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OBJECTIFS

L’association Ecrin, créée en 1990 par le CNRS et le CEA, favorise les relations entre les laboratoires de recherche et
l’industrie pour optimiser le transfert de technologies et réfléchir, dans un cadre multidisciplinaire, à des innovations
permettant de créer de la richesse et des emplois. L’intérêt d’Ecrin est d’être un lieu neutre où des experts et des 
décideurs de différentes disciplines et de toutes origines peuvent travailler librement sur des sujets d’intérêt commun
préalablement définis. Des chercheurs du public ou du privé, des représentants de groupes industriels, de PME ou 
de ministères peuvent ainsi étudier des sujets émergents qui contribueront à l’économie de demain. Pour les sujets 
technologiques, on aborde la prospective, l’économie, l’impact sur l’environnement et la santé et, s’il y a lieu, les 
problèmes d’acceptabilité par la société.

THÉMATIQUES

Les thématiques abordées au sein d’Ecrin résultent de la demande externe de nos adhérents et dépendent des compé-
tences existantes dans l’association. Elles sont à ce jour les suivantes :

• Agroalimentaire

• Biologie, biotechnologies, et santé

• Économie et stratégie

• Énergie

• Environnement

• Matériaux

• Optoélectronique

• Organisation et société

• Risques

• Technologies pour l’information et la communication

FONCTIONNEMENT

Les Clubs et les Actions sont à la base du fonctionnement d’Ecrin. Les Clubs travaillent sur une problématique qui 
intéresse plusieurs adhérents. Les Actions sont, au contraire, commandées et financées par un partenaire externe. Tous
les participants contribuent et profitent de l’ensemble des travaux d’un Club. Il y a mutualisation des connaissances
et des besoins au travers d’un travail coopératif.

Un Club est organisé en projets et groupes de travail. Un projet travaille sur un objectif bien défini pendant une durée
déterminée. Un groupe de travail a une continuité dans le temps. Il peut servir de préparation à un projet qu’il convient
de définir, faire de la veille scientifique et technique, etc. 

Les Clubs sont animés conjointement par un chargé de mission d’Ecrin et un président choisi pour ses compétences
et reconnu dans le domaine dont il a la responsabilité. Avec un bureau, constitué d’experts permettant de couvrir 
l’ensemble de la thématique, le Club définit une stratégie, propose et lance des projets et des groupes de travail. Il suit
l’avancement des projets et s’assure qu’ils progressent bien.

Échange et Coordination Recherche - Industrie
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Il existe une grande latitude quant à l’utilisation des travaux des Clubs. Cela dépend du sujet et de son positionnement
dans le contexte national et international. Les débats et résultats peuvent rester strictement confidentiels, si les 
participants le souhaitent, ou être publiés en totalité ou en partie pour faire profiter la communauté externe des réflexions
menées à Ecrin. Lorsque des résultats sont publiés dans des revues ou des livres, l’objectif est souvent de rendre 
accessible au plus grand nombre des sujets difficiles ou des réflexions multidisciplinaires. Les livres sont publiés chez
des éditeurs qui en assurent une large diffusion et permettent ainsi un impact important.

Lorsque suffisamment de résultats ont été obtenus, ou lorsqu’un projet est terminé, Ecrin organise des conférences 
plénières, ouvertes à tous, présentant une synthèse du sujet étudié. À l’inverse, des réunions plénières et des colloques
permettent d’ouvrir des thématiques.

DES OFFRES ADAPTÉES À LA DEMANDE

L’objectif principal d’Ecrin est d’accroître l’efficacité de la chaîne allant de la recherche aux applications. Le 
transfert est de moins en moins linéaire. Le travail en réseau et l’interconnexion d’activités transversales est mainte-
nant un facteur important pour l’innovation, et correspond au cœur du métier d’Ecrin, qui consiste à mettre en 
relation et à faire travailler des interlocuteurs de milieux différents.

Ecrin cherche à répondre aux préoccupations du plus grand nombre d’adhérents. Ceux-ci ont des origines très diver-
ses (organismes de recherche, groupes industriels, PME, ministères…) et des objectifs différents. Leur mise en 
relation, dans un lieu neutre, permet des synergies profitables à tous, mais il faut prendre en compte leurs objectifs 
particuliers dans le travail qui est mené au sein d’Ecrin pour les satisfaire au mieux. 

Pour les laboratoires, il s’agit de les aider à mieux valoriser leurs recherches en trouvant l’industriel susceptible 
d’exploiter leurs résultats, moyennant éventuellement des développements complémentaires.

Pour le grand groupe, il s’agit de lui offrir des opportunités qu’il n’a pas dans sa structure de recherche et développe-
ment déjà très complète : travail dans un lieu neutre, mise en liaison avec des PME, ouverture vers des laboratoires
étrangers…

Les PME ont fait l’objet d’un effort particulier en 2004 avec la création de la Mission PME. En effet, ces entreprises
sont très nombreuses sur le territoire national et ne disposent pas de moyens de recherche aussi puissants que ceux des
grands groupes industriels. Or, la recherche et l’innovation jouent un rôle clef dans leur développement économique.
Ecrin permet de les mettre en contact avec les laboratoires pertinents pour acquérir un avantage significatif sur le 
marché. Il peut aussi, notamment dans le cadre des Clubs, leur permettre d’accroître leurs marchés ou d’en ouvrir de
nouveaux. 

Les représentants des ministères trouvent dans Ecrin un lieu de synthèse et de discussions sur des sujets qui sont ou
seront au cœur de notre société comme de notre économie. Les Clubs permettent de faire émerger les signaux faibles
et de mieux anticiper l’avenir ; d’aider à choisir les bonnes priorités ; d’avoir des éléments pour élaborer les réglemen-
tations ou normes futures…

LES RÉGIONS, L’EUROPE ET L’INTERNATIONAL

Ecrin a des partenariats privilégiés en région mais aussi quatre structures dédiées : Ecrin - Bretagne, Ecrin - Pays-de-
la-Loire, Ecrin - Rhône-Alpes et Ecrin - Midi-Pyrénées. Ces structures sont à l’écoute des régions pour travailler, dans
le cadre de leurs compétences, sur des sujets spécifiques à celles-ci. 

Au niveau de l’Europe, Ecrin participe, comme partenaire, à l’élaboration de projets européens. Ainsi, en 2004, deux
projets ont été acceptés sur quatre présentés. Par ailleurs, Ecrin commence à impliquer des experts étrangers dans ses
Clubs, en tenant compte bien sûr des intérêts économiques des adhérents. L’objectif est de créer un réseau européen
utile aux groupes industriels, aux PME, aux laboratoires et organismes de recherche. 

Grâce à son réseau, Ecrin a lancé, hors Europe, des initiatives dans quelques pays avec deux objectifs. Le premier est
de donner des possibilités supplémentaires à des laboratoires français de recherche appliquée, en les associant à des
laboratoires étrangers ayant des spécialités complémentaires. Le second est d’aider nos industriels adhérents (grands
groupes et PME) à renforcer leur activité économique à l’étranger.



PRÉSENTATION DE LA JOURNÉE
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Si les infections d’origine hydrique ne représentent plus qu’un bruit de fond plus ou moins cerné dans notre 
pays industrialisé, l’actualité nous montre que la menace due aux micro-organismes pathogènes, qui circulent dans 
notre environnement, pour la santé des populations, est omniprésente. Mais pour estimer et ensuite gérer 
le risque infectieux les questions se renouvellent avec les évolutions des micro-organismes eux-mêmes ainsi que 
des modes de vie.

Cette journée avait pour objet de faire un point et de débattre ensuite de quelques questions d’actualité comme :

- l’antibiorésistance constatée de certains germes et des conséquences à en tirer pour nos stratégies de prévention ou
nos protocoles de soins,

- les apports de la biologie moléculaire pour la détection et l’identification des micro-organismes,

- les stratégies de maîtrise des risques infectieux liés aux évolutions technologiques, que ces évolutions concernent
l’habitat, l’alimentation ou plus généralement notre environnement.

Toutes les interventions ont mentionné l’importance de l’approche écologique. La chaîne trophique est impliquée 
dans la transmission de la « résistance ». Les concepts de développement durable, de principe de prévention et de 
précaution doivent trouver dans la gestion des risques microbiens leur traduction concrète. Le rôle de l’épidémiolo-
gie est central dans les risques infectieux. La surveillance implique de progresser en permanence dans la détection et
la caractérisation des « agents ». La valorisation de l’étude des relations santé / environnement est un élément central
qui permet le développement des connaissances, la capacité d’expertise et les actions et gestion à mettre en œuvre.

Chaque atelier a ensuite permis d’ouvrir le débat sur des aspects complémentaires de la gestion des risques microbiens.
Le premier atelier a mis l’accent sur les questions liées à l’élevage, l’eau, les pollutions résiduelles et les flux de gènes
de résistance. Il a dégagé des thématiques à étudier, plus particulièrement comme les faibles concentrations sur les 
bactéries, les transferts de gènes in situ ou encore l’impact des désinfectants. À noter que les animaux consomment 
à peu près autant d’antibiotiques que les humains, mais ce ne sont pas les mêmes.

Le deuxième atelier a montré que nous disposions d’outils et de méthodes, mais qu’on est toujours dans les faibles doses
dans l’environnement. Pour l’urgence et le contrôle, le plus important est l’analyse dans les domaines de l’eau et de
l’agroalimentaire. Il y a des demandes en analyses de l’air et en microbiologie du sol. Il a insisté sur l’importance de
la préparation des échantillons, le besoin de réponses rapides à moindre coût.

Le dernier atelier a abordé principalement le risque des légionelles et amibes associées aux tours de réfrigération. 
Les expertises réalisées dans le Nord-Pas de Calais ont mis en évidence toutes les difficultés d’une démarche liée à
des indicateurs pas toujours adaptés, à un manque de formation, à l’efficacité des traitements in situ, aux contraintes
d’exploitation, aux choix des lieux de prélèvements, à la variabilité des résultats… Dans tous les cas, la connaissance
des écosystèmes est indispensable.
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INTRODUCTION

René Seux
École nationale de la santé publique

APPORT DE L’ÉPIDÉMIOLOGIE POUR

L’ÉVALUATION ET LA GESTION

DES RISQUES INFECTIEUX

En ouvrant le cycle des conférences introductives, 
Jean-Claude Desenclos, responsable du département 
des maladies infectieuses de l’INVs (Institut national de 
veille sanitaire) a rappelé à l’auditoire le cadre d’analyse

qu’utilisent aujourd’hui les équipes spécialisées dans
l’évaluation des risques appliqués aux maladies infec-
tieuses en vue de leur maîtrise et de leur gestion. Il a, sur
la base de quelques exemples d’actualité, montré que
l’approche méthodologique prend en considération le
triptyque, agent, hôte, environnement selon le schéma de
la figure 1.
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Les conséquences de la circulation de microorganismes pathogènes dans notre environnement ont
largement été atténuées depuis le milieu du XIXe siècle. Cela est dû à l’accroissement des connais-
sances sur les microorganismes, à l’identification des différents modes de contamination et à 
l’établissement de règles d’hygiène dont les principes fondateurs solidement posés, au début du
XXe siècle ont résisté à l’épreuve des années. Mais la vaccination et l’usage des antibiotiques ont
apporté un concours efficace aussi bien sur le plan préventif que curatif.

Avec cet arsenal, les hygiénistes ont pu penser au début de la seconde moitié du XXe siècle que
les épidémies d’origine hydrique ou alimentaire appartenaient au passé dans nos pays industria-
lisés. Il fallait alors faire face aux nouveaux dangers liés à la diffusion des substances chimiques
nouvelles, largement utilisées dans tous les secteurs d’activité : agricole, production industrielle,
santé, etc, et affronter avec ces nouveaux dangers le risque à long terme. C’est ainsi qu’est née
la démarche d’évaluation des risques avec, en France, des développements particuliers liés au choix
de l’énergie nucléaire.

Mais l’actualité depuis une vingtaine d’années ne manque pas de nous rappeler que les microor-
ganismes évoluent et l’histoire des maladies infectieuses ne s’arrête pas avec les grandes décou-
vertes des XIXe et XXe siècles.

Pour faire le point sur le risque microbiologique d’origine environnementale, le club Environnement
et société a organisé une journée de réflexion dans les locaux du CNRS (rue Michel Ange -
Paris 16e) le 5 mai 2004.

Nous résumons ici l’essentiel de cette journée dont le contenu s’est révélé riche et particulière-
ment intéressant.



Pour aborder la gestion du risque infectieux, les éléments
à prendre en considération sont nombreux.
Ils concernent : 

• L’agent : caractéristiques biologiques, dose infectante,
résistance.

• Le ou les réservoirs : humain, animal, environnemen-
tal, etc.

• Les modes de transmission.
• La durée d’incubation.
• La durée d’infectiosité.
• Les manifestations pathologiques, gravité, létalité, 

séquelles.
• Les moyens de prévention et thérapeutiques, etc.

Il a en particulier montré l’efficacité de la démarche en 
décrivant l’épisode des cas de SRAS à l’hôpital français
de Hanoï au Vietnam en février-mars 2003. Mais il a
aussi discuté les difficultés auxquelles se heurtent les 
enquêtes épidémiologiques et environnementales avec
l’épidémie de légionelloses dans le Pas-de-Calais de 
novembre 2003 à janvier 2004.

Cette conférence a fait ressortir les points essentiels 
suivants :

• l’épidémiologie est au centre de l’évaluation des risques
infectieux en complémentarité de la microbiologie et de
l’approche environnementale,

• la maîtrise des risques repose sur la puissance de la re-
cherche et l’importance des moyens de veille et de sur-
veillance qui conditionnent l’excellence de l’expertise,

• dans le domaine de l’infectiosité il faut tout faire pour
pouvoir agir sur la base du principe de prévention.

Les conférences suivantes ont été consacrées à deux ca-
tégories d’agent infectieux (virus et protozoaires) et à
l’importante question de l’antibiorésistance.

COMPLEXITÉ DE L’APPROCHE ET DES

ENJEUX SANITAIRES LIÉS AUX VIRUS

DANS LES EAUX

Dans un exposé très complet Christophe Gantzer (faculté
de pharmacie-Nancy) a décrit la complexité de la virolo-
gie des eaux et des enjeux sanitaires qui lui sont liés.

Plus de 150 sérotypes de virus entériques pathogènes
pour l’homme ont été identifiés à ce jour. Ils sont excré-
tés en grandes quantités dans les selles des individus 
infectés (103 à 1010 particules virales par g de selle). Ceci
illustre la dangerosité des contaminations fécales de l’eau,
l’importance de l’assainissement et plus généralement de
l’hygiène. Les pathologies sont très variées :
• gastro entérites avec les Norovirus, Rotavirus,

Adénovirus, etc,
• hépatites avec les virus de l’hépatite A et E,
• méningite, atteinte cardiaque, paralysie avec les

Entérovirus (Coxsackievirus, A et B, Ecovirus,
Poliovirus…).

Ces virus nus de 20 à 80 nm peuvent être transmis par voie
féca-orale directement ou par l’intermédiaire de la conta-
mination de l’eau et des aliments. Les Norovirus seraient
à eux seuls responsables de plus de 85% des épidémies 
de gastro-entérites d’origine non bactérienne. Selon Mead
et al., ils auraient pour conséquences : 50 000 hospitali-
sations et 300 décès chaque année aux USA. Fruits de mer
élevés dans des zones polluées, défaillance du traitement
des eaux d’alimentation, incident sur le réseau de distri-
bution, baignade dans des eaux contaminées par des ef-
fluents sont autant de causes identifiées de ces épidémies
d’origine virale. (Koopmans et al. 2002 - Koopmans and
Druzer 2004).

Mais il faut souligner que l’estimation de l’incidence des
maladies virales d’origine hydrique ou alimentaire reste
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Interaction agent – hôte -
environnement

Agent

Environnement Hôte

• La caractérisation de l’agent ne résout qu’un paramêtre

de l’équation

Caractérisation

Transmission

Investigation
épidémiologique

• Importance de l ’approche épidémiologique et
environnementale

Actions possibles

Figure 1 : Interaction agent, hôte, environnement.



problématique car il n’est pas facile d’identifier les 
personnes infectées et le support (ou le vecteur) de la
contamination.

En ce qui concerne l’eau des réseaux publics, il est 
aujourd’hui bien établi que les bactéries fécales qui sont 
utilisées comme indicateurs de l’efficacité des traitements
de désinfection ne reflètent pas le comportement 
des virus. Mais la complexité de la recherche des virus
dans les eaux ne permet pas d’envisager en l’état actuel
des connaissances une analyse systématique par culture
de cellules dans le cadre des contrôles sanitaires.

Les techniques d’amplification génétiques de type (RT)-
PCR sont sensibles, rapides et adaptées à tous les séroty-
pes mais elles ne permettent pas de juger du caractère 
infectieux des virus.

Ceci montre qu’en l’état actuel des connaissances on ne
peut pas relier la détection de génome viral à la présence
de virus infectieux correspondant. Par contre, la présence
de génome viral peut être considérée comme un indica-
teur d’une pollution viral plus ou moins ancienne. Des 
études fondamentales concernant les mécanismes de 
dégradation d’une particule virale (capside et génome)
sont cependant nécessaires pour évaluer la qualité d’un tel
indicateur.

À l’inverse, l’absence de génome viral est relativement 
informative puisqu’elle est synonyme d’absence de virus
infectieux. La biologie moléculaire permet en outre une
recherche rapide du virus et constitue donc un outil puis-
sant d’investigation sur l’origine des épidémies.

RISQUES LIÉS AUX PROTOZOAIRES

Le Pr. Francis Derouin (laboratoire de parasitologie-
mycologie - Paris) a rappelé que ces dernières années
plusieurs éléments ont mis en perspective les risques 
sanitaires liés aux protozoaires avec :

- La survenue d’épidémies de grande ampleur liée à 
des contaminations de l’eau destinée à la consommation
humaine. Milwaukée en 1993 et avec une moindre am-
pleur Dracy le Fort en 2001 et Divonnes les Bains en
2003 pour prendre des exemples en France.

- L’épidémie de SIDA est le révélateur du caractère 
opportuniste de plusieurs protozoaires tels que
Cryptosporidium, Toxoplasma gondii.

- L’apparition de nouveaux pathogènes, souvent révélés
chez les malades immunodéprimés mais dont l’impor-
tance dans la population générale reste encore mal 
définie : microsporidies, Cyclospora.

- Le développement de nouveaux outils analytiques 
permettant l’identification spécifique des parasites 
chez l’homme et dans l’environnement.

La démarche utilisée pour évaluer le risque chimique 
a été appliquée pour mieux définir ces risques parasitai-
res, mais à l’heure actuelle le seul modèle validé en 

parasitologie est celui de Cryptospridium appliqué au 
risque lié à la consommation d’eau.

Ce modèle développé par l’Afssa en 2002 représente un
outil de gestion applicable à l’évaluation du risque asso-
cié à une ressource sensible mais aussi à l’évaluation du
risque en cas de contamination accidentelle.

En raison des limites de la chimioprophylaxie, les mesu-
res individuelles de prévention des protozooses digestives
portent avant tout sur l’hygiène alimentaire et corporelle.

Cependant, l’efficacité des mesures de prévention reste
difficile à évaluer en l’absence de marqueurs fiables per-
mettant de mesurer l’incidence et la prévalence des infec-
tions parasitaires.

La prévention collective regroupe tout un ensemble de 
mesures destinées à réduire le risque parasitaire pour la 
population.

Dans ce domaine, l’analyse quantitative du risque peut être
considérée comme un bon outil de gestion et d’aide à la
décision. Mais on constate que les données sur la conta-
mination environnementale des denrées alimentaires 
restent très insuffisantes, de même que les données sur
l’incidence et la prévalence des infections parasitaires
chez l’homme et l’animal.

Un effort reste à faire pour mieux utiliser les compéten-
ces des praticiens et des biologistes avec la nécessité
d’une coordination et d’une centralisation du recueil des
données.

Au niveau français, comme au niveau européen, des ini-
tiatives pour la mise en place de réseaux ont été prises.

L’ÉVOLUTION DE LA RÉSISTANCE DES

BACTÉRIES AUX ANTIBIOTIQUES EST

UN PHÉNOMÈNE ÉCOLOGIQUE

Le Pr. Antoine Andremont (Hôpital Bichat - Paris) a
dressé dans sa conférence la problématique générale qui
a ensuite donné lieu à débat dans un atelier.

Les microorganismes produisant des antibiotiques dans la
nature sont ancestraux. On ne sait pas exactement à quoi
leur sert cette production en termes évolutifs. L’hypothèse
la plus communément admise est que cette production leur
confère un avantage écologique au sein de leurs milieux
naturels qui sont constitués par les sols et les environne-
ments biotiques animaux ou végétaux. Au cours de l’évo-
lution un équilibre s’était établi. Il permettait la coexis-
tence des microorganismes produisant naturellement 
des antibiotiques et les autres formes de vie, y compris les
milliers d’autres espèces bactériennes. Cet équilibre a 
été brutalement rompu lorsque la production d’antibioti-
ques par l’homme a débutée en 1945 puis s’est accrue de
façon exponentielle au cours des 50 années qui ont suivi
en raison de l’extraordinaire efficacité de ces médica-
ments sur de nombreuses infections bactériennes dont ils
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transforment le pronostic. Cela a aboutit à ce que plusieurs
dizaines de milliers de tonnes d’antibiotiques soient uti-
lisées chaque année en médecine humaine et vétérinaire,
en élevage et en agriculture.

Malheureusement, in fine, ces antibiotiques et / ou leurs
métabolites actifs se retrouvent au contact des bactéries
commensales et de l’environnement et y exercent une
pression de sélection qui favorise l’émergence de 
mutants résistants et la dissémination des gènes de 
résistance.

Dans ces conditions, l’usage croissant des antibiotiques 
a été accompagné par une progression de la résistance 
bactérienne. Pendant trente ans cette évolution de la résis-
tance bactérienne a été masquée par la mise sur le marché
régulière par l’industrie pharmaceutique d’antibiotiques
aux performances accrues. Toutefois, depuis le début des
années 80 on a assisté à un assèchement de la découverte
de nouveaux antibiotiques, bientôt suivi d’un désengage-
ment massif des plus grosses firmes du domaine. Ce 
double mouvement contradictoire, augmentation de la
résistance d’une part, diminution de la découverte d’an-
tibiotiques d’autre part, a amené à la situation de crise 
que nous connaissons actuellement et qui est caractérisée
par le fait que de multiples espèces pathogènes ne sont 
plus sensibles qu’à un seul antibiotique parmi ceux dont
nous disposons pour soigner les malades. Le spectre de la
survenue d’une épidémie due à une bactérie épidémique
et contre laquelle nous n’aurions pas de moyens d’action
n’est plus une hypothèse d’école mais peut devenir une
réalité d’un jour à l’autre.

Dans cette conjoncture, nos moyens d’action sont ténus.
Nous devons absolument diminuer notre consommation
d’antibiotique sans pour autant priver les patients qui en
ont besoin de leur extraordinaire efficacité sur les infec-
tions dues à des germes qui y sont encore sensibles.

C’est tout l’enjeu du plan d’action gouvernemental 
visant à préserver l’action des antibiotiques, publié en
2002 dont la manifestation la plus visible a été la campa-
gne télévisuelle basée sur le slogan « Les antibiotiques,
c’est pas automatique ». La tâche est toutefois particuliè-
rement ardue en France car nous sommes le premier
consommateur d’antibiotiques d’Europe et c’est une vé-
ritable révolution des modes de penser en infectiologie, en
élevage, en agriculture, qu’il convient de mettre en place. 

Parallèlement il faut évidemment stimuler la recherche et
les investissements, notamment par un interfaçage efficace
des ressources complémentaires des secteurs publics et 
privés, domaine naturel d’action de l’association Ecrin 
qui pourrait trouver là un champ particulièrement fertile
pour le développement de son activité.

SYNTHÈSE ET CONCLUSIONS

DES ATELIERS

Microorganismes aquatiques
thermophiles : risques liés à
la Legionella pneumophila
Pr. Ph Hartmann et Michèle Merchat

Le réchauffement des eaux, lié aux phénomènes climati-
ques, conduit à s’interroger sur une éventuelle augmen-
tation du risque infectieux dans des pays tempérés comme
la France. La réflexion doit utiliser les connaissances 
actuelles sur le danger et les risques liés aux microorga-
nismes thermophiles dans des pays où la température des
masses d’eau est plus élevée, et dans les situations de 
réchauffement artificiel des eaux comme les rejets des 
activités produisant de l’énergie.

Le danger est lié à des bactéries pathogènes (ex.
Legionella, Pseudomonas…) des protozoaires
(Naegleria…) maintenant bien connues, mais probable-
ment aussi à des bactéries opportunistes (Afipia, Bosea…)
ou à des virus récemment décrits (minivirus) et retrouvés
au sein d’amibes, souvent elles-mêmes non pathogènes.
Il y a de toute évidence un grand intérêt à la co-culture
d’amibes pour surveiller la qualité des eaux, puisque 
certains microorganismes sont plus souvent inclus dans
celles-ci que planctoniques.

Ce danger doit être étudié de façon approfondie car, par
exemple, Legionella pneumophila est beaucoup plus 
virulente que d’autres espèces de Legionella, certaines
d’entre elles, sinon la majorité étant non pathogènes
(« paix aux Legionella de bonne volonté dans les bio-
films » !). L. pneumophilia 1 est elle-même rencontrée
dans plus de 85 % des infections et il y a, à l’intérieur 
de ce sérotype, des bactéries plus virulentes que d’autres,
sans que l’on connaisse à ce moment les raisons de ces 
différences.

Ainsi, l’évaluation du risque doit se faire selon une démar-
che scientifique classique et non de façon empirique
comme cela a été le cas jusqu’à maintenant. Les réglemen-
tations et les contrôles devront prendre en compte ces
différences liées au danger et non être fixés pour un genre
en général. Par exemple, l’évaluation du risque lié à une
tour aéroréfrigérante conduira à des résultats tout à fait 
différents selon que l’on prend comme base Legionella
pneumohilia 1 ou une Legionella non pathogène. Or, la
réglementation actuelle vise l’ensemble des Legionella,
et peut conduire à « l’éradication » de « braves legionel-
les » qui pourraient être un facteur protecteur contre la 
colonisation par d’autres plus dangereuses !

Au plan opérationnel, l’exemple de l’épidémie de légio-
nellose du Nord-Pas-de-Calais a montré que : 

• l’arrêté préfectoral de 1999 était respecté dans ses 
termes,
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• le guide de bonnes pratiques publié par les ministères
était connu,

• le carnet de suivi était conforme aux prescriptions,
• les propriétaires de circuits de refroidissements par

voie humide, ou les exploitants, avaient un contrat de 
partenariat avec une société de traitement d’eau, et dans
certains cas, le constructeur des tours faisait des contrô-
les réguliers,

• un prélèvement pour analyse de légionelles était réalisé
au moins une fois par an ou parfois une par trimestre.

Néanmoins, l’observation attentive de différents systèmes
de refroidissement et des conditions mises en œuvre pour
gérer le risque a permis de faire quelques constats éton-
nants qui permettent de mieux identifier les axes de pro-
grès qui restent à définir.

Le personnel exploitant et les propriétaires de circuit 
de refroidissement manquent de connaissance et de 
compréhension sur les mécanismes conduisant à la pro-
lifération des éléments biologiques dans les installations,
notamment sur la formation de biofilm. La prise en compte
efficace du risque dépend directement de cette connais-
sance.

D’ailleurs, malgré la connaissance du guide de bonne
pratique (lecture trop rapide peut-être), des défauts 
clairement identifiés comme favorables à la prolifération
des légionelles sont oubliés. Le risque est uniquement
géré sur la base de traitements chimiques abondants et les
aspects environnementaux sont négligés. Il a ainsi été
constaté de très nombreuses fois des conditions favorables
à la formation et à la prolifération de biofilm dont on
peut trouver l’origine dans : 

• une mauvaise conception avec de nombreux bras morts,
aucun accès sur les tours permettant l’observation des
organes internes, des matériaux dont la surface détério-
rée favorise la formation de dépôts biologiques,

• une mauvaise gestion du circuit avec des vitesses de cir-
culation très faibles (régime laminaire, gestion des mar-
ches arrêts du circuit ou d’une partie du circuit).

En résumé, les propriétaires et les personnes qui exploitent
ce type d’installations génératrices d’un risque pour la
santé publique, doivent être formées au risque biologique.

Les traitements préventifs et curatifs ne pourront être
adaptés efficacement qu’à la condition que des notions
soient assimilées par l’exploitant et le propriétaire des
tours, à propos :

• du comportement des microorganismes dans l’eau,
• des conditions de mise en œuvre nécessaires et en 

particulier la nécessité de nettoyer toutes les surfaces 
en contact avec l’eau dans l’installation.

La sous-traitance de ce problème n’est pas remise en
cause puisqu’elle permet de s’appuyer sur des compéten-
ces spécialisées, toutefois le propriétaire d’un tel système
doit vérifier que les moyens mis en œuvre sur son instal-
lation réduisent le risque au minimum et pour cela une

coordination des actions des différents intervenants est 
indispensable.

Au-delà de l’entretien des tours aéroréfrigérantes, des ac-
tions de recherche devraient être conduites pour mieux
connaître les aérosols produits et leur trajectoire afin de
réduire les risques associés aux aérosols contaminés.

Intérêt de la biologie moléculaire et des
biotechnologies pour la détection et le dé-
nombrement rapide des microorganismes
Pr. Yves Levi et Gabriel Festoc - Genesystemes

Cet atelier avait pour objectif d’examiner les perspectives
nouvelles qu’offrent les méthodes issues de la biologie
moléculaire et des biotechnologies.

Contraintes à prendre en considération

Les microorganismes environnementaux sont recherchés :

- pour des besoins de suivi et d’amélioration de procédés
de traitement (efficacité de désinfection, activités de bio-
dégradation ou de biotransformation, études des évolu-
tions écologiques…),

- pour la détection précoce d’agents pathogènes ou patho-
gènes opportunistes, 

- pour l’identification de l’origine d’épidémies, 
- pour des besoins spécifiques comme la prévention 

des corrosions, les études scientifiques sur l’écologie 
bactérienne…

La rapidité d’obtention d’un résultat analytique est d’au-
tant plus nécessaire que les microorganismes à rechercher
sont susceptibles de provoquer un risque sanitaire hu-
main et / ou vétérinaire (eau potable, aérosols pouvant
contenir des légionelles, boues avant épandage, irrigation
par des eaux recyclées…) ou que le résultat conditionne
des réglages et le contrôle en ligne d’un procédé (eau
potable, agro-alimentaire…)

La spécificité peut être indispensable pour la recherche des
espèces ou des genres particuliers et moins importante
pour des usages globaux comme par exemple l’évaluation
d’un procédé de désinfection sur la flore totale.

La viabilité est un élément majeur puisque la réponse 
attendue est généralement interprétée pour connaître la 
capacité du (ou des) microorganismes (s) à proliférer,
agir, dégrader, modifier ou infecter.

La quantification est très souvent indispensable. Dans cer-
taines situations des méthodes dites « présence / absence »
plus simples et moins coûteuses sont utilisées en alternance
avec des techniques quantitatives. La limite de détection
est un élément majeur lorsque la dose infectieuse est due
à un très faible nombre de microorganismes.

Les interférences peuvent nuire considérablement à la
qualité du résultat lorsque les microorganismes sont re-
cherchés dans des matrices complexes (biofilms, boues,
sédiments, sols…).
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Conclusions de l’atelier

Les discussions ont permis d’établir un ordre de priorités
pour les actions à mener afin de progresser dans la détec-
tion rapide des microorganismes tout en permettant d’ob-
tenir des réponses fiable, précises et interprétables.

1- Améliorer et optimiser les méthodes de préparation des
échantillons

Il est important de progresser pour la mise au point de mé-
thodes de concentration couvrant la plus large gamme
possible de microorganismes et permettant des rende-
ments proches de 100%. Sans un échantillonnage rigou-
reux et une préparation de l’échantillon de qualité, l’ana-
lyse n’a pas lieu d’être.

2- Savoir éviter les interférences analytiques et les effets
de matrice

Avec les techniques de biologie moléculaire mais aussi
pour toutes les méthodes d’imagerie, les interférences
conduisent à de faux résultats. Les discussions ont permis
d’établir que les outils actuellement disponibles sont assez
performants en conditions favorables de laboratoire mais
insuffisamment fiables lorsque les échantillons sont issus
de matrices complexes.

3- Favoriser le développement des nouveaux outils

Des outils existent sous forme de prototype ou de systè-
mes en début de commercialisation (voire pour quelques-
uns commercialisés).

Mais ces systèmes ne sont accessibles qu’aux laboratoi-
res de pointe et ne sont pas disponibles pour une utilisa-
tion de routine.

Les divers prototypes mis à l’essai n’ont jusqu’alors dé-
bouché sur aucun capteur en ligne commercialisé. Seul un
analyseur en ligne en mode séquentiel est commercialisé
pour la détection des coliformes dans l’eau.

4- Rendre les coûts acceptables pour les utilisateurs 
potentiels

Les laboratoires de microbiologie disposent souvent de
moyens réduits par rapport aux unités de chimie.Il faut
donc pouvoir mettre en relation l’offre et la demande. Le
marché est, selon les besoins, celui d’un grand nombre de
laboratoires dispersés sur le territoire national deman-
dant des méthodes fiables et d’un coût de revient limité
ou celui des laboratoires centraux ou de référence pouvant
rassembler de nombreux échantillons pour un travail 
accompli sur des systèmes performants, mais onéreux.

5- Développer l’assurance qualité et la normalisation
pour améliorer la fiabilité des mesures

De nombreuses méthodes nouvelles apparaissent dans
les laboratoires mais leurs applications pour des prestations
analytiques de surveillance et de contrôle nécessitent des
étapes de diffusion de l’information, de normalisation et
d’intercalibrations.

En résumé, les méthodes immunologiques donnent le
sentiment de ne plus progresser. Les outils d’imagerie et

de biologie moléculaire sont présents et importants mais
la limitation de leur usage vient des interférences dues aux
matrices et à l’absence de détermination de la viabilité des
microorganismes par ces méthodes.

Le rôle de l’environnement et des 
modes d’élevage dans la dissémination 
de l’antibiorésistance
Pr. Arlette Laval, ENV de Nantes et Jean Lesne, ENSP

Cet atelier s’est efforcé de faire le point sur le potentiel de
dissémination de l’antibiorésistance dans l’environne-
ment par les élevages, dans le double but (i) de cerner les
informations manquantes pour évaluer les risques pour la
santé publique résultant de ce potentiel de dissémination
d’une part, et (ii) d’inviter à examiner le potentiel de
conséquences négatives pour la santé publique de mesu-
res de contrôle, qui apparaîtraient prudentes à première 
vue mais qui n’offriraient pas de bénéfice significatif
pour la santé publique.

Les traitements collectifs d’antibiothérapie présentent un
risque supérieur de diffusion de la résistance, puisque le
nombre de sujets traités est supérieur.

En matière de thérapeutique et de gestion de la résis-
tance, les monogastriques et les poissons sont considérés
comme potentiellement dangereux car ils sont nombreux
et émettent donc de grandes quantités de déchets dans 
l’environnement. L’usage des antibiotiques comme ré-
gulateurs de flore à des fins essentiellement zootechniques
a contribué à noircir leur image. Leur abandon est main-
tenant programmé ce qui mettra fin à un long débat.

La prise de conscience du risque inhérent aux traitements
vétérinaires a conduit à une réflexion globale sur les bon-
nes pratiques cliniques et à une évaluation du risque-
bénéfice des méthodes appliquées.

Suivi des consommations et de la résistance

Dès la prise de conscience du risque que représentait
l’usage massif d’antibiotiques dans l’alimentation ani-
male à des fins zootechniques (Antibiotiques Régulateurs
de Flore : ARF), des enregistrements des consommations
ont été mis en place dans de nombreux pays. C’est
l’Europe du Nord qui a commencé, le Danemark se do-
tant avec DANMAP d’un système particulièrement per-
formant, facilité par la centralisation de la production
dans ce pays. En France, des enregistrements précis 
sur les consommations d’antibiotiques utilisés comme
médicaments sont également mis en place sous le contrôle
de l’Afssa et de l’Agence Nationale du Médicament
Vétérinaire.

Le suivi de l’antibiorésistance a été réalisé en parallèle, en
particulier sur Enterococcus faecium, la bactérie dont la
résistance à l’avoparcine, un ARF de la famille des gly-
copeptides proche de la vancomycine utilisée en médecine
humaine, a été à l’origine des inquiétudes suscitées par
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l’utilisation des antibiotiques en alimentation animale.
La résistance des salmonelles, à l’origine de Toxi-
Infections Alimentaires Collectives (TIAC) parfois très
graves et celles d’Escherichia coli, pathogènes ou traceurs,
font également l’objet d’enregistrements attentifs et de
programmes de recherche.

Impact des déjections animales sur la dissémination de
bactéries résistantes dans l’environnement

L’impact réel des épandages sur la dissémination de bac-
téries résistantes dans l’environnement est mal connu.
Des travaux danois récents établissent cependant que des
gènes de résistance peuvent être trouvés dans des bacté-
ries du sol, avec une fréquence variable selon que des
épandages de lisier de porcs ont été ou non récemment 
réalisés.
Le transfert des gènes de résistance est possible à partir
des bactéries de l’environnement, mais la prévalence du
phénomène est limitée.

Rôle de l’eau dans la transmission de gènes de résistance

L’eau peut être contaminée par des bactéries résistantes in-
testinales animales et humaines porteuses de gènes de
résistance acquise, suscitant des interrogations sur les
possibilités de transfert ultérieur de ces résistances aux
bactéries intestinales humaines.

Un scénario pessimiste verrait des bactéries hydriques
saprophytes multirésistantes franchir la barrière des trai-
tements de production d’eau alimentaire, survivre ou se
multiplier dans les réseaux de distribution, entrer dans le
tube digestif humain, transférer des gènes de résistance à
la flore intestinale résidente et contribuer ainsi à l’excré-
tion de bactéries intestinales résistantes.

La contamination des eaux de surface et des eaux de ri-
vière par des bactéries d’origine animale est évidemment
plus probable dans les zones où sont concentrés les éle-
vages de ruminants, mais surtout de monogastriques
(porcs et volailles) et plus encore peut-être de poissons.
Avec ces derniers, les traitements sont en effet adminis-
trés dans l’eau et ultérieurement rejetés dans l’eau avec la
flore digestive pathogène ou non ayant fait l’objet d’un
contact récent et parfois massif avec des antibiotiques.

Trois remarques doivent être faites au sujet du potentiel
de transfert de l’antibiorésistance acquise à l’intestin hu-
main par les bactéries de l’eau.

La dissémination dans l’environnement de l’antibioré-
sistance acquise est aujourd’hui démontrée, particulière-
ment dans les sites riches en nutriments comme les 
biofilms.
Les trois mécanismes de transfert des gènes de résistance
bactériens (conjugaison, transduction, et transformation)
ont été étudiés in situ dans l’environnement aquatique et
la quantification du transfert horizontal de gènes entre bac-
téries des environnements naturels est maintenant possi-
ble (Sorensen and al). Ces travaux permettent de penser
que le transfert de plasmides dans les environnements

naturels occasionne beaucoup plus de redistribution de
gènes entre bactéries taxonomiquement éloignées qu’on
ne le pensait jusqu’ici.

La prévalence de l’antibiorésistance dans l’environne-
ment ne doit pas être considérée comme le produit de la
dissémination de l’antibiorésistance acquise par les bac-
téries contaminantes.
Il existe une antibiorésistance naturelle dans les peuple-
ments bactériens hydriques. Des études ont mis en 
évidence un niveau d’antibiorésistance plus élevé chez 
les bactéries isolées de lacs de montagnes, de rivières et
réservoirs apparemment protégés de tout impact humain
ou animal, que chez les bactéries isolées de stations de 
traitement d’eaux usées. 

Le transfert de l’antibiorésistance dans un tube diges-
tif humain ou animal a été vérifié expérimentalement
entre bactéries résidentes. Cependant, les échanges géné-
tiques entre bactéries en transit et bactéries résidentes
semblent moins probables. Les arguments s’accumulent
pourtant maintenant pour soutenir l’hypothèse que les
bactéries intestinales, non seulement échangent des gènes
de résistance entre elles, mais peuvent aussi interagir
avec les bactéries de passage dans le colon, permettant à
ces bactéries d’acquérir et de transmettre des gènes de ré-
sistance aux antibiotiques (Moulins G. et Roux S.).

Comment réduire le risque lié à l’usage des antibiotiques
en élevage sur l’environnement ?

La réduction du risque commence bien sûr par la mise en
place d’autres moyens que l’antibiothérapie pour contrô-
ler les maladies infectieuses des animaux d’élevage.

L’idéal est l’éradication : lorsque les maladies disparais-
sent, il en va de même des besoins thérapeutiques. Cet 
objectif doit être privilégié. La circulation des bactéries en
élevage peut être limitée par la vaccination. Elle doit
l’être aussi par le respect des bonnes pratiques d’élevage.
La rupture des cycles infectieux par la réduction du mé-
lange des animaux est une mesure très efficace.

Tous les facteurs permettant de réduire les stress aux-
quels sont soumis les animaux sont importants : il a, en
effet, été démontré que le stress peut à lui seul peut induire
l’émergence de résistances, en l’absence de tout traitement
antibiotique.

PERSPECTIVES ET VOIES

DE RECHERCHE

De nombreuses questions restent sans réponse et néces-
siteraient de plus amples investigations. 

Les premières portent sur la signification des enquêtes de
prévalence, car le sujet est si large qu’il nécessite d’être
bien cadré :

• Quelles sont les sources d’émission de substances 
actives et de leurs métabolites ? 
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• Qui suit la résistance et que suit-on exactement ? De
nombreuses équipes de médecins, biologistes, vétérinai-
res, travaillent sur le sujet, mais comment co-ordonner
et synthétiser les multiples travaux qui sont produits sur
ces sujets ?

Mais les interrogations qui peuvent être soulevées vont
bien au-delà :

• Quel est l’impact des concentrations très faibles d’an-
tibiotiques et de leurs métabolites actifs sur les bacté-
ries des eaux, des boues et des biofilms ? Le rôle des
supports particuliers que sont les boues et les biofilms
est encore mal exploré.

• Quelle est la nature des transferts de gènes qui se pro-
duisent in situ dans les différents écosystèmes, entre
agents pathogènes et / ou saprophytes ? 

• Quel est l’impact des désinfectants et des conserva-
teurs sur la résistance ? D’une façon plus générale, il faut
s’interroger sur les interactions de divers facteurs envi-
ronnementaux : stress, qu’il s’agisse du stress bactérien
ou du stress des êtres vivants exposés à des bactéries 
résistantes, traitements physiques et chimiques des eaux
et des boues qui peuvent modifier la survie des bacté-
ries, les taux de mutation, la sélection des souches 
résistantes et leur capacité à échanger des informations
génétiques. 

L’impact de l’élevage sur la circulation de gènes de résis-
tance dans l’environnement est important. Les pays euro-
péens ont pris la mesure du problème en restreignant les
possibilités d’utilisation des anti-infectieux. Il ne faut ce-
pendant pas oublier que les résistances préexistent à tout
nouvel antibiotique et que les interdictions ne protègeront
jamais totalement de ce phénomène.
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QUEL RÔLE POUR L’ÉPIDÉMIOLOGIE

DANS LA MAÎTRISE DES RISQUES

D’ORIGINE MICROBIOLOGIQUE

Jean-Claude Desenclos 
Institut national de veille sanitaire

Texte non disponible
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L’ÉVOLUTION DE LA RÉSISTANCE

DES BACTÉRIES AUX ANTIBIOTIQUES

EST UN PHÉNOMÈNE ÉCOLOGIQUE

Antoine Andremont
Hôpital Bichat, Paris

Lorsque Fleming découvrit le premier Pénicillium fabri-
cant des antibiotiques, ceux-ci n’était pas de nouveaux 
arrivés dans le monde vivant. Les microorganismes pro-
duisant des antibiotiques dans la nature sont ancestraux.
On ne sait pas exactement à quoi leur sert cette produc-
tion en termes évolutifs. L’hypothèse la plus communé-
ment admise est que cette production leur confère un
avantage écologique au sein de leurs milieux naturels qui
sont constitués par les sols et les environnements biotiques
animaux ou végétaux. Au cours de l’évolution un 
équilibre s’était établi qui permettait la coexistence des 
microorganismes produisant naturellement des antibioti-
ques et les autre formes de vie, y compris les milliers d’au-
tres espèces bactériennes. Cet équilibre a été brutalement
rompu lorsque la production d’antibiotiques par l’homme
a débutée en 1945 puis s’est accrue de façon exponentielle
au cours des 50 années qui ont suivi en raison de l’extra-
ordinaire efficacité de ces médicaments sur de nombreu-
ses infections bactériennes dont ils transforment le 
pronostic. Cela a aboutit à ce que plusieurs dizaines de 
milliers de tonnes d’antibiotiques soient utilisées chaque
année en médecine humaine et vétérinaire, en élevage et
en agriculture. Malheureusement, in fine, ces antibiotiques
et / ou leurs métabolites actifs se retrouvent au contact des
bactéries commensales et de l’environnement et y exer-
cent une pression de sélection qui favorise l’émergence de
mutants résistants et la dissémination des gènes de résis-
tance.

De façon schématique, on peut dire que toute prescription
antibiotique quelqu’en soit la raison a deux actions. La 
première, bénéfique et immédiate, consiste à tuer les 
bactéries pathogènes qui infectent un sujet particulier à un
moment donné. La deuxième, délétère et rémanente,
consiste à promouvoir l’émergence et la dissémination 
des résistances bactériennes, soit au sein des foyers 
infectieux, soit surtout au sein des écosystèmes naturels.
Dans ces conditions, l’accroissement de l’utilisation des
antibiotiques a été accompagnée par un accroissement
progressif de la résistance bactérienne. Pendant trente
ans cette évolution de la résistance bactérienne a été mas-
quée par la mise sur le marché régulière par l’industrie

pharmaceutique d’antibiotiques aux performances 
accrues. Toutefois, depuis le début des années 80 on a 
assisté à un assèchement de la découverte de nouveaux 
antibiotiques, bientôt suivi d’un désengagement massif 
des plus grosses firmes du domaine. Ce double mouve-
ment contradictoire, augmentation de la résistance d’une
part, diminution de la découverte d’antibiotiques d’autre
part, a amené à la situation de crise que nous connaissons
actuellement et qui est caractérisée par le fait que de mul-
tiples espèces pathogènes ne sont plus sensibles qu’à un
seul antibiotique parmi ceux dont nous disposons pour 
soigner les malades. Le spectre de la survenue d’une 
épidémie due a une bactérie épidémique et contre 
laquelle nous n’aurions pas de moyens d’action n’est plus
une hypothèse d’école mais peut devenir une réalité d’un
jour à l’autre.

Dans cette conjoncture, nos moyens d’action sont ténus.
Nous devons absolument diminuer notre consommation
d’antibiotique sans pour autant priver les patients qui 
en ont besoin de leur extraordinaire efficacité sur les in-
fections dues à des germes qui y sont encore sensibles.
C’est tout l’enjeu du plan d’action gouvernemental visant
à préserver l’action des antibiotiques, publié en 2002
dont la manifestation la plus visible a été la campagne 
télévisuelle basée sur le slogan « les antibiotiques, c’est
pas automatique ». La tâche est toutefois particulière-
ment ardue en France car nous sommes le premier
consommateur d’antibiotiques d’Europe et c’est une 
véritable révolution des modes de penser en infectiologie,
en élevage, en agriculture, qu’il convient de mettre 
en place. Parallèlement il faut évidemment stimuler la 
recherche et les investissements, notamment par un inter-
façage efficace des ressources complémentaires des 
secteurs publics et privés, domaine naturel d’action de 
l’association Ecrin qui pourrait trouver là un champ 
particulièrement fertile pour le développement de son 
activité.
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ÉVOLUTION DES RISQUES SANITAIRES

ASSOCIÉS AUX PROTOZOAIRES

Francis Derouin
Faculté de médecine, hôpital Saint-Louis, Paris

Hormis les protozooses à transmission vectorielle (paludisme, trypanosomiases…) on dénombre
une vingtaine de protozoaires parasites de l’homme dont l’épidémiologie (mode de contamina-
tion, transmission, diffusion) est plus ou moins directement liée aux conditions environnementa-
les et à l’alimentation.

La plupart sont des parasitoses digestives peu, voire non pathogènes. Certaines peuvent cepen-
dant être responsables d’atteintes viscérales graves en raison d’un risque d’exacerbation et / ou
dissémination viscérale, notamment chez des sujets fragilisés (enfants, patients immunodéprimés) :
c’est le cas en particulier de la toxoplasmose, la cryptosporidiose, et des microsporidioses.

En raison de cette variété d’expression pathologique, les attitudes sont très contrastées vis à vis
de ses parasitoses, allant d’une totale banalisation, à une prise en considération exclusive du 
risque de complication. Ceci a pu conduire, dans le premier cas, à une absence de prise en compte
d’un risque sanitaire pourtant réel et dans l’autre à la généralisation d’attitudes thérapeutiques
ou prophylactiques mal adaptées. L’exemple de l’amibiase est démonstratif. Il existe 7 espèces
d’amibes parasites chez l’homme dont une seule, Entamoeba histolytica est pathogène. Or, la confu-
sion est fréquente, chez les biologistes et les cliniciens et il est classique de constater qu’au vu
d’un résultat d’examen de selles mentionnant « présence de kystes ou de formes végétatives » d’une
espèce pourtant non pathogène, les patients soient traités par des amoebicides alors que ces 
parasites ne justifient d’aucun traitement. À l’inverse, la présence de kystes de Giardia dans les
selles est souvent considérée comme banale et non traitée, alors qu’il existe un risque certain de
gastroentérite et de contamination interhumaine.

Ces confusions sont en grande partie liées à la méconnaissance de ces parasites et de leur 
épidémiologie.

VERS UNE MEILLEURE PRISE EN

COMPTE DU RISQUE PARASITAIRE

Ces dernières années, plusieurs éléments ont amené à 
reconsidérer les risques sanitaires liés aux protozoaires 
parasites : 

- La survenue d’épidémies de grande ampleur liée à 
des contaminations de l’eau destinée à la consommation
humaine : l’épidémie de cryptosporidiose de Milwaukee

en 1993 et, plus proche de nous, mais de moindre ampleur,
les épidémies de Dracy le Fort (2001) et Divonnes les
Bains (2003).

- Le SIDA et la révélation du caractère opportuniste de 
plusieurs protozoaires tels que Cryptosporidium,
Toxoplasma gondii.

- L’émergence de nouveaux pathogènes, souvent révélés
chez les malades immunodéprimés mais dont l’importance
dans la population générale reste encore mal définie :
microsporidies, Cyclospora.
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- Le développement de nouveaux outils analytiques, 
notamment moléculaires, appliqués à l’identification 
spécifique des parasites, chez l’homme et dans l’environ-
nement.

- La perception des conséquences sanitaires et écono-
miques potentielles de ces parasitoses.

VERS UNE DÉMARCHE D’ANALYSE

DE RISQUE

Ces données ont conduit vers une attitude plus analytique
visant à mieux caractériser les risques parasitaires et 
apporter des éléments de gestion et de prévention adap-
tés au niveau de risque. On peut schématiquement présen-
ter ces démarches en suivant la méthodologie de l’analyse
de risque.

La caractérisation du danger

Jusqu’à ces dernières années, l’identification des parasi-
tes était exclusivement basée sur la microscopie optique
ou électronique. Le développement des techniques de
biochimie et de biologie moléculaire a permis de sensibi-
liser la recherche des parasites et d’apporter de nouvelles
informations sur l’épidémiologie et la virulence de certai-
nes espèces. Un exemple peut être apporté par Entamoeba
histolytica / dispar qui sont des amibes morphologique-
ment identiques, mais dont il a pu être démontré sur 
des caractéristiques biochimiques et génotypiques qu’il
s’agissait de deux espèces distinctes dont une seule, 
E. histolytica, était pathogène, confirmant ainsi l’hypo-
thèse émise par E. Brumpt en 1930 sur des critères 
expérimentaux. De même, l’analyse génomique de
Cryptosporidium, a permis d’identifier plusieurs génoty-
pes dont le type I (appelé maintenant Cryptosporidium 
hominis) purement anthroponotique et type II
(Cryptosporidium parvum), zoonotique. Ces nouvelles
données ont des conséquences certaines en terme de prise
en charge thérapeutique et de prévention.

La caractérisation moléculaire et biochimique des facteurs
de la virulence est l’un des principaux axes de recherche
en parasitologie fondamentale, notamment sur E. histoly-
tica , Giardia, Cryptosporidium et Toxoplasma gondii.

Évaluation de la diffusion du danger
et de l’exposition

Ce point « clé » de l’analyse quantitative du risque se
heurte à de grandes difficultés en parasitologie, notamment
du fait que la plupart de ces parasites ne peuvent pas se
cultiver. Les recherches de parasites dans l’environne-
ment, l’eau et l’alimentation sont encore très largement 
basées sur l’examen microscopique après concentration de
l’échantillon. Depuis peu, des techniques normalisées ont
été développées associant filtration, immunocapture et
immunorévélation (norme Afnor NF T 90-455, juillet

2001 pour Cryptosporidium, normes US-EPA 1623 pour
Cryptosporidium et Giardia) mais le rendement de ces
techniques reste encore insuffisant pour détecter de faibles
niveaux de contamination. Pour Cryptosporidium, cet
outil est cependant suffisamment performant et repro-
ductible pour permettre d’établir des plans de surveil-
lance. À ce titre, l’Angleterre a une position pilote, basée
sur une obligation réglementaire d’évaluation de la conta-
mination des ressources et de surveillance en continu de
l’eau produite.

Dans le cadre de l’évaluation de la diffusion du danger,
les techniques de biologie moléculaire arrivent égale-
ment en « force » soit par PCR classique ou PCR ou
quantitative, mais l’interprétation de la mise en évidence
d’ADN parasitaire dans un échantillon, en terme de 
risque infectieux, reste incertaine.

Malgré ces évolutions, il faut reconnaître que les connais-
sances sur la contamination environnementale et alimen-
taire restent encore faibles ou nulles pour de nombreux 
parasites. De même l’évaluation de la viabilité et de l’in-
fectiosité des parasites repose encore sur des techniques
très lourdes (infection expérimentale chez l’animal), peu
sensibles et non standardisées.

Relation dose-effet

C’est la deuxième étape clé de l’analyse quantitative 
de risque et certainement la plus difficile à apprécier.
Une relation dose-effet a pu être établie chez l’homme
pour deux parasitoses, la cryptosporidiose et la gardiase,
par des études sur volontaires sains. Pour Giardia, ces 
données sont anciennes et mériteraient d’être confirmées.
Pour Cryptosporidium, des études très récentes (2003,
2004) montrent une variabilité de la dose infectante 50 
en fonction de la souche ; aucune étude n’est encore 
disponible pour le génotype I. Pour Toxoplasma gondii,
on ne dispose que de données issues de modèles expéri-
mentaux animaux. Aucune donnée n’est disponible pour
les autres protozoaires.

Modélisation mathématique

À partir des données issues de la caractérisation du dan-
ger, de sa diffusion, de l’exposition et de la relation dose-
effet, il est possible de construire des modèles intégrant
l’ensemble de ces données et réaliser une estimation quan-
titative du risque. Les progrès méthodologiques considé-
rables de ces dernières années, avec l’introduction des mé-
thodes d’analyse probabiliste, ont permis d’intégrer la
variabilité, traduisant la diversité et l’hétérogénéité du
risque d’un individu à l’autre et l’incertitude liée à l’igno-
rance partielle ou au manque de connaissance sur l’une des
données composant le modèle. Ces modèles ont le grand
avantage de permettre d’élaborer des scénarii dans les-
quels, il est possible d’intégrer et de faire varier un ou plu-
sieurs paramètres, par exemple le niveau d’abattement d’une
technique de traitement appliquée sur une denrée alimentaire.
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À l’heure actuelle, le seul modèle validé en parasitologie
est celui de Cryptosporidium appliqué au risque lié à la
consommation d’eau. Il est ainsi possible de caractériser
la relation entre le risque quotidien ou annuel de cryptos-
poridiose en fonction du niveau de contamination de la 
ressource et d’y incorporer l’abattement appliqué lors du
traitement de l’eau. Ce modèle, développé par l’Afssa 
en 2002 représente un outil de gestion applicable à l’éva-
luation du risque lié à une ressource sensible mais aussi
à l’évaluation des risques en cas de contamination acci-
dentelle. Par exemple, son application lors de l’épidémie
de Divonnes les bains a permis de produire une estima-
tion du nombre de cas attendus, compatible avec le nom-
bre de cas observés.

Il n’en reste pas moins que le développement de modèles ma-
thématiques d’analyse quantitative de risque restera difficile
à développer pour d’autres parasites en l’absence de données
sur la diffusion de danger et sur la relation dose-effet.

VERS DE NOUVELLES OPTIONS

DE GESTION ?

La gestion des risques parasitaires comprend une compo-
sante individuelle associant thérapeutique et recomman-
dations de prévention et une composante collective, 
associant des mesures de contrôle de la diffusion du 
danger et une large information sur le risque parasitaire.
Dans les deux cas, l’efficacité de ces mesures devrait
pouvoir être évaluée.

Possibilités et perspectives thérapeutique

La pharmacopée anti-parasitaire est très restreinte. Pour
plusieurs parasitoses, il n’existe pas de traitement réelle-
ment efficace ou bien toléré permettant d’éradiquer le
parasite (cryptosporidiose, microsporidiose, toxoplas-
mose). Malheureusement, la recherche thérapeutique dans
les protozooses digestives reste encore extrêmement limi-
tée voire totalement absente pour certaines d’entre elles,
conduisant à des situations d’impasse thérapeutique.
Pourtant, les données récentes de la biologie cellulaire et
de la génomique, avec notamment le séquençage complet
du génome de plusieurs protozoaires (Encephalozoon 
cuniculi, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium parvum)
ouvrent de nouvelles perspectives de recherche pharma-
cologique. Parmi les nouvelles cibles potentielles, une
des plus prometteuses est certainement l’apicoplaste,
structure procaryotique acquise par endobiosymbiose
chez les parasites de la famille des Apicomplexa (dont
Toxoplasma gondii, Cryptosporidium). Cet organelle,
dont la fonction est encore mal définie, mais qui est vital
pour le parasite, est le siège de voies métaboliques absen-
tes chez les vertébrés, et qui sont donc des cibles spécifi-
ques pour des anti-parasitaires.

Un effort important reste à faire, sur le plan fondamental
mais aussi pour la promotion d’études cliniques visant à

évaluer l’efficacité de nouvelles molécules, en particulier
dans la toxoplasmose congénitale et dans les parasitoses
opportunistes. Il en est de même pour l’étude des agents
physiques ou chimiques pouvant être utilisés comme 
désinfectants et en agroalimentaire.

Prévention individuelle

Aucune chimioprophylaxie individuelle efficace ne peut
être recommandée en raison du faible nombre de molécu-
les antiparasitaires disponibles, de leur efficacité limitée
et de leur tolérance. Quant aux perspectives vaccinales
chez l'homme, elles ne sont pas réalistes à court ou moyen
terme.

Les mesures individuelles de prévention des protozooses
digestives portent donc avant tout sur l’hygiène alimen-
taire et corporelle. Pour la toxoplasmose, s'ajoutent des re-
commandations spécifiques, portant sur la consommation
de la viande, ces mesures étant ciblées par un dépistage
préalable des sujets à risque (femmes séro-négatives).

Cependant, l’efficacité des mesures de prévention reste
difficile à évaluer en l’absence de marqueurs fiables per-
mettant de mesurer l’incidence et la prévalence des infec-
tions parasitaires. Ces incertitudes ont amené certains
pays à reconsidérer la validité des programmes de dépis-
tage, notamment pour la toxoplasmose, en raison d’une 
incapacité ou d’une grande difficulté à les évaluer en
terme de coût / bénéfice.

Prévention collective

La prévention collective regroupe tout un ensemble de 
mesures destinées à réduire le risque parasitaire pour la 
population. Pour les parasitoses, et plus particulièrement
pour les zoonoses, les actions à mettre en place impliquent
une coordination de nombreux domaines d'activité 
(publics ou privés) portant sur l'environnement, l'agri-
culture, l'alimentation et la santé. Une grande partie de ces
mesures sont couvertes par des cadres réglementaires.
Malheureusement, ceux-ci ne prennent pas toujours suf-
fisamment en compte le risque parasitaire, qui a pourtant
ses particularités.

Dans le domaine de la prévention, l'analyse quantitative
du risque peut être considéré comme un bon outil de ges-
tion et d'aide à la décision. L'exemple donné précédem-
ment pour Cryptosporidium illustre bien son apport dans
l'analyse des options de gestion d'une ressource potentiel-
lement contaminée. De plus, le coût direct et indirect
d'une épidémie incite très fortement à privilégier une 
démarche préventive, basée sur une estimation préalable
du risque.
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CONCLUSIONS

Ces dernières années ont vu une grande évolution en
terme de prise en compte des risques parasitaires et de
leurs conséquences sanitaires et économiques, notam-
ment par le développement de démarches analytique plus
construite, destinées à optimiser les options de gestion et
de prévention.

Cependant, force est de constater que les données sur la
contamination environnementale ou alimentaire par les pa-
rasites restent encore très insuffisantes, de même que les
données sur l’incidence et la prévalence de ces infections
chez l’homme et chez l’animal.

Dans ce domaine, un très gros effort reste à faire auprès
des praticiens, des biologistes avec la nécessité d’une
coordination et d’une centralisation du recueil des don-
nées. Au niveau français et au niveau européen, plusieurs
initiatives sont actuellement en cours pour la mise en
place de réseaux et de collaborations permettant une
synergie entre les structures d’évaluation des risques,
d’analyse épidémiologique et de gestion sanitaire.

ANNEXE

À PROPOS DES ÉPIDÉMIES RÉCENTES

DE CRYPTOSPORIDIOSE SURVENUES

EN FRANCE :
RÉFLEXIONS ET PROPOSITIONS

En France, deux épidémies sont survenues récemment :
l’une à Dracy-le-Fort et l’autre à Divonnes les bains.
Dans les deux cas, elle résultent d’une pollution du réseau
de distribution d’eau à partir d’un retour d’eau acciden-
tel de la station d’épuration.

Dans les deux épidémies, l’analyse des évènements fait 
apparaître plusieurs difficultés :

- faible documentation parasitologique des cas de 
cryptosporidiose humaine : nombre limité de prélève-
ments et / ou d’examens parasitologiques des selles ; peu
d’information sur la capacité de diagnostic de la cryp-
tosporidiose des laboratoires locaux ; dispersion des
résultats,

- absence (ou très petit nombre) de données sur le géno-
type parasitaire, qui permettrait une évaluation de l’ori-
gine de la contamination (humaine ou animale),

- conditions de réalisation difficiles et coût élevé 
des analyses d’eau ; difficulté d’interprétation des résul-
tats (viabilité des oocystes, signification des valeurs
observées),

- absence d'une réelle estimation du risque pour la popu-
lation (en partie faite à Divonnes),

- incertitude sur les moyens de gestion les plus appropriés,
notamment pour ce qui concerne la décision de levée des
mesures de restriction d’usage,

- incertitude sur le risque post-épidémique, notamment en
cas d’exploitation d’une ressource en zone karstique
(Divonnes les Bains).

Les conclusion d’analyse ces deux épidémies sont conver-
gentes avec celles du rapport de l’Afssa Infections à pro-
tozoaires liées aux aliments et à l’eau, Cryptosporidium
sp. (Afssa, 2002) qui préconisait un certain nombre de 
recommandations visant à améliorer les conditions de
diagnostic, d’analyse épidémiologique et d’estimation du
risque lié à la cryptosporidiose en France.

De façon plus spécifique, ces recommandations portent sur
les points suivants :

- améliorer le recueil de données humaines et animales
sur la cryptosporidiose : estimation de la prévalence du
portage, de l’incidence de l'infection dans la population
générale et dans les populations plus sensibles (enfants,
immunodéprimés),

- la mise en place éventuelle d’une épidémio-surveillance,

- améliorer les techniques de diagnostic et d’identifica-
tion spécifique et sub-spécifique (génotypage) des cryp-
tosporidies dans divers support alimentaires,

- obtenir des informations sur la contamination des 
aliments autres que l’eau (coquillages, végétaux)

- améliorer les techniques visant à estimer la viabilité 
et l’infectivité des oocystes isolés de l’eau ou 
l’alimentation,

- assurer une meilleure information des médecins, des
biologistes et des responsables de santé publique sur la
cryptosporidiose (manifestations cliniques, conditions
de survenue, prévention, diagnostic, traitement), dans
le but de faciliter la prévention de la cryptosporidiose
et la gestion d’une éventuelle épidémie,

- mettre en place, appliquer et adapter localement les
méthodes d’analyse quantitative du risque de cryptos-
poridiose liés à l’eau de distribution, en se basant sur une
analyse préalable des ressources.

L’application de ces recommandations suppose un inves-
tissement humain et technique important et spécialisé en
Parasitologie, ainsi qu’une articulation des actions avec les
différentes structures de santé publique ayant en charge la
sécurité alimentaire et l’épidémio-surveillance, chez
l’homme et chez l’animal.

À l’heure actuelle, les compétences dans le domaine de la
cryptosporidiose existent en France mais sont réparties
dans plusieurs secteurs professionnels et avec des ni-
veaux de compétence variés :

- le secteur public de la santé, notamment dans les 
laboratoires de Parasitologie hospitaliers (universitaires
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ou non), compétents pour le diagnostic de la 
cryptosporidiose humaine, parfois associés à des unités
de recherche spécialisées.

- le secteur public de santé animale, dans les écoles 
vétérinaires et les laboratoires départementaux 
dont plusieurs disposent d’une unité de Parasitologie,

- les laboratoires chargés des analyses microbiologiques
des eaux et des aliments, compétents dans la recherche
de Cryptosporidium dans l’eau (laboratoires agréés),

- les laboratoires privés, réalisant en interne ou à titre de
prestataires, les recherches de cryptosporidies dans
l’eau.

Un projet de regroupement de compétences, constituant
un « maillage » de laboratoires sur l'ensemble du territoire
national (réseau) est envisagé au sein de la communauté
parasitologique hospitalière. Ce fonctionnement 
en réseau, basé sur des laboratoires référents permettrait
certainement d’améliorer notre approche épidémiologique
de la cryptosporidiose en France et servir directement 
les objectifs de prévention et de gestion de ce risque. Ce
réseau aurait également pour objectif de s'associer aux
structures d'évaluation scientifique et de vigilance des
risques sanitaires français et européens, constituant ainsi
un outil de dynamisation de la recherche sur
Cryptosporidium et sur les autres protozoaires contami-
nant l'eau ou l'alimentation.
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LA VIROLOGIE DES EAUX - COMPLEXITÉ DE

L’APPROCHE ET ENJEUX SANITAIRES

Christophe Gantzer
Faculté de pharmacie de Nancy I

Plus de 150 sérotypes de virus entériques pathogènes
pour l’homme ont été identifiés à ce jour. Ils sont excré-
tés en grandes quantités dans les selles des individus 
infectés (103 à 1010 particules virales / g de selle). Parmi
les plus courants, il est possible de distinguer :

- les virus des gastro-entérites (Norovirus, Rotavirus,
Adenovirus, Astrovirus…)

- les virus des hépatites (virus de l’hépatite A et E)
- les Enterovirus (Poliovirus, Coxsackievirus A et B,

Echovirus, Enterovirus non classés) responsables de
pathologies très diverses (méningite, atteinte cardia-
que, paralysies…).

Ces virus nus de 20 à 80 nm, sont transmis par voie féco-
orale soit directement de personne à personne, soit indi-
rectement via l’eau et les aliments. Si l’on se fonde uni-
quement sur des symptômes cliniques, 32 à 42% des
épidémies alimentaires liées à des micro-organismes 
entériques aux USA seraient d’origine virale. Ce sont les
Norovirus et le virus de l’hépatite A qui sont les plus 
souvent décrits lors d’épidémies d’origine hydrique ou 
alimentaire dans les pays industrialisés. De plus l’inci-
dence des Norovirus en particulier est reconnue comme
étant en hausse par l’OMS (augmentation vraisembla-
blement associée à une surveillance plus efficace et aux
développements d’outils de détection plus performants).
Les Norovirus sont à l’origine de plus de 85% des épidé-
mies de gastro-entérites non bactériennes. Aux USA, 
ces virus seraient responsables à eux seuls de 23 mil-
lions de cas de gastro-entérites, 50000 hospitalisations 
et 300 morts chaque année (Mead et al. 1999).
Manutention d’aliments par des personnes infectés, 
fruits de mer élevés dans des zones polluées, défaillance
du traitement de désinfection des eaux, brèche dans le 
réseau de distribution des eaux potables, baignade dans 
des eaux polluées sont autant de causes identifiées 
comme pouvant être à l’origine de ces épidémies virales
(pour une revue complète voir Koopmans et al. 2002 
et Koopmans and Duizer 2004).

L’estimation de l’incidence des maladies virales d’origine
hydrique ou alimentaire reste problématique car il faut 
simultanément :

- identifier les personnes infectées. Or même si certaines
maladies infectieuses d’origine hydrique ou alimen-
taire peuvent être relativement graves voire fatales, une
grande partie d’entre elles sont caractérisées par des
symptômes moins sévères. Ceci est particulièrement
vrai pour les Norovirus qui sont généralement associés
à des diarrhées et des vomissements sur une courte
durée (2 jours en moyenne). Ce type de pathologie peut
être largement sous-estimé par une structure de veille
sanitaire classique (Mead et al. 1999).

- détecter et identifier le virus dans les selles des person-
nes infectées. Il faut pour cela disposer de selles préle-
vées dans la semaine qui suit les symptômes.

- identifier l’eau ou l’aliment responsable de l’infection
et y détecter le virus. Cela implique d’abord une enquête
épidémiologique poussée, ensuite de disposer de prélè-
vements (aliments ou eaux) supposés être à l’origine 
de l’infection et enfin d’être capable de détecter et iden-
tifier le virus.

En terme de prévention, dans une eau potable par exem-
ple, l’absence d’indicateur bactérien de pollution fécale 
est sensée garantir l’absence de virus pathogènes. Or il est
largement reconnu à l’heure actuelle que ces indicateurs
ne reflètent pas le comportement des virus. De manière
exemplaire Grabow et al. (2001) remettent totalement en
cause leur utilisation pour l’évaluation de la contamina-
tion virale. Ces auteurs ne retrouvent en effet aucun des
indicateurs (flore totale, coliformes fécaux et totaux) dans
de l’eau de distribution dont 23% des échantillons sont 
positifs en virus pathogènes supposés infectieux
(Enterovirus 17%, Adenovirus 4% et virus de l’hépatite
A 3%) (n = 413). De même Haramoto et al. (2004) détec-
tent du génome de Norovirus génotype 1 et 2 dans respec-
tivement 4% et 7% de différentes eaux de distribution 
respectant parfaitement la législation en vigueur au Japon.
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L’importance des épidémies virales d’origine hydrique 
et alimentaire, la difficulté de définir l’incidence de ces
maladies virales mais aussi les limites des indicateurs
bactériens de pollution fécale pour identifier une pollution
virale sont à l’origine de nombreuses réflexions pour sa-
voir si de nouveaux paramètres de contrôle doivent être
mis en place pour une meilleure prise en compte du ris-
que viral lié à l’eau ou aux aliments. Deux alternatives sont
possibles : la recherche directe de virus pathogènes ou la
recherche d’indicateurs de pollution fécale d’origine vi-
rale (bactériophages fécaux). Seule la recherche de virus
pathogènes est discutée dans l’exposé (pour une revue
concernant les bactériophages voir Grabow 2001).

L’analyse virologique d’une eau ou d’un aliment est 
basée sur trois étapes : la concentration (eau) ou l’extrac-
tion / concentration (aliments), la détection et l’interpré-
tation du résultat.

La concentration des virus à partir d’échantillons d’eaux
(jusqu’à 1000 litres pour une eau potable) s’effectue 
généralement par des techniques d’adsorption-élution im-
pliquant l’utilisation de différents supports chargés (mem-
brane, laine de verre, poudre de verre…). Il s’agit 
d’adsorber les virus sur le support via des interactions 
électrostatiques, hydrophobes… puis de les éluer dans 
une solution tampon permettant d’inverser ce processus
(pH > 9, extrait de bœuf, détergents…). Des techniques
d’ultrafiltration peuvent aussi être envisagées pour les
eaux peu chargées en matières en suspension. Globalement
ces techniques permettent d’obtenir les virus sous un 
volume compris entre 4 et 300ml. En fonction de la tech-
nique de détection utilisée il est généralement nécessaire
de réduire encore ce volume en y associant des techniques
de concentration secondaire (ultrafiltration, ultracentrifu-
gation, floculation…). Le volume obtenu est alors com-
pris entre 100µl et 1ml. Dans les conditions idéales et avec
certains virus modèles (Poliovirus 1…) les rendements de
concentration sont compris entre 60 et 100%. Néanmoins
il est évident que ces rendements varient en fonction du
type d’eau (turbidité, conductivité…) et du type de virus
recherché. 

L’extraction concentration des virus à partir d’aliment
comprend une étape d’extraction et une étape de concen-
tration. L’extraction consiste à homogénéiser l’échantil-
lon (broyage, ultrasons…) puis à éluer les virus de la ma-
trice solide avec des tampons comparables à ceux décrits
ci-dessus. Certains protocoles incluent uniquement une
élution de la surface de l’aliment. L’éluat est ensuite
concentré par des techniques comparables aux concentra-
tions secondaires décrites ci-dessus.

La détection des virus dans l’environnement doit prendre
en considération la faible concentration virale susceptible
d’y être retrouvée. Ainsi la culture cellulaire et les tech-
niques d’amplification génique sont les seules adaptées à
ce type de matrice.

La culture cellulaire est la technique de référence car
c’est la seule qui permette de témoigner du caractère in-
fectieux des virus isolés. Elle est en outre sensible et
quantitative. Néanmoins c’est une technique longue (une
à plusieurs semaines), fastidieuse et qui ne permet pas la
détection de tous les sérotypes viraux. Par exemple les
Norovirus ne se multiplient sur aucun système cellulaire
connu. Il est donc clair que cette technique est inadaptée
pour une analyse virologique de routine.

Les techniques d’amplification génique de type (RT-)PCR
semblent présenter tous les avantages de la technique
idéale (sensible, spécifique, rapide, adaptée à tous les sé-
rotypes viraux) mais elles ne permettent pas de témoigner
du caractère infectieux du virus. De plus, il est important
de signaler que l’utilisation des techniques moléculaires
est associée à un risque important de faux positifs (conta-
mination de laboratoire, amplification non spécifique…).
Lamothe et al. (2003) décrivent par exemple 2,44% de
faux positifs lors de l’analyse de plus de 700 échantillons
d’eaux minérales. Le risque de faux négatif doit aussi
être pris en compte en incorporant des étalons internes lors
des réactions d’amplification pour déceler la présence
éventuelle d’inhibiteurs qui sont nombreux dans les ma-
trices environnementales.

Le critère d’infectiosité disponible après mise en culture
des virus et la rapidité de la (RT-)PCR ont conduit certains
auteurs à combiner les deux techniques de détection 
virale en réalisant une (RT-)PCR sur les surnageants de
culture cellulaire : il s’agit de l’ICC (RT-)PCR (Integrated
Cell Culture (RT-)PCR). Le principal inconvénient de
cette technique réside dans le fait qu’actuellement il est
impossible de multiplier tous les virus entériques sur cul-
ture de cellules. C’est le cas notamment des Norovirus.

La dernière étape consiste à interpréter le résultat de
l’analyse. Comme souligné ci-dessus la (RT-)PCR ne 
détecte que des fragments de génome viral et de ce fait ne
permet pas de témoigner du caractère infectieux du virus
isolé. Ce point est fondamental et est à l’origine de nom-
breux débats. Pour certains, l'ARN génomique serait 
« rapidement » dégradé dans le milieu hydrique et de ce
fait le génome détecté ne « pourrait » être qu'encapsidé et
donc appartenir à un virus complet « potentiellement » 
pathogène. D'autres rappellent que le devenir de l'ARN 
génomique dans l'environnement hydrique est mal connu
et surtout que l'existence d'une capside n'est de loin pas
un critère suffisant pour témoigner du caractère infec-
tieux du virus. En effet une capside peut avoir subi des
dommages qui rendent le virus incapable de se fixer sur
les cellules sensibles et donc de les infecter. Avec les 
unités virales infectieuses nous disposons de repères bien
définis (doses minimales infectantes, durée de survie,
sensibilité à la chaleur, aux désinfectants…) qui permet-
tent l'estimation d'un risque pour la santé publique s’il y
a détection de ce type de particules dans le milieu hydri-
que. Pour les génomes viraux à l'inverse ces données
n'existent pas ou sont excessivement fragmentaires. Aussi
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avant de pouvoir tirer des conclusions à la suite de la 
détection de génome dans une eau ou un aliment, il sem-
ble impératif de se poser la question suivante : les connais-
sances concernant la dégradation des génomes viraux
(ou des particules non infectieuses en général) sont-elles
arrivées à un niveau suffisant pour utiliser les techniques
de biologie moléculaire comme outil analytique visant
à estimer le risque viral pour l’homme via l’eau et les
aliments ?

En fait, dans l’état actuel des connaissances après une ana-
lyse par biologie moléculaire, le niveau d’information
est différent selon le résultat obtenu.

L’obtention d’un résultat négatif, dans les conditions stric-
tes d’assurance qualité (étalon interne…), permet de té-
moigner de l’absence du virus infectieux correspondant
dans le volume analysé.

L’interprétation semble beaucoup plus complexe dans le
cas d’un résultat positif même si celui-ci est obtenu selon
des critères strictes d’assurance qualité et ceci pour plu-
sieurs raisons :

- D’une manière générale, de très nombreuses études bi-
bliographiques ont montré qu’il était possible de détec-
ter du génome sans pour autant isoler le virus infectieux
correspondant.

- La cinétique d’inactivation d’une particule virale infec-
tieuse et la cinétique de dégradation d’un fragment 
de génome sont souvent différentes dans un même 
milieu. Dans une eau minérale par exemple Gassilloud
et al. 2003 observent une persistance plus grande du 
génome viral que des virus infectieux quelle que soit la
température (entre 4°C et 35°C) et quel que soit le virus
(Calicivirus félin f9, Poliovirus 1). À 35°C par exem-
ple, le Poliovirus 1 infectieux subi une inactivation 
de l’ordre de 4 unités logarithmiques en 20 jours, alors
que la dégradation du fragment génomique détecté par
RT-PCR n’est même pas de 2 unités logarithmiques en
80 jours. Ceci implique que plus l’origine de la conta-
mination est éloignée dans le temps plus la discordance
entre génome et particule infectieuse est importante.

- Très peu de données sont disponibles sur les mécanis-
mes d’inactivation d’une particules virale : dégradation
du génome et dégradation de la capside.

- Les paramètres impliqués dans la perte d’infectiosité et
la dégradation du génome peuvent être différents. La
température reconnue depuis des années comme étant
un des paramètres les plus importants pour la perte
d’infectiosité a un effet très faible sur la dégradation du
génome. En fait il semble probable que ce paramètre
augmente simplement la cinétique de dégradation de la
capside et que le génome n’est dégradé que dans un se-
cond temps par exemple par des ribonucléases.

- La dose virucide, basée sur des mesures d’infectivité,
n’est pas la dose qui permet d’éliminer toute trace de gé-
nome viral. Ainsi, il a été largement démontré que pour
une dose donnée de désinfectants (chlore, ozone,

UV…), l’abattement en virus infectieux est toujours très
largement supérieur à celui obtenu pour des fragments
de génome détectés par PCR. En fonction des données
de la littérature, il semblerait que pour garantir l’absence
de génome, les doses de désinfectant devraient être re-
vues à la hausse. 

En fonction de ces données, il semble très difficile de 
relier la simple présence de génome à un risque infectieux
mais il est possible de considérer la présence de génome
viral comme un indicateur d’une contamination virale
plus ou moins ancienne.

En conclusion, il semble extrêmement aléatoire dans l’état
actuel des connaissances de vouloir relier la détection de
génome viral à la présence du virus infectieux corres-
pondant. Par contre la présence de génome viral peut être
considérée comme un indicateur d’une pollution virale
plus ou moins ancienne. Dans quelle mesure cet indica-
teur surestime le risque infectieux doit encore être précisé
par des études fondamentales concernant les mécanis-
mes de dégradation d’une particule virale (capside et gé-
nome). Ceci est d’autant plus important après un traite-
ment de désinfection pour lesquelles de nombreuses
données sont disponibles au sujet de la perte d’infectio-
sité mais très peu sont disponibles concernant la dégrada-
tion du génome.

À l’inverse, l’absence de génome viral est relativement 
informative puisqu’elle est synonyme d’absence de virus
infectieux. La biologie moléculaire permet en outre une
recherche rapide du virus et constitue donc un outil puis-
sant d‘investigation sur l’origine des épidémies.
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ATELIER 1

LE RÔLE DE L’ENVIRONNEMENT

ET DES MODES D’ÉLEVAGE DANS LA

DISSÉMINATION DE L’ANTIBIORÉSISTANCE
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École nationale vétérinaire de Nantes I

Jean Lesne 
École nationale de la santé publique

L’antibiorésistance est devenue une préoccupation majeure
car il est de plus en plus évident que nous devons vivre
avec un nombre limité de molécules. Elles doivent donc
impérativement être utilisées à bon escient.

Les enjeux concernent bien sûr en priorité la santé 
humaine, dont les moyens de gestion doivent être préser-
vés à tout prix. Ils concernent ensuite la santé animale, 
également très importante pour garantir la qualité micro-
biologique des aliments et la santé des écosystèmes 
puisque l’environnement peut se révéler un réservoir de
gènes de résistance transférables à des bactéries humai-
nes, pathogènes ou non. Dans ce contexte, l’usage des 
antibiotiques chez les animaux est devenu une vaste
source de polémique.

Les grandes zones d’élevage sont particulièrement vulné-
rables, car les réseaux hydriques y sont soumis à une pol-
lution importante dont l’impact est actuellement difficile
à évaluer du fait du manque de données précises sur le
sujet. Les conséquences de l’utilisation des antibiotiques
en élevage sont doubles. Ils peuvent d’abord agir en pol-
luant directement l’environnement par les résidus émis à
partir de animaux traités, soit sous la forme du principe
actif, soit sous forme de métabolites actifs non métaboli-
sés. Cet aspect est bien documenté dans le chapitre 
« écotoxicité » des dossiers d’Autorisation de Mise sur le
Marché pour les médicaments et d’agrément pour les
pesticides. Moins connues et plus difficiles à évaluer sont
les conséquences de la création d’une pression de sélec-
tion sur la flore bactérienne pathogène et commensale des
animaux traités, avec production d’un « flux de gènes »
qui seront disséminés dans l’environnement par de très
nombreuses bactéries. C’est cet aspect du risque qui com-
mence à susciter l’intérêt un peu partout dans le monde.

LES DIFFÉRENTS TYPES D’ÉLEVAGES

ET LES MODES DE TRAITEMENT

Les différents types d’élevage

Selon l’importance des effectifs et la densité des animaux
entretenus à l’extérieur ou à l’intérieur, on parle d’éleva-
ges extensifs par opposition aux élevages intensifs ou 
organisés, souvent qualifiés d’élevage « industriels ». Les
premiers sont considérés comme peu polluants. Ils concer-
nent surtout les ruminants. L’élevage plein-air des mono-
gastriques, porcs et volailles, reste mineur par rapport à
la production « organisée ». Les effluents de ces élevages
sont directement rejetés dans l’environnement.

Dans les élevages organisés, les effluents solides (fu-
mier) ou liquides (lisier) sont épandus après un stockage
qui joue un rôle déterminant, à la fois quantitatif et qua-
litatif, sur le devenir des bactéries. La durée de stockage
et l’effet des produits utilisés pour désodoriser le lisier in-
terviennent très certainement. L’évolution de la flore de-
vrait donc finalement être prévisible. Il devrait aussi être
possible d’orienter quantitativement et qualitativement
les émissions microbiennes.

Les animaux les plus dangereux pour l’environnement
sont sans nul doute les poissons puisque les traitements
sont directement appliqués dans l’eau.

Les modes de traitement

L’application des traitements doit être adaptée à l’espèce
animale : les traitements injectables sont bien adaptés
aux animaux de grande taille (bovins) et aux petits 
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effectifs. Les injections sont impératives chez les rumi-
nants sevrés dont la flore ruménale est fragile et peut être
profondément perturbée par les traitements antibiotiques
administrés par voie orale. La voie orale est préférée pour
les volailles et les porcs qui doivent recevoir un traitement
collectif lorsque dès que les maladies infectieuses pren-
nent de l’extension. Dans le cas des volailles, l’eau est 
le vecteur le plus utilisé alors que chez le porc, l’aliment
reste intéressant même si le recours aux solutions et pou-
dres orales se développe de plus en plus.

Les préparations injectables permettent de bien contrôler
la dose administrée, mais souvent le traitement est mal
suivi car elles nécessitent des interventions répétées qui
deviennent rapidement pénibles pour l’opérateur en 
particulier dès que l’animal retrouve de la vigueur !…
Leur innocuité pour l’environnement n’est d’ailleurs pas
totale car de nombreux antibiotiques ont un cycle entéro-
hépatique et sont éliminés dans l’intestin sous forme 
active à des concentrations sub-inhibitrices. La voie 
parentérale ne peut donc pas être considérée comme 
totalement inoffensive.

Les traitements collectifs présentent un risque supérieur
de diffusion de la résistance, puisque le nombre de sujets
traités est supérieur.

La voie orale est précieuse pour les monogastriques 
dès que les effectifs dépassent une centaine d’individus.
L’eau de boisson est un vecteur facile à utiliser chez les
volailles avec un simple bac de rétention d’eau. Chez le
porc, elle nécessite un matériel adapté qui se vulgarise 
de plus en plus. Dans tous les cas, il existe un risque de
fuite d’eau médicamenteuse à partir des abreuvoirs, avec
pression de sélection exercée directement sur les bactéries
de l’environnement.

L’aliment est un vecteur bien adapté aux traitements des
animaux en incubation dans un élevage où une maladie se
déclare. Il présente l’immense avantage de garantir l’ob-
servance du traitement car sa préparation et son adminis-
tration échappent totalement à l’éleveur ce qui n’est pas
le cas avec la voie parentérale et l’eau de boisson.

Quelle que soit la voie de traitement utilisée, l’antibioti-
que doit accéder au siège des lésions, où il crée une pres-
sion de sélection sur les bactéries pathogènes. Si le trai-
tement échoue ou si la guérison bactériologique n’est pas
totale, des bactéries souvent devenues moins sensibles 
risquent d’être éliminées dans l’environnement. Mais pa-
rallèlement, la flore commensale subit aussi cette pression
de sélection et risque de constituer un réservoir de gènes
de résistance qui seront éliminés à partir de la sphère
oro-nasale, par la flore cutanée et surtout par voie intes-
tinale, directement ou à travers un cycle entéro-hépatique. 

En matière de thérapeutique et de gestion de la résis-
tance, les monogastriques, poissons compris bien en-
tendu, sont considérés comme potentiellement dangereux
car ils sont nombreux et émettent donc de grandes quan-
tités de déchets dans l’environnement. L’usage des 

antibiotiques comme régulateurs de flore à des fins essen-
tiellement zootechniques a contribué à noircir leur image.
Leur abandon est maintenant programmé ce qui mettra fin
à un long débat. 

La prise de conscience du risque inhérents aux traite-
ments vétérinaires a conduit à une réflexion globale sur
les bonnes pratiques cliniques et à une évaluation du 
risque-bénéfice des méthodes appliquées.

Influence des choix thérapeutiques et
du mode de prescription

Ils sont très importants car l’émergence des résistances et
la pérennisation de ces dernières dans la flore des animaux
dépend beaucoup du choix de l’antibiotique et de son
mode de distribution. Quelques idées ressortent des nom-
breux travaux publiés sur ce sujet :

�Il ne faut pas répéter les traitements avec la même 
molécule ou avec des molécules de la même famille,
d’où l’importance du traitement initial, du choix des 
posologies et de la durée des traitements.

�Les traitements des sujets jeunes sont beaucoup moins
dangereux que ceux des sujets âgés car les quantités 
distribuées sont très inférieures, les bactéries émises
dans l’environnement sont moins nombreuses et la flore
a le temps de se reconstituer avec élimination des sou-
ches résistantes en cours d’élevage. En effet, pour plu-
sieurs antibiotiques, le coût biologique de la résistance
est élevé pour les bactéries et les souches résistantes 
disparaissent spontanément lorsque la flore sensible
peut coloniser de nouveau l’intestin. C’est ce que nous
avons montré pour la résistance d’Escherichia coli
aux quinolones [2].

�La médecine vétérinaire doit privilégier les molécules
peu ou pas utilisées en médecine humaine.

�Les antibiotiques induisant l’apparition d’une résis-
tance de nature chromosomique sont moins dangereux
que ceux qui induisent l’apparition de supports généti-
ques transférables.

�Les principes actifs doivent être purifiés. Les résidus de
fermentation, peu coûteux, ont largement été utilisés en
alimentation animale. Or, peuvent être présents dans le
support de l ’antibiotique : c’est ce qui a été montré pour
le support de l’avoparcine, dans lesquels les gènes de
résistance vanH, vanA et vanX ont été identifiés [5].
L’usage des « feed grade » en médecine vétérinaire est
actuellement interdit en Europe, mais ce n’est pas le cas
dans le reste du monde.

�Tous les médicaments prescrits doivent faire 
l’objet d’une Autorisation de Mise sur le Marché, 
garantissant la qualité des matières premières, la 
stabilité du médicament, son innocuité, son efficacité 
et pour les antibiotiques, prévoyant le suivi de la 
résistance.



�Le suivi vétérinaire des élevages doit être strict : pres-
cription des traitements dans le cadre d’une bonne
connaissance de l’élevage et de la maladie qui est ob-
servée, délivrance des antibiotiques exclusivement sur
ordonnance, suivi régulier des élevages.

ÉVALUATION DE L’IMPACT DE L’USAGE

DES ANTIBIOTIQUES

Suivi des consommations et de la résistance

Dès la prise de conscience du risque que représentait
l’usage massif d’antibiotiques dans l’alimentation ani-
male à des fins zootechniques (Antibiotiques Régulateurs
de Flore : ARF), des enregistrements des consommations
ont été mis en place dans de nombreux pays. C’est
l’Europe du Nord qui a commencé, le Danemark se 
dotant avec DANMAP d’un système particulièrement
performant, facilité par la centralisation de la production
dans ce pays. En France, des enregistrements précis 
sur les consommations d’antibiotiques utilisés comme
médicaments sont également mis en place sous le contrôle
de l’Afssa et de l’Agence Nationale du Médicament
Vétérinaire.

Le suivi de l’antibiorésistance a été réalisé en parallèle, en
particulier sur Enterococcus faecium, la bactérie dont la
résistance à l’avoparcine, un ARF de la famille des gly-
copeptides proche de la vancomycine utilisée en médecine
humaine, a été à l’origine des inquiétudes suscitées par
l’utilisation des antibiotiques en alimentation animale.
La résistance des salmonelles, à l’origine de Toxi-
Infections Alimentaires Collectives (TIAC) parfois très

graves et celles d’Escherichia coli, pathogènes ou traceurs,
font également l’objet d’enregistrements attentifs et de
programmes de recherche.

Les résultats des suivis danois montrent clairement que
l’interdiction des ARF a réduit de façon considérable la
consommation d’antibiotiques en alimentation animale,
mais que parallèlement, l’augmentation de la pathologie
digestive a induit une importante croissance de l’usage
d’antibiotiques à titre curatif (figure 1). Par leur effet 
régulateur sur la flore, les ARF contrôlaient aussi sans
doute des bactéries pathogènes qui ont finalement un 
impact non négligeable sur la santé.

Une conséquence plus positive de l’interdiction des ARF
a été la réduction de la résistance des entérocoques 
à l’avoparcine, qui s’est amorcée rapidement chez le 
poulet, plus lentement chez le porc (figure 2).

Les données françaises confirment les tendances observées
au Danemak [8]. L’interdiction des ARF ne sera totale
qu’en décembre 2005, quatre molécules non utilisées en
médecine humaine étant encore autorisées. À ce jour, la
réduction globale de l’utilisation des antibiotiques est
donc moins perceptible que dans les pays d’Europe du
Nord. Par contre, si l’on prend l’exemple de la production
porcine, considérée comme une grande consommatrice
d’antibiotiques, l’augmentation de leur utilisation curative
à visée digestive (aminosides, colistine, macrolides) est
très nette depuis les restrictions de l’utilisation des ARF
comme l’indiquent les enregistrements de l’Afssa-ANMV
(tableau I, 7), à l’instar de ce qui est constaté au Danemark.
Comme le Danemark, la France s’est dotée d’un réseau 
de surveillance de l’antibiorésistance en médecine 
vétérinaire (RESABO).
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Figure 1 : Évolution de la consommation d’antibiotiques en médecine vétérinaire au Danemark (DANMAP 2002).



Impact des déjections animales sur la 
dissémination de bactéries résistantes
dans l’environnement

L’impact réel des épandages sur la dissémination de bac-
téries résistantes dans l’environnement est mal connu.
Des travaux danois récents établissent cependant que des
gènes de résistance peuvent être trouvés dans des bacté-
ries du sol, avec une fréquence variable selon que des

épandages de lisier de porcs ont été ou non récemment 
réalisés. Dans une étude portant sur 72 souches de bacté-
ries appartenant au groupe de Bacillus cereus isolées du
sol et 12 souches isolées à partir du lisier, la recherche des
gènes de résistance à la tétracycline n’a permis de trou-
ver que 3 isolats porteurs du transposon Tn916 transféra-
ble à d’autres bactéries à gram positif [1]. Une comparai-
son plus précise des bactéries isolées d’un sol sur lequel
on avait épandu du lisier de porc ou d’un sol témoin a été
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Figure 2 : Évolution de la résistance d’Enterococcus faecium à l’avoparcine (DANMAP 2002).

ANTIBIOTIQUE 1999 2000 2001

Aminosides 20,35 23.87 26.33

Pénicillines 30.16 31.30 29.86

Colistine 30.64 31.43 32.29

Quinolones 10.10 6.98 5.39

Tétracyclines 263.84 281.72 269.36

Macrolides 35.82 43.15 54.48

TMP-sulfa 110.90 117.33 99.60

Divers 13.07 15.60 15.66

TOTAL 514.88 551.39 532.97

Tableau I : Évolution de la consommation d’antibiotiques chez le porc, en France depuis la réduction de l’usage des ARF
(quantités consommées en tonnes, d’après MOULIN, 2003).



réalisée en 2003 par la même équipe [8]. La résistance à
la streptomycine et aux macrolides n’est que faiblement
affectée. Le niveau de résistance aux tétracyclines aug-
mente après l’épandage. Bien que ce phénomène soit
temporaire, il indique que l’usage du lisier de porc peut
conduire à une augmentation de la résistance des sols
aux tétracyclines. La présence de gènes de résistance aux
macrolides dans des souches de Bacillus cereus habituel-
lement indemnes isolées à partir du sol de fermes, suggère
aussi leur transmission à partir d’Enterococcus spp ou de
Streptococcus spp d’origine animale [4]. Le transfert des
gènes de résistance est donc possible à partir des bacté-
ries de l’environnement. Mais la prévalence du phénomène
est limitée et, ainsi que concluent les auteurs de ces tra-
vaux, le risque pratique pour la santé publique est mineur
en comparaison du transfert de gènes et de bactéries 
résistantes par le biais de la chaîne alimentaire.

Rôle de l’eau dans la transmission
de gènes de résistance

L’eau peut être contaminée par des bactéries résistantes 
intestinales animales et humaines porteuses de gènes de
résistance, suscitant des interrogations sur les possibilités
de transfert de ces résistances ultérieures aux bactéries 
intestinales humaines. Un scénario pessimiste verrait ces
bactéries hydriques saprophytes franchir la barrière de 
potabilisation se multiplier dans les réseaux de distribu-
tion, entrer dans le tube digestif humain, transférer des
gènes de résistance à la flore intestinale résidente patho-
gène ou saprophyte et excréter massivement ces bactéries
intestinales résistantes (Lesne).

La contamination des eaux de surface et des eaux de ri-
vière par des bactéries d’origine animale est évidemment
plus probable dans les zones où sont concentrés les éle-
vages : ruminants, mais surtout monogastriques (porcs et
volailles) et plus encore peut-être poissons. Avec ces der-
niers, les traitements sont en effet administrés dans l’eau
et ultérieurement rejetés dans l’environnement avec la
flore digestive pathogène ou non ayant fait l’objet d’un
contact récent et parfois massif avec des antibiotiques.

Les travaux permettant d’alimenter la réflexion sans som-
brer dans un alarmisme plus ou moins fondé sont peu
nombreux. Une étude intéressante a été réalisée en
Bretagne sur la circulation hydrique des gènes de résis-
tance aux antibiotiques dans l’alimentation en eau pota-
ble du réseau du Goélo [3]. Les eaux ont été prélevées dans
deux rivières, le Gouet et le Leff qui drainent des bassins
versants caractérisés par la présence d’élevages inten-
sifs, moins denses cependant dans le Gouet que dans le
Leff. Les phénotypes d’antibiorésistance ont été suivis
chez les entérocoques et les Aeromonas mésophiles. Les
souches d’entérocoques étaient pour la plupart résistan-
tes à un antibiotique au moins et en majorité multirésis-
tantes, étayant l’hypothèse d’une dissémination de souches
intestinales résistantes dans l’environnement aquatique.
Par contre, les souches d’Aeronomas appartenaient au

phénotype sauvage, sensible à tous les antibiotiques tes-
tés excepté les ß lactamines, en totalité dans le Gouët et
en grande majorité dans le Leff. Les gènes de résistance
à la tétracycline et au chloramphénicol, qui sont portés par
des éléments génétiques mobiles, et fréquents chez les en-
térocoques des deux rivières, n’étaient présents que dans
quelques souches d’Aeronomas, mais seulement dans le
Leff. Les résultats indiquent donc que le transfert par
conjugaison ou transduction des gènes de ces résistances
des entérocoques aux Aeromonas est possible mais rare.

Ces résultats nécessitent d’être confirmés, mais ils tendent
ne plaident pas en faveur de la fourniture en continu de
gènes d’antibiorésistance à la flore intestinale humaine par
l’eau de boisson via la microflore aquatique (par exem-
ple les Aeromonas).

COMMENT RÉDUIRE LE RISQUE LIÉ

À L’USAGE DES ANTIBIOTIQUES EN

ÉLEVAGE SUR L’ENVIRONNEMENT ?

La réduction du risque commence bien sûr par la mise en
place d’autres moyens que l’antibiothérapie pour contrô-
ler les maladies infectieuses des animaux d’élevage.

La méthode la plus élégante est l’éradication : lorsque les
maladies disparaissent, il en va de même des besoins thé-
rapeutiques. Cette voie doit être privilégiée, mais elle
n’est bien entendu pas toujours possible. La circulation des
bactéries en élevage peut être limitée par la vaccination,
moyen préventif qui doit être appliqué chaque fois qu’un
vaccin est disponible. Elle doit l’être aussi par le respect
des bonnes pratiques d’élevage : pratique de la bande
unique, qualité des nettoyages et désinfections pratiqués
avant l’entrée de toute nouvelle bande d’animaux, respect
strict des mesures d’isolement des élevages et des règles
de biosécurité. La rupture des cycles infectieux par la 
réduction du mélange des animaux est une mesure très 
efficace. En élevage porcin, le fait d’engraisser les ani-
maux du sevrage à la vente sans déplacer ni mélanger les
animaux s’avère d’une efficacité remarquable sur le plan
sanitaire. L’assouplissement administratif des règles de ré-
aménagement des locaux, permettant de vulgariser cette
méthode, serait une mesure intéressante. Enfin, la gestion
de la quarantaine, qui évite l’introduction de nouveaux
agents pathogènes, est également une mesure essentielle,
largement prise en compte dans chaque type de produc-
tion par les vétérinaires spécialisés.

Tous les facteurs permettant de réduire les stress aux-
quels sont soumis les animaux sont importants : il a en
effet été démontré que le stress peut à lui seul peut induire
l’émergence de résistances, en l’absence de tout traitement
antibiotique [6].

Le suivi vétérinaire des élevages fait désormais l’objet 
de toutes les attentions des pouvoirs publics, avec l’obli-
gation de mettre en place dans tous les élevages, d’un 
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registre où sont enregistrés toutes les interventions et tous
les traitements. La délivrance des antibiotiques sur ordon-
nance est effective depuis plusieurs années. Le registre
d’élevage présente l’avantage de synthétiser toutes les
interventions et d’être à la disposition de tous les interve-
nants de l’élevage, ce qui est précieux lorsque plusieurs
vétérinaires sont amenés à intervenir.

PERSPECTIVES ET VOIES DE RECHERCHE

De nombreuses questions restent sans réponse et néces-
siteraient de plus amples investigations.

Les premières portent sur la signification des enquêtes de
prévalence, car le sujet est si large qu’il nécessite d’être
bien cadré :

• Qu’entent-on exactement par milieu naturel ?

• Quelles sont les sources d’émission de substances acti-
ves et de leurs métabolites ? Les animaux sont bien
connus, mais il en existe certainement beaucoup d’autres.

• Qui suit la résistance ? De nombreuses équipes de mé-
decins, biologistes, vétérinaires, travaillent sur le sujet,
mais comment co-ordonner et synthétiser les multiples
travaux qui sont produits sur ces sujets ? Les résultats
peuvent être contradictoires et il est indispensable de
hiérarchiser les données et les risques qui semblent
émerger.

• Que suit-on exactement ? Faut-il suivre une espèce
bactérienne particulière, intéressante à la fois par son 
importance médicale et sa large dissémination dans
l’environnement, comme c’est le cas des salmonelles ou
des colibacilles ? Faut-il s’intéresser à des gènes de 
résistance particulier, comme ceux qui induisent la 
résistance à la vancomycine, aux quinolones, aux cépha-
losporines ou à d’autres familles d’antibiotiques ? 
Faut-il suivre l’évolution des taux de résistance et, dans
ce cas, il faut bien entendu disposer de références en par-
tant des réseaux existant et en les rendant de plus en plus
complets et opérationnels.

Mais les interrogations qui peuvent être soulevées vont
bien au-delà :

• Quel est l’impact des concentrations très faibles d’an-
tibiotiques et de leurs métabolites actifs sur les bacté-
ries des eaux, des boues et des biofilms ? Les travaux
sur les antibiotiques facteurs de croissance ont partiel-
lement abordé ce sujet, mais en prenant surtout en
compte l’environnement particulier de la flore digestive.
Le rôle des supports particuliers que sont les boues et
les biofilms sont encore mal explorés.

• Quelle est la nature des transferts de gènes qui se pro-
duisent in situ dans les différents écosystèmes, entre
agents pathogènes et / ou saprophytes ?

• Quel est l’impact des désinfectants et des conserva-
teurs sur la résistance ? D’une façon plus générale, il 

faut s’interroger sur les interactions de divers facteurs
environnementaux : stress, qu’il s’agisse du stress 
bactérien ou du stress des êtres vivants exposés à des
bactéries résistantes, traitements physiques et chimiques
des eaux et des boues qui peuvent modifier la survie des
bactéries, les taux de mutation, la sélection des souches
résistantes et leur capacité à échanger des informations
génétiques.

CONCLUSIONS

En dépit des interrogations soulevées par le sujet, de
nombreux moyens d’action sont de prime abord disponi-
bles. L’utilisation des substances antimicrobiennes en
médecine humaine et vétérinaire sont les mieux connues.
Elles peuvent faire l’objet de restrictions ou de contrôles
permettant de réduire une première pression de sélec-
tion. Il ne faut cependant pas oublier les autres facteurs de
sélection, allant des produits phyto-sanitaires aux désin-
fectants ménagers, en passant par des contaminants divers
de l’environnement comme les métaux lourds sans oublier
le traitement des animaux de compagnie, rarement évo-
qué mais vecteurs efficaces d’une diffusion rapide et rap-
prochée de bactéries pathogènes résistantes, en particulier
à l’enfant…

L’impact de l’élevage sur la circulation de gènes de 
résistance dans l’environnement est important. Les pays
européens ont pris la mesure du problème en restreignant
les possibilités d’utilisation des anti-infectieux. Il ne 
faut cependant pas oublier que les résistances préexistent
à tout nouvel antibiotique et que les interdictions ne 
protègeront jamais totalement de ce phénomène. Des 
niveaux de résistance importants peuvent être trouvés sur
des bactéries isolées dans des élevages où aucun traitement
antibiotique n’est utilisé [2]. Il apparaît donc impératif de
chercher pourquoi et dans quelles conditions apparaissent
ces résistances apparemment sans lien avec des facteurs
de sélection connus. S’il est important d’évaluer le risque
il l’est plus encore de le gérer, aussi bien chez l’homme
que chez les animaux.
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La détection, l'identification et le dénombrement des mi-
croorganismes dans l'environnement sont indispensables
pour les contrôles sanitaires, mais également dans bien
d'autres domaines comme, par exemple, pour la préven-
tion des corrosions, la réduction des phénomènes de col-
matages, pour le suivi des procédés industriels d'épuration
des eaux usées ou potables ou encore pour les recherches
en écologie microbienne.

Dans de très nombreux cas, la rapidité de réponse est 
un élément majeur pour l'aide à la gestion et la prise de
décisions dans des délais les plus compatible avec les 
niveaux d'urgences nécessaires.

Dans l'environnement, les microorganismes se trouvent
dans des matrices parfois très complexes lorsqu'ils sont
fixés à des particules ou à la surface des matériaux, en 
libre circulation dans un fluide complexe ou inclus dans
des biofilms avec leurs masses d'exopolymères.

Les méthodes de biologie moléculaire apportent des 
éléments totalement nouveaux en terme de spécificité,
de rapidité ou d'aide à l'imagerie et ont fait franchir des
étapes nouvelles en terme d'acquisition de la connais-
sance, d'élaboration de systèmes de surveillance, d'aides
à la gestion ou dans le développement de méthodologie
de dépistage des situations à risques. Si ces nouvelles
technologies analytiques, associant la chimie et la biolo-
gie, rendent des services extraordinaires, elles présentent
des limites, des incompatibilités et des voies prometteu-
ses de progrès.

OBJECTIFS DE L'ATELIER

Les débats ont eu pour objectif de dresser un état des 
capacités des outils nouveaux issus des méthodes de 
biologie moléculaire et des biotechnologies pour répon-
dre aux besoins très importants de la détection rapide des
microorganismes dans l'environnement et identifier les
priorités d'action.

En préambule, il est rappelé que les microorganismes en-
vironnementaux sont généralement recherchés, identifiés
et dénombrés :

- pour des besoins de suivi et d'amélioration de procédés
industriels de production ou de traitement (efficacité de
désinfection, mesure de l'activité de biodégradation ou
de biotransformation…),

- pour la détection précoce d'agents pathogènes ou 
pathogènes opportunistes,

- pour l'identification de l'origine d'épidémies,

- pour des besoins spécifiques comme le prévention des
corrosions, les études scientifiques sur l'écologie 
bactérienne…

ÉLÉMENTS À PRENDRE EN COMPTE

La rapidité des progrès accomplis dans le développement
des méthodes analytique issues de la biologie moléculaire
ou des biotechnologies leur fait attribuer des avantages 
ne correspondant pas toujours à ce qu'espèrent certains 
utilisateurs n'ayant pas, au préalable, clairement identifié
les caractéristiques de leurs besoins. C'est pourquoi, pour
éclairer les débats, certains éléments ont du être rappelés
pour éviter les confusions.
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• La diversité des microorganismes, celle de leur état de
viabilité ou d'infectiosité sont grandes dans l'environne-
ment et les questions posées aux analystes ou aux cher-
cheurs sont très variables. Ceci implique qu'il convient de
se garder de généraliser sur les usages de la biologie mo-
léculaire et de considérer ces outils comme des méthodes
universelles. Bactéries, spores de bactéries, virus, proto-
zoaires, kystes de protozoaires, champignons et spores,
cyanobactéries sont autant de cibles potentielles dont les
structures, les comportements et les écologies peuvent être
très différents. Les questions peuvent porter sur l'identi-
fication d'une espèce au sein d'une population, le dénom-
brement d'une flore mixte, l'étude des échanges entre 
espèces au sein d'une biomasse, la détection rapide d'un
germe viable, la comparaison de souches pour des études
épidémiologiques…
Le demandeur sera donc amené à bien définir l'objectif 
attendu et les microorganismes cibles avant d'orienter
vers des méthodes traditionnelles ou plus innovantes.

• La rapidité est d'autant plus nécessaire que les microor-
ganismes à rechercher sont susceptibles de provoquer un
risque sanitaire humain et / ou vétérinaire (eau potable, 
aérosols pouvant contenir des légionelles, boues avant
épandage, irrigation par des eaux recyclées, risque terro-
riste…). Le suivi d'un procédé industriel peut également
nécessiter une mesure en temps quasi réel pour permet-
tre des réglages et le contrôle qualité en ligne (eau pota-
ble, agro-alimentaire, eau ultra-pure en industrie électro-
nique…). Les attentes des analystes ou des décideurs 
en terme de délai de réponse sont variables selon les 
besoins et peuvent se caractériser par une mesure en ligne
sur site à l'aide de capteurs, jusqu'au travail effectué en 
laboratoire et pour lequel est en général exigé un délai 
de réponse avant la fin d'une journée de travail, soit dans
les 5 à 6 heures compte-tenu de l'acheminement des
échantillons.
Il est donc très important qu'avant le choix d'une mé-
thode, soit clairement défini le délai réel de réponse at-
tendu, incluant le prélèvement, l'acheminement éventuel,
les contraintes d'extraction ou de purification de l'échan-
tillon.

• La spécificité est une caractéristique importante des
méthodes de biologie moléculaire et elle peut être indis-
pensable pour la recherche des espèces ou des genres
particuliers, notamment lorsque l'on analyse une flore
complexe. Par contre, elle peut être moins importante
pour des usages globaux comme par exemple dans le cas
de l'évaluation d'un procédé de désinfection sur la flore 
microbienne totale.

• La mesure de la viabilité des microorganismes est 
véritablement un élément décisionnel majeur, puisque la
réponse attendue est généralement interprétée pour connaî-
tre la capacité du (ou des) microorganisme(s) à proliférer,
agir, dégrader, modifier ou infecter. Il est donc absolument
impératif que les demandeurs sachent parfaitement défi-
nir le niveau de leur exigence en matière de mesure de la
viabilité. Les microorganismes peuvent être dans un état

cultivable comme le révèlent les cultures sur milieux 
liquides ou solides des techniques traditionnelles de la 
microbiologie. Ils peuvent être définis dans un état viable
mais non-cultivables lorsqu'une activité biologique 
spécifique d'une cellule vivante est mesurée alors que les
germes ne cultivent pas sur milieu nutritif. L'analyste
comme le demandeur doivent être parfaitement en phase
afin que l'interprétation des analyses ne puisse prêter à
confusion et que la détection d'un fragment de génome
dans l'environnement par des techniques de biologie mo-
léculaire ne puisse être identifiée, en absence de méthode
complémentaire, comme la détection garantie d'un germe
viable.

