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INTRODUCTION




Environnements naturels

Two Related Occupational Cases of Legionella
longbeachae Infection, Quebec, Canada

Marianne Picard-Masson, Elisabeth Lajoie,’
Judith Lord,' Cindy Lalancette,
Geneviéve Marchand, Eric Levac,
Marc-André Lemieux, Patricia Hudson,
Louise Lajoie

The mvestigation team included members with expertise

in infectious diseases and in occupational and environmen-
tal health. Public health experts from the Institut national

de santé publique du Quebec (Quebec City, Quebec), the
Institut de recherche Robert-Sauvé en santé et en sécunté
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Environnements artificiels

Christchurch’s Jellie Park spa pool tests
positive for legionella
FAIRFAX NZ

Légionellose, Quebec 2012
LE SOLEIL,
PATRICE LAROCHE

>Tempeératures (25 et 42 °C)
> Stagnation

> Sédiments

> Biofilms

> Amibes

A decorative fountain in the lobby of the JW Marriott in Chicago
is one of the suspected sources of an outbreak of Legionnaires’

disease http://www.dailymail.co.uk



Effets sur la santé

> Inhalation d’aérosols de petite taille

> Deux maladies :
o fievre de Pontiac, ressemble a une grippe
o maladie du légionnaire, pneumonie tres grave

L’espece responsable de la majorité des infections pulmonaires est
Legionella pneumophila
o pres de 90 % des cas

Sauf en Australie et en Nouvelle-Zélande Legionella longbeachea



> Période d’incubation de 7 a 10 jours
> Cellules viables, mais non cultivables
> |nhibition par autres bactéries

> Biocides interferent avec la croissance
> Pénetrent les amibes

> Tres laborieuse

% Ces limitations produisent une sous-estimation des concentrations réelles

“ Délais de réponse trop longs pour des interventions efficaces



OBJECTIF




Objectif

Developper une meéthode d’analyse 1ndépendante de la culture
microbienne sur milieux gélosés afin d’analyser la bacterie Legionella
pneumophila dans les eaux de tours de refroidissement et d’eau chaude.




Pendant le projet... éclosion a Québec en 2012

Recommandations émises : s
Québec an
> Surveillance, prévention et contrdle Eclosion de légionellose dans la ville de Québec,
Québec, Canada, été 2012
> Normes, reglement et controle dans les TRE Rapport du directeur de santé publique

Frangois Desbiens, M.D.

> Maintien et acces a I’expertise

s M. Sc., FRCPC

Décembre 2012
La recommandation 10-a se lit comme suit :
Identification rapide des sources d’une éclosion a partir de prélévements et X
d’analyses par cultures, g-PCR ou toute autre methode a développer selon leur ‘k
sensibilité et leur spécificite particuliere. ﬁ‘a
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La PCR




La reaction cyclique de la méthode PCR
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Adapté de : hitps://www.neb.com/~/media/NebUs/Page%20Images/Applications/DNA%20Amplification%20and%20PCR/pcr.jpg
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La reaction cyclique de la méthode PCR
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PREPARATION DE
L’ECHANTILLON




Concentration de [’echantillon

enlever le
liquide sauf
3ImL

tube
centrifuger
50mL

) échantillon :
| _d'eau
500mL CRTIEE [
=

3ml PBS l /

extraction de
I'ADH



Concentration de [’echantillon

concentration UG/Litre

78

72

6,7

6,1

160 -

120

&

Concentration UG/Litre
S

40

Tour p'ropre Tour sale A
Type d'eau de tour de refroidissement

= Filtration = Grattage = Centrifugation

**Pas de centrifugeuse réfrigerée a
grande capacité lors de la reéalisation du projet

T
B

filtre entier
grattage

C

Suspensions bactériennes

T
D



EXTRACTION DE L' ADN




Extraction de |’ ADN

QlAamp DNA Mini Kit {50}

Cor e I




Extraction de |’ ADN
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Figure 12 : Comparaison des concentrations de Legionella pnenmophila obtenues par
I"'amplification avec le svstéme PT69-PT70: LpneuFL pour différentes méthodes
d’extraction (A-H : Suspensions de Legionella).



MARQUEURS
MOLECULAIRES




Evaluation des systémes de détection moléculaire
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Les systemes de detection moléeculaire sélectionnés

JFP Leg-LC JRP Legionella spp

Legionella
pneumophila

L-Mip-PT69 LpneuFL  L-Mip-PT70

Peg Legionella pneumophila
serogroupe 1
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Sélectivite et specificite

Legionella pneumophila marqueur PT69-PT70 : LpneuFL

I T
130 0

Legionella pneumophila

100 %
Legionell, 3 35
egionella sp 39
Autres genres 1 110
Legionella spp marqueur JFP/JRP : LegLC.

I O
177 0

Legionella spp

% Fluoribacter gormanii

Legionella pneumophila sérotype 1 marqueur P66/P65 : Sgl.
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Legionella pneumophila (Sg 1)

100 %

95 %
Legionella pneumophila (non Sgl) 3 77
Legionella spp 0 18 1,4 %

Autres genres 0 94




PERFORMANCES




Performance de la

Préparation d’un mélange de cellules fraiches et de cellules autoclavées
(cellules bactériennes mortes)

Concentration de Legionella pneumophila (UG/ul)
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COMPARAISONS
CULTURES
qg-PCR




Culture vs g-PCR — Essais de performance

- Legionella spp L. pneumophila

PCR 11 3 10

> Les essais de performance de la CDC ont connu certaines difficultés

> Le laboratoire participe maintenant aux essais de la FEPTU (Angleterre)

> De nouvelles comparaisons seront effectuées ¢ventuellement



Culture vs g-PCR et - Echantillons TRE

q-PCR v-PCR
Positive | Négative | Posiive |  Négative
46 (100 %) 0 38(826%)  6(13 %)
8(615%)  5(385%) @ 5(385%)  7(152%)

¢-PCR v-PCR
Positive Neégative Positive Neégative
3990,7%)  2(46%)  26(60%) 13 (30 %)
320%) 9(60%) 0 10(66,7 %)

Les % calculés prennent en considération les DT.



PORTEES ET LIMITES




Les plus

Systemes de detection

- Legionella pneumophila Sgl Bonne efficacité
- Legionella pneumophila o
- Legionella spp Bonne spécificité

Analyse rapide en situation critique-€closion

Et en tout temps...

Analyse d’échantillon ayant une charge ¢levee en bacteries hétérotrophes

> Situation présente dans certaines industries



Les moins

Pas encore acceptée par la 1égislation quebécoise

> Reconnue en 2015 dans le guide d’intervention du MSSS
Complexité d’analyse en présence d’inhibiteur de la PCR

> Utilisation de la dd-PCR

Variabilite de la performance selon les methodes de preéparation de 1’échantillon et de
I’extraction de ’ADN

1 > Extraction par billes magnétiques maintenant en place

> Demeure a I’affut des trousses d’extraction



CONCLUSION




Conclusion

> Disponibilité de la méthode de détection et de quantification des Legionella utilisant la q-PCR
et la v-PCR disponible pour :

> procedés (TRE de climatisation et industrielle)

> consommation (eau chaude, spa, fontaine)
> sols



La connaissance des limitations méthodologiques permet
d’interpreter les résultats avec intelligence.
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