 des maliéres en suspensi 10l : . . e, spp.
méthode PCR (uah i des maliéres e" ?ufpa"““" (hiafilm ne sont pas retenucs. /A L'inverse les morceaux de biofilm et les amibes Jegianella spp. et .
délaché...) Legionella pneumophila
sont retenues.
Dénombrement des amibes Le protocole de recherche d*amibes libres dans I'eau débule par une
dans Iean Nombre d'amibes par Recherche et dénombrement des ﬁrlgcaht?n d dl:n hm.: vcslcchaxﬂn;l‘l:on sn‘rn mcmhmniﬁdcdézcros];;cc 0(;;5]111;
litre (/1) amibes libres dans un échantillon d'eau | (ETeNH0N des parti cules 8 p rotozoaires). ombrement ¢

Mesure de I'ATP (Adénosine
‘Iriphosphate) dans I'cau.

Unité de Lumiére
Relative (Log RLU)

Livalvation de la charge
microbiologique de I'cau analyséc

IATP est un inlermédiaire énergélique majeur el obligaloire de (rés
nombreuses réactions du métabolisme cellulaire. Clest la rupture des
liaisons entre les différents groupes phosphate qui est responsable de la
libération d'énergic. loute cellule vivante produit ¢t consomme de
I'ATP. Ce cocnzyme cst done spécifique des m ilicux vivants. On
considérera que tloule trace d'ATP est le émoin d'une trace de vie
(cellules vivanies ou ayanl vécu, car I'ATP n'est pas détruil en lotahité a
la mort de la cellule).

Dénombrement des Legionella
spp el preumaophila dans 'ar

(Tech. Note BIO-RAD 16186)

Unite Giénome par hire

(UGHm*)

Prélevement des Legionella totales,
quel que soit leur état physiologique,
dans 1air

I permet deffectuer un prélévement diair ot de p iéger les aéro-
biocontaminants sur un liquide. La con tamination dclair con
Legionella pourra &tre évaluée grace aunc analyse du liquide de
piégeage.

CLP10-M Biocollecteur
Aquadien™ Kit
1Q-Check ™ Quanti
Legionella spp. el
Legionella pneumophila

entre UFC et Unité génome.

Un étalonnage “installation TAR dépendant”
n’a pas de sens dans la mesure ou le ratio
VC/VC+VBNC est une fonction variable dans
le temps.

Méthode de surveillance
optimisée en matiére de gestion
du risque Legionella sur tour
aéroréfrigerante

Cette méthodologie a été mise au point, tes-
tée, validée sur des installations de refroidis-

sement dans le cadre d’une action collective
rassemblant des professionnels de 1'agroali-
mentaire, des laboratoires de recherche
publique, des équipementiers et des traiteurs
d’eau, et soutenue financiérement par la
DRIRE LR et la région Languedoc-Rous-
sillon.

Elle comprend le controle réglementaire
(arrété décembre 2004 rubrique 2921), un
diagnostic évaluation et un Plan de sur-
veillance détaillé en tableaux ci-joints, avec
des outils de mesure microbiologiques adap-

tés. Les informations recueillies sont exploi-
tées corrélativement avec I'hydraulicité de
I'installation, la qualité de 'eau du circuit, les
caractéristiques du traitement appliqué (bio-
cide, biodispersant, traitement physique...).

Le diagnostic d’évaluation

Le diagnostic d’évaluation a pour objectif
d’estimer le risque réel de développement
des Legionella en tenant compte de son éco-
logie. Pour cela, I'évaluation de l'efficacité
du traitement de I'eau des TAR doit étre

Le plan de surveillance

Type de tours Objectifs visés

aéro-réfrigérantes concemée

TAR ouvertes Comprendre les évolutions
observées pendant la surveillance

TAR fermées

TAR soumises a autorisation ou déclaration Réduire le signal PCR ainsi que

sa variation dans le temps

Alerter sur un accroissement
significatif de la biomasse
Déclaration de conformité

TAR a fonctionnement saisonnier ou permanent
(avec ou sans possibilité d’arrét)

Le plan de surveillance résulte de la mesure d’indicateurs biologiques et physico-chimiques, selon une fréquence variable prédéfinie. Ces indicateurs sont
prédictifs des dérives du réacteur biologique. Le plan de surveillance utilise les données du contréle réglementaire, des diagnostics d’évaluations auxquels
s’ajoutent les mesures PCR et ATP a cadence plus élevées
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