• La quantification est très souvent indispensable. Dans
certaines situations, et afin de limiter les coûts du contrôle,
des méthodes dites « présence/absence » plus simples et
moins coûteuses, basées sur des cultures en milieux soli-
des ou liquides, sont utilisées en alternance avec des tech-
niques quantitatives. Les limites de détection et de quan-
tification sont des éléments majeurs lorsque la dose
infectieuse est parfois due à un très faible nombre de mi-
croorganismes. Quelle que soit la méthode employée, les
échantillons environnementaux nécessitent souvent que les
microorganismes d'intérêt soient isolés de leur matrice et
les méthodes employées sont souvent source de variabi-
lité importante sur la mesure. C'est par exemple le cas pour
le décrochage de biofilms par des techniques de grattage
ou d'ultra-sons, l'isolement de virus dans des eaux ou la
récupération de bactéries après filtration sur membrane.

• Les interférences sont parfois majeures lorsque les 
microorganismes sont recherchés dans des matrices com-
plexes (biofilms, boues, sédiments, sols…) ou présents en
très faibles quantités ou dispersés (air, eau…). Il importe
donc de procéder à une vérification complète de la qua-
lité de l'analyse en terme de rendement d'extraction, de 
variabilité, de reproductibilité de limite de détection ou de
quantification dans les matrices réelles.

- Le lieu de travail est aussi un élément important qui 
entrera dans l'orientation du choix des méthodes à em-
ployer. On ne travaille pas avec les mêmes outils et la
même qualité sur le terrain ou en laboratoire. Les outils
modernes devraient couvrir la gamme allant du capteur en
ligne autonome avec ses contraintes électriques, d'entre-
tien et d'environnement jusqu'à l'analyseur de laboratoire
en passant par les outils optiques ou les logiciels d'assis-
tance aux opérateurs.

• Le coût est très variable selon les méthodes, les outils
et les réactifs employés. Une fois le cahier des charges 
parfaitement établi, il arrive que le coût analytique 
soit alors jugé trop important ce qui peut alors limiter 
la stratégie d'échantillonnage. Les avantages, apportés 
au décideur par les méthodes modernes et rapides, sont
partiellement limités par le faible nombre d'échantillons
analysés.
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LES DIFFÉRENTES MÉTHODES

• Généralement, les protocoles impliquent des étapes
d'extraction et de concentration des microorganismes à
partir du compartiment environnemental. Ces étapes sont
très importantes dans la mesure où elles permettent de se
débarrasser de contaminants ou d'interférents et d'isoler 
les cellules mais elles induisent également de nombreux
problèmes. À titre d'exemple, les rendements de récupé-
ration sont parfois faibles, le stress de la filtration peut
inactiver ou tuer les cellules et l'imagerie est parfois gênée
par les matériaux supports sur lesquels se trouvent les bio-
masses. Les microorganismes sont recueillis par filtration,
par centrifugation, par grattage de surfaces, par adsorption
sur poudre de verre, etc. Il est souvent nécessaire d'asso-
cier une méthode particulière d'extraction-concentration
à un type de protocole analytique, ce qui complique les 
actions de normalisation et nécessite des travaux d'inter-
calibration entre laboratoires de référence.

• Les méthodes traditionnelles de culture en milieux liqui-
des ou solides restent les seules à pouvoir donner une 
réponse de la cultivabilité des microorganismes, c'est à 
dire de la viabilité et de la capacité à se multiplier dans 
les conditions de culture employées. Elles permettent de
réaliser des dénombrements de colonies, d'unités formant
plaques, ou d'obtenir un dénombrement statistique basé sur
la méthode du nombre le plus probable. Ces techniques
traditionnelles sont encore largement employées en raison
de leur efficacité, leur simplicité et leur coût, mais les 
réponses obtenues sont strictement limitatives au type de
milieu employé et au mode d'incubation fixé et ne permet-
tent pas d'évaluer le nombre de microorganismes viables
mais non cultivables. Elles peuvent être utilisées pour
réaliser des enrichissements préalables à l'utilisation de
méthodes de biologie moléculaire. Des systèmes automa-
tiques de détection ont été développés en mesurant par 
des voies enzymatiques ou physico-chimiques l'apparition
d'un paramètre qui reflète la prolifération du ou des 
germes qui étaient recherchés. Ces appareils sont basés 
sur des variations de pH, de couleur, de turbidité ou 
de fluorescence, mais le temps nécessaire à l'apparition 
du signal est lié à la quantité de germes présents initiale-
ment dans l'échantillon et la vitesse de doublement de 
la culture, ce qui nécessite un délai de réponse souvent
entre 8 et 10 heures minimum.

• Observations microscopiques directes ou après mar-
quage. Ces méthodes consistent à observer directement 
les microorganismes par microscopie traditionnelle, en
épifluorescence ou par laser confocal directement par
l'opérateur ou avec l'aide de systèmes de vidéo observa-
tion ou d'analyse d'image automatisés. Les réactifs em-
ployés peuvent être non spécifiques et marquer l'ensem-
ble des organismes, par exemple en colorant les
membranes ou en se fixant sur l'ADN. Ils peuvent être 
spécifiques en utilisant des anticorps poly ou monoclonaux
ou des sondes moléculaires ciblant des portions plus 
ou moins grandes du génome ou des fractions d'ARN

messager ou ARN robosomial (FISH). Certains réactifs
permettent une estimation de la viabilité en marquant
spécifiquement des réactions biochimiques uniquement
détectables lorsque le métabolisme cellulaire est actif.
C'est par ce moyen que sont dénombrés les germes via-
bles mais non cultivables.

• Les méthodes de biologie moléculaire par PCR, RT-PCR,
FISH, PCR en temps réel, comparaison des génomes…
Toutes ces méthodes ont en commun de cibler une portion
cible du système génétique et de sa transcription dans les
cellules avec une spécificité souvent très importante. Elles
sont utilisées pour des tests de « présence absence », en
imagerie, en cytométrie, en mesure semi-quantitative ou
quantitative. La réponse peut être exprimée en nombre de
cellules mais sans indication de la viabilité, même si dans
certains cas expérimentaux des corrélations peuvent être
établies.

• Dénombrement des microorganismes marqués par 
cytométrie en flux ou cytométrie sur solide. Ces métho-
dologies utilisent des détecteurs capables de compter des
évènements. Les cellules sont généralement marquées et
passent, dans un flux liquide, devant un détecteur dans le
cas de cytométrie de flux. Il est possible également de
compter des évènements fluorescents par balayage d'un
faisceau laser sur un filtre ou une surface solide.

Les réactifs utilisés sont donc basés sur :

- des anticorps permettant de marquer plus ou moins
spécifiquement les organismes sans notion de viabi-
lité,

- des sondes moléculaires pouvant être très spécifiques
mais sans notion de viabilité garantie actuellement,

- des réactifs enzymatiques pouvant refléter l'activité
biochimique et la viabilité,

- des réactifs chimiques se fixant sur des composés de la
cellule sans notion de viabilité.

CONCLUSIONS DE L'ATELIER

ET LISTE DES PRIORITÉS

Les discussions ont permis d'établir un ordre de priorités
en terme de besoins pour les actions à mener, afin de
pouvoir progresser dans la détection rapide des microor-
ganismes tout en permettant d'obtenir des réponses fiables,
précises et interprétables.

Priorité 1 : Améliorer et optimiser les
méthodes de préparation des échantillons

L'échantillonnage mal réalisé induit obligatoirement des
résultats faux ou mal interprétés. Généralement, l'échan-
tillonnage est mené sur la base d'une enveloppe financière,
plutôt que sur une réelle stratégie basée sur un protocole
statistique avec un nombre suffisant d'échantillons 
répartis selon des contraintes d'espace et de temps. La 
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limitation, liée au coût des analyses, conduit à des échan-
tillonnages réduits, ce qui limite le traitement statistique
des données.

L'extraction des microorganismes est un facteur limitant
pouvant augmenter les coûts, induire des variabilités de
mesure considérables, inactiver et tuer les microorganis-
mes et provoquer des faux positifs ou négatifs. La concen-
tration et la purification sont également des étapes majeu-
res d'interférences et de perturbations.

Il est important de progresser dans la mise au point de mé-
thodes de concentration couvrant la plus large gamme
possible de microorganismes et permettant un rendement
le plus proche de 100%.

Sans un échantillonnage rigoureux et une préparation de
l'échantillon de qualité, l'analyse n'a pas lieu d'être, même
avec des techniques modernes très fiables et très précises.

Priorité 2 : Savoir éviter les interférences
analytiques et les effets de matrice

Essentiellement dans le domaine des techniques de bio-
logie moléculaire, mais aussi pour toutes les méthodes
d'imagerie, les interférences avec des composants de la
matrice environnementale conduisent à de faux résultats.
Les discussions ont permis d'établir que les outils actuel-
lement disponibles sont assez performants pour les atten-
tes des laboratoires sur des microorganismes isolés en
conditions favorables de laboratoire, mais sont largement
limitées sur des échantillons environnementaux issus de
matrices complexes. Il est donc indispensable de réaliser
des progrès dans les méthodes de préparation des échan-
tillons ou dans l'efficacité des réactifs pour que leur cible
soit clairement marquées dans tous les cas (eaux usées,
biofilms, déchets…)

Priorité 3 : Les outils pour l'acquisition
des données existent mais ne sont pas
encore appliqués en routine et dans
les situations de terrain

Des outils existent actuellement soit sous forme de pro-
totype ou de systèmes commercialisés ou en début de
commercialisation. 

Les microscopes ont fait des progrès considérables : mi-
croscopie confocale, force atomique, épifluorescence…

Les outils de PCR quantitative dits « temps-réel » se dé-
veloppent et le coût des appareillages est en diminution.

Les logiciels d'analyse d'image sont de plus en plus per-
formants.

Des cytomètres en flux ou sur surface sont commercialisés.

Les puces à ADN se développent et peuvent être réalisées
à façon.

Malgré cela, tous ces systèmes restent d'un usage de diag-
nostic et de recherche dans des laboratoires de pointe et

ne sont pas encore entrés dans le domaine de l'utilisation
de routine pour le contrôle sanitaire.

Malgré les divers prototypes ayant été annoncés, il n'existe
aucun capteur en ligne commercialisé. 

Seul un analyseur en ligne en mode séquentiel est com-
mercialisé pour la détection des coliformes dans l'eau.

Priorité 4 : Rendre les coûts acceptables
pour les utilisateurs potentiels

Les laboratoires de microbiologie disposent souvent de
moyens réduits par rapport à des unités de chimie orga-
nique souvent équipées de chromatographes dotés en dé-
tection de spectromètres de masse. Il faut donc pouvoir
mettre en relation l'offre et la demande.

Le marché est réparti selon trois types de besoins :
- donner à un grand nombre de laboratoires dispersés

sur le territoire national des méthodes fiables et d'un coût
de revient limité pour le déroulement des analyses de
routine,

- centraliser des laboratoires de référence dans quelques
sites principaux du territoire métropolitain et DOM-
TOM, utilisant des appareillages sophistiqués et très
coûteux mais pouvant rassembler de nombreux échan-
tillons,

- installer des analyseurs et des capteurs sur sites.

Priorité 5 : Développer l'assurance
qualité et la normalisation pour
améliorer la fiabilité des mesures

De nombreuses méthodes nouvelles apparaissent dans
les laboratoires mais leurs applications pour des prestations
analytiques de surveillance et de contrôle nécessitent des
étapes de diffusion de l'information, de normalisation et
d'intercalibrations.

Il existe actuellement des méthodes traditionnelles em-
ployées dans des laboratoires de référence et accrédités
donnant un résultat interprété à la bactérie ou à l'unité près
alors que la variabilité sur la mesure est connue comme
étant très importante.

Pour une méthode nouvelle il s’écoule près de 10 ans
entre sa découverte et son intégration dans tous les labo-
ratoires de contrôle.

Les outils nouveaux, même s'ils offrent des résultats 
de grande qualité et très prometteurs lors des essais, 
ne peuvent logiquement se développer qu'après une 
période de validation et d'intercalibration. Avant d'intro-
duire de nouvelles méthodologies analytiques dans des 
objectifs de contrôle réglementaire, les participants recon-
naissent qu'il serait déjà important de bien intercalibrer 
les méthodes existantes, d'évaluer les caractéristiques 
des nouvelles techniques. L'introduction de nouveaux 
paramètres microbiologiques dans les réglementations
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ne devrait se faire qu'après avoir vérifié la validité et les
limites des méthodes préconisées.

CONCLUSIONS

La méthode idéale, capable de mesurer avec précision un
microorganisme donné, sa viabilité et son infectiosité
dans n'importe quelle matrice environnementale, n'existe
pas et les étapes préliminaires de préparation des échan-
tillons sont très importantes avant d'aborder l'utilisation 
de méthodes issues de la biologie moléculaire et des bio-
technologies.
La rapidité d'analyse peut être obtenue mais sans que la
réponse n'offre de précision sur certaines des caractéris-
tiques des organismes détectés. Le choix des méthodes
doit donc se faire par un dialogue préalable entre le deman-
deur et l'opérateur afin d'éviter que l'interprétation des 
résultats ne soit sujette à divergences.
Pour couvrir le champ de tous les microorganismes, ces
méthodes ont fait franchir un pas important, mais elles ne
savent pas encore résoudre tous les problèmes pour savoir,
à un coût acceptable, dénombrer des microorganismes
dans des matrices diverses avec une fiabilité acceptable
tout en sachant donner une estimation de la viabilité des
cellules détectées.

Les méthodes immunologiques donnent le sentiment de
ne plus progresser. Les outils d'imagerie et de biologie mo-
léculaire existent et sont importants mais la limitation de
leur usage vient des interférences dues aux matrices et à
l'absence de détermination de la viabilité.

L'interprétation sanitaire liée aux notions d'indicateurs
va nécessairement devoir évoluer avec l'apport des 
informations liées aux nouvelles méthodes issues de la 
biologie moléculaire, mais actuellement le contrôle 
sanitaire repose encore sur les méthodes traditionnelles de
culture.
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Philippe Hartemann 
Faculté de médecine de Nancy I

Le réchauffement des eaux, liés aux phénomènes clima-
tiques, conduit à s’interroger sur une éventuelle augmen-
tation du risque infectieux dans des pays tempérés comme
la France. La réflexion doit utiliser les connaissances 
actuelles sur le danger et les risques liés aux microorga-
nismes thermophiles dans des pays où la température des
masses d’eau est plus élevée, et dans les situations de 
réchauffement artificiel des eaux comme les rejets des 
activités produisant de l’énergie.

Le danger est lié à des bactéries pathogènes 
(ex. Legionella, Pseudomonas…), des protozoaires
(Naegleria…), maintenant bien connues, mais probable-
ment aussi à des bactéries opportunistes (Afipia, Bosea…)
ou à des virus récemment décrits (Minivirus) et retrouvés
au sein d’amibes, souvent elles-mêmes non pathogènes.
Il y a de toute évidence un grand intérêt à la co-culture
d’amibes pour surveiller la qualité des eaux, puisque 
certains microorganismes sont plus souvent inclus dans
celles-ci que planctoniques. Ainsi les numérations de
Legionella pneumophila dans certaines eaux chaudes 
seront fort différentes selon que l’on considérera les bac-
téries libres ou celles présentes dans les amibes (ex une
centaine de Legionella par Hartmanella).

Ce danger doit être étudié de façon approfondi car, 
par exemple, Legionella pneumophila est beaucoup plus
virulente que d’autres espèces de Legionella, certaines
d’entre-elles, sinon la majorité étant non pathogènes
(« paix aux Legionella de bonne volonté dans les bio-
films » !). L. pneumophila 1 est elle-même rencontrée
dans plus de 85% des infections et il y a, à l’intérieur 
de ce sérotype, des bactéries plus virulentes que d’autres,
sans que l’on connaisse à ce moment les raisons de ces 
différences.

Ainsi l’évaluation du risque doit se faire selon une démar-
che scientifique classique et non de façon empirique
comme cela a été le cas jusqu’à maintenant. Les réglemen-
tations et les contrôles devront prendre en compte ces
différences liées au danger et non être fixés pour un 
genre en général. Par exemple l’évaluation du risque lié
à une tour aérofrigérante conduira à des résultats tout à fait
différents selon que l’on prend comme base Legionella
pneumophila 1 ou une Legionella non pathogène. Or la 
réglementation actuelle vise l’ensemble des Legionella, 
et peut conduire à « l’éradication » de « braves »
Legionