SANTE, ENVIRONNEMENT DURABLES

Etude de cas appliquée a I'évaluation
de la présence de Legionella dans
les filieres de traitements et de

valorisation des déchets

4 ‘ Recherche coopérative sur les déchets et I'environnement

I RECORD
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SANTE ENVIRONNEMENT DURABLES \

1) Bactérie ubiquiste a tropisme hydrique

Large réservoir

2) Présence possible dans environnements humides naturel
(boues, sédiments, composts)

7
La bactérie
T _ Caractéristiques c |
axonomie Legionella xemple
Genre 1 genre Legionella
Espéces 48 especes environ pneumophila
Sérogroupes Variables de 1 a 16 sg 1

pour une espéece
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La bactérie

Espéce

les plus virulente

1968

1965 T

Années
1940

Enl Amin dn
= |_|J UCIIIIT uUc

Philadelphie

Epidémie de Pontiac
— (Ville du Michigan)

1ére Epidémie,
Washington

— lers cas, USA

ée virus de I’expertise...

Legionella et legionellose

L
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Tableau 2 : Liste des espéces recensées de legionella (Nombre de sérogroupes, implication
dans les cas cliniques, capacité a infester des amibes) — d'aprés Ha, 2005 et EPA, 1999,

ESPECES

L. adelzidensis

v L. anisa ~©

v' L. beliardensis *

v L. birminghamensis *

v L. bozemanii * (2) (syn,/L. gormanii * {syn :
: Fluoribacter bozemanas)

brunensis

v’ L. cherrii *
v L. cincinnatiensis *
L. donaldsonii

L.drozanskii

v L. dumoffii * {syn :

Flucribacter durmoffii)

v’ L. erythra * (2)

L. fairfieldensis
L. fallonii
L. geestiana

L. genomaospecies

v’ L. gratiana *

L. gresilensis

L. israeleng]

L. jamestowniensis

v L. jordanis *

v' L. lansingensis *

ESPECES

Fluoribacter gormanii)

L. haeckeliae * (2}

(n) : nombre de sérogroupes par espéce.

en gras : especes capables de parasiter au moins

une amibe.

L. londiniensis (2} L.
L. longbeachae * (2) L.
L. lytica * v L

L. macaechernii * (syn: v L.

Tatlockia macaechernii)

L. micdadei * {syn : L.

Tatlockia micdadei)

L. moravica L.
L. nautarum L.
L. oakridgensis * L.
v L. parisiensis * v L

L. quateirensis L.

v' L. quinlivanii *(2) L.

rowbothamii
rubrilucens
sainthelensi * (2}

santicrusis *

shakespearei

spiritensis {2}
steigerwaltii
taurinensis

tusconensis

. wadsworthii *

waltersii

worsleiensis

# Espéces déja assocides 3 des cas cliniques
(environ 20 espéces pathogénes)

F
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SANTE ENVIRONNEMENT DURABLES
1 Conditions d’une infection

RESERVOIRS Quantité de bacteries (survie, multiplication, ...)
+

| Taille des gouttelettes
BIOAEROSOLS Persistance dans I’atmosphéere (% humidité, t°C)

+

\_ INHALATION Contexte (distance a la source, protection, ...)

-+

‘ — Souches DMI certainement variable —

20 UFC < IDgp< 129 UFC

—————— Virulence

+
FIEVRE DE PONTIAC

‘ — Individus (Majoritaire)

— Statut immunitaire LEGIONELLOSE
(Minoritaire)

ée virus de I’expertise...
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J :
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O DMI : une donnée nécessaire a I’évaluation
du risgue mais ...

DMI certainement variable —i

20 UFC < IDgp< 129 UFC

=> une approche de 'évaluation du risque adaptee ?

» Trop d'incertitudes Calcul des valeurs de incertain

extrémement des Legionella

> Etude dose-réponse

(nombre de personnes exposees et mode d’exposition)
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LUSOURCES CONNUES

Méthodologie adaptée
S . = Norme NF T 90 431

3

Données disponibles

Eaux chaudes l

La Iégionellose

sanitaires , _ '
Evaluation et gestion du
risque possible
Eaux minérales - ,
naturelles — Circuits de tours
Etbmt thermaux aéroréfrigérantes
b ler niveau seuil
1 000 UFC/L
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» PLAN NATIONAL SANTE ENVIRONNEMENT

L Réduire de 50% l'incidence de la legionellose d'ici a 2008

La legionellose SANTE PUBLIQUE : évaluation du risque sanitaire

y = Exposition des riverains
Donnees INVS

= Exposition des personnels

FIEIEE = Exposition des utilisateurs 7
-2006 : 1443 cas

-Taux d'incidence 2006 > Sources de lIégionelloses non identifiées ...

= 2,3/ 100 000 habitants

-Environ 10 % de

cas mortels 7




— Centre de traitement des déchets et de valorisation ???
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U_AUTRES SOURCES

N

Connaissance des Connaissance des filieres de

spécificités des Legronella traitement des déechets
IPL SEDE IPL SEDE / RECORD

Synthese et analyse
IPL SEDE

IDENTIFICATION DES FILIERES POTENTIELLEMENT A RISQUES
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IDENTIFICATION DES FILIERES POTENTIELLEMENT A RISQUES

Un triple objectif

> Situer le risque « légionelle » dans le contexte du traitement des déchets.

> ldentifier la présence de réservoirs potentiels dans les installations
de traitements des déchets

> Evaluer la pertinence des méthodologies employées pour la recherche et le
dénombrement des Legionella au sein d’un centre de traitement de déchets

Organisation

Identifier un type

1¢'¢ partie bibliographique wj site
eéme i E
\_ 2°Me partie d’Etude de cas/

“levinis devespertie.. |
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ée virus de I’expertise...
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Réservoir naturel => Quantités limitées

En conditions « artificielles » entretenues par I'activité humaine
=> Prolifération potentielle

.. g
[
La bactérie [

Optimale = 35°C

Tolérée = 25 < T°C < 45

Sel métalliques (dont fer)

Relation avec les autres
microorganismes

/

Flore associée

/4
Conditions favorables ?
N : & N
Survie = 0,2 mg/I _
Température «— O,dissous
Multiplication = 2,2 mg/I
J L ol J
N [ ~ ™\
Tolerée =delab5g/l o
Nutriments P SEl
Présence possible jusqu’'a 30 g/l ?
- - J
J J
Optimal = neutralité
pH
Toléré =55 <pH < 8,5
N J

wevins detexpertise... |
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CARACTERISTIQUE D’UN RESERVOIR

Température
entre 25 et 43°C

+

+
Stagnation / absence Potentiel

de renouvellement

d’aérosolisation

Nutriments
+
+

Biofilm
Flore associée
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RESERVOIR POTENTIEL

/ RECENSEMENT et CLASSEMENT
— @5.1%7 [ psg1l @

PAR TYPE DE DECHETS \

e Données bibliographiques attestant

Les boues de STEP de fortes contaminations possibles

(urbaines et industrielles) ~

Q
c
>
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o
o
>
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3
>
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o
>
®)
o
wn
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—+ Déchets ménagers

Pas de données bibliographiques mais légionellose
——> sporadique, de cas groupés ou nosocomiale :
contamination non exclue

-} Déchets hospitaliers

Bois d’emballage non traité
Et déchets verts

° |, Pas de données bibliographiques témoignant
de contamination / a priori matrice peu favorable

wevins detexpertise... |
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RESERVOIR POTENTIEL

pa

Richesse en nutriments

Quantité et diversité importantes
de micro-organismes

boues de STEP

% d’humidité important
au moins transitoirement

4

ments théoriqguement
favorables

Elé

Données

terrains

Gregersen . ,
et al., 1999 Sur site Boue decarl1teur STEP

Environ 107 UFC/ ¢ de boue brute

Environ 10'°UFC/ g de boue brute

Investigations suite a Boue de STEP
épisode de cas groupés ,

dans la région de Lens
en 2003. Boue de lagune

Environ 10% UFC/ ¢ de boue brute

transport

_/

kde cas ?
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RESERVOIR POTENTIEL

— Données

terrains
complémentaire

Sur site ———— STEP J‘ﬁ—ﬁlﬁ%ﬂiﬁ 44% de STEP positives (n=97)\

Sur site LAGUNE —— Environ 330 UFC/m3 d’air

Proximité

\ immeédiate

Environ 5 400 UFC/m?3 d’aiy
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/>Taux d’humidite relative de I'air \

/ »>Virulence fonction des ) »Température de I'air
conditions de multiplication

)

»Présence d’'oxygéne, d'ozone, d’ OAF

> Survie fonction de la virulence »Présence de radiations comme UV
Etat physiologigue P Conditions physico-chimiques
K ambiantes /

Atmospheére déja

MODALITES D’EXPOSITION favorable a une

sensibiiisation aiiergigue

el

/Nature de la suspension \

Taille des aérosols

» Présence de molécules favorables

Ex : Maintien de I'hydratation > Diametre inférieur a 5 pm

> Presepce de molecult_as défavorables Bouillonnement Im paction
Ex : Chlorure de sodium

K / Aspersion
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MODES D’EXPOSITION

Exemple : étapes potentielles de formation de bioaérosols infectieux

/ Les expositions du point de vue d’un déchet

A\ 4

FORMATION

A\ 4

TRANSPORT

A\ 4

A\ 4

MELANGE

N

—
=

—
—

/

AERATION STEP/LAGUNES

POMPAGE, DEPOTAGE, DEGAZAGE ...

INCINERATION, COMPOSTAGE

b DIVERSITE DES ETAPES D’EXPOSITION



‘ )
L'étude : données bibliographiques A\ '

0 . . RECORD ,
A

s@s T POTENTIEL D’EXPOSITION

>

Réservoir
COMPOSTAGE ) )
Présence de boues potentiellement
fortement contaminées
Emissions fortes et continues
Incinération OHT Traitement de déchets contaminés (boues) /

—> multiplication probable / Emissions fortes

plus ou moins intermittentes

Co-incinération
Procédés thermiques

Traitement de déchets contaminés (boues, composts)
o} — / multiplication improbable /
Phase de broyage obligatoire => aérosols

+

»
>

Traitement de déchets contaminés (boues, composts) / Emission de
__— multiplication improbable / Conditions peu favorables a bioaérosols

I'émission de bioaérosols

ée virus de I’expertise...
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Réservoir

COMPOSTAGE )
Traitements avec

procédés biologiques

Incinération OHT
Co-incinération
Procédés thermiques
)
- Emission de
bioaérosols
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L

STEP OU CENTRE DE COMPOSTAGE

Réservoirs

+

Aérosolisation

Accuelil de déchets avec un niveau de contamination
potentiellement élevé (OM et surtout boues de STEP)

Utilisation de réseaux d’eaux pour les étapes
d’aspersion / Potentiel de contamination a
différentes phases du procédés

Filiere avec le potentiel de survie et de prolifération
le plus élevé (humidité, pH, t°C, flore associée, ...)

Nombreuses étapes avec

aérosolisation :
déchargement
broyage
retournement
criblage

50 a 90%0 des particules mises en
suspension intégrent la fraction
alvéolaire
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- CENTRE DE COMPOSTAGE

Données complémentaires appuyant ce choix :

b Cas documenteés ( Ex Legionella longbeachae, Steele T. et Mc Lennan A., 1996 )

b L’attention déja portée sur ces sites concernant I'impact sanitaire
de I’émission d’aérosols (4spergillus fumigatus, endotoxines, ...)

b Double interét :

» analyse des composts = contamination centre de compostage
» analyse des boues entrantes = contamination station 7
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Stratégie pour le choix du site de compostage

L

Eviter de réaliser une campagne
sur un site non contaminé

SCREENING SUR ECHANTILLONS
DE BOUES DE STEP

Expéditions|d’échantillons
de boues au labqratoire - IPL SEDE

RECHERCHE DE POSITIFS

Analyse suivhnt méthodes de
culture sur ¢gélose et/ou PCR

SELECTION DU CENTRE DE COMPOSTAGE
TRAITANT CETTE BOUE 7
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{gﬁhﬁﬂ
gpai‘“w, &ﬁdﬂ » Traiterment au laboratoire
— W gmi‘é‘"
A

I

Pre-tfraiterment
== Mise a1 genEion

— == homogensisation
Prélevement == sous edantillonnage (n=2)

erwiron SO0 g prélewas

(Boues @ ernviron 'S X 300 g — prélévernents mutiples
Cormposts | oenviron 500 g - prélévernert moyven
Aralyse par odbure

& (rméthode adaptée]
—{ SoLis-echantillon 1

Analyze par PCR.
(réthode adaptée)

Boues enfrantes / | |

Aralywe par adbre
COMposts

[méthode adaptée)

Sous-achantillion 2

Aralyze par PR
éle virus de (méthode adaptée)
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llele

A

Méthodes systématiguement
menées en para

(1

2.

b Capable de s’affranchir d’'une ‘ W
flore interférente importante

S Unité Formant Colonie/l (UFC/1)

Variantes NF T 90 431 _ L .
= Bactéries capables de se multiplier

» Information quantitative

(Avantage : Viabilité)

— Unité génome/l (UG/I)

PCR quantitative = Contamination globale

l

M —

Information quantitative sur les matrices liquides (protocole éprouvé)

Information plus qualitative sur les matrices solides (mise en ceuvre plus difficile)

(Avantage : Sensibilité) 4
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= - CULTURE PCR Quantitative
- o
E g i 3 I e UFC/g de boue brute \ UG/g de boue brute
Q = 1 h]
— £8 E= 53 . . : :
3 g s T Legionella Legionella Legionelia Legionelfa
SCREENING © O o spp. prieumophilg spp. pneumophila
DES BOUES
C1 B 11/01/20¢7 Prig;gce Pri:ggce ‘ 21 000 000 4100
C1 SH  11/01/2007 Prii%r(‘fe Prii%"(']ce 1330000 | Mon f:;%ﬂee
2 CENTRES
DE COMPOSTAGE 5 5 5 5 A
C2 N 18m1f2mr Non f;’;:"tee Non S:;%"tee } 10 600 Prfzszgge
Non détectée | Non détectép
s BOUES TOUTES C1 SE 18.’01."200\ < 10 000 <10 000 / 167 000 34 200
D'ORIGINE URBAINE Présence / Non détectée
7 c1 R 01/02/2007 1 000 <500 / 162 000 <500

CULTURE : PRESENCE MODEREE
DE L. SPP ET PNEUMOPHILA

POUR 3 BOUES SUR 5

éle virus de I'expertise...

\

PCR QUANTITATIVE :

100% POSITIFS /
NIVEAUX TRES VARIABLES

A
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SANTE ENVIRONNEMENT DURABLES
lere phase : janvier-février 2007 ]

PCR
— Recherche de 2 centres de 5 boues 5/5 positives
Boues entrantes — Compostage > Entrantes —
positives investigués testées |, Culture :
3/5 positives

[ 2eme phase : mars 2007 ]

: PCR :
1 centre 3 composts criblés en phase 3/3 positives
retenu de maturation analyseés
Culture :

"33 positives

wevins detexpertise... |
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@ 8 e © s
Sy £z 33 888 Py
g8 g5 g 2 3 g 5 o2 Caractéristiques
8¢ gy 8% 4SEE  *%
aow w©
C1 B 12/03/2007 1 mois 38,5 Légeérement humide a collant/ Présence d'amas
c1 SH 12103/2007 7 jours 14 Aspect sec et aeré
Cc1 SE  12i03/2007 15 jours 42 Aspect sec et aéré
= — CULTURE PCR Quantitative
v o S m o
= % o = = E UFC/g de compost UG/gdecompost
1 CENTRE 23 = g n ¥
N AR A AT A~ [ -.f_ljl Eii] . i . .
DE LOUMPUS TAGE 3 E % = 0w Legionella Legioneliz Legione iz Legionella
o o~ = 500, pneLmophiiz S0, pnenmonhila
3 CompOStS 1 B 12/03/2007 210 000 250 000 2 760 000 122 000
en phase de maturation
et criblés 7 C1 SH 12/03/2007 240 000 200 000 1 260 000 A0 000
C1 SE  12/03/2007 P:Toe:g: P :i?::: 150 000 P {rg 3';?
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= - CULTURE PCR Quantitative
1 o o8 T
g g = = S E UFC/g de compost UG/g de compost
28 Eg E o . . . :
3 g S 5 0w fegionella Legionelia Legionella Legionella
o o™ = 500 preurmaphila 500. preumoohila
c1 B 12/03/2007 210000 250000 2 780000 122 000
c1 SH 12/03/2007 240000 200000 1 260 000 40 000
o1 SE 1059007 Présence Présence 150000 Présence
<40000 < 40 000 <20 000

» Protocole optimiseé : Selon protocole décrit dans

Courtois S, Chesnot T., Delgado Viscogliosi P., Yafiez A., Jourdain M.J., Pierzo V., Martin S. 2008. Fiabilisation de I'analyse
de Legionella pneumophila dans les eaux résiduaires : évaluation de différentes méthodes de préparation d’échantillons »
European Journal of Water Quality tome 39, fasc 1, p91-102 - (Projet ANR PERLE)

» Multiplication du nombre de mesures

GVPC fournisseur x 2 boites

Homogénéité

Culture sur GVPN fournisseur x 2 boites des réplicats

milieu gélosé

GVPC « maison » X 2 boites > Présence de Legionella Spp
et Legionella pneumophila

Cohérences des deux

‘ méthodes Y,

+ PCR
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1)

MATRICES SOLIDES
CHARGEES

}

MAIS QUI RESTENT A FINALISER
ET A VALIDER ( EIL par exemple)

Interprétation encore prudente

PROBLEMES METHODOLOGIQUES

UTILISATION DE METHODES OPTIMISEES

mais outil PCR et culture a priori adapté

DE MESURES

——— Utilisation prospective

1

Informations
précoces

<

4

Boues entrantes

2) A priori 2 réservoirs potentiels sur les sites de compostage

Rq : Autres points de la filiere non investigués pour des problemes
de faisabilité de prélevement

Composts en
maturation

4

Pas de conclusions possibles sur I'évolution des Legionella
pendant les phases de fermentation du compostage

Cependant, la présence dans le compost implique
a minima une possibilité de persistance des
Legionella pendant le compostage

wtevius e rexpertse... |
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Comment progresser sur la
connaissance des niveaux d’exposition ?

RESERVOIR

» Confirmer les outils methodologiques pour la recherche des Legionella dans
les matrices solides riches en microorganismes

\_ > Confirmer la presence de Legionella dans différentes filieres sur différents sites )

BIOAEROSOLS
4 . o . . .

» Confirmer les outils méthodologiques pour la recherche des microorganismes
dans les bioaéerosols

> Integrer la recherche des Legionella au niveau des études d’exposition aux bioaérosols

\_ > Realiser des prélevements dédies a proximité de réservoirs confirmes )

wevins detexpertise... |
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Laboratoire d’Etudes et d’Expertises,
Rue Lucien CUENOT, Site Saint JACQUES Il
BP 51005, 54 521 MAXEVILLE

Merci de votre attention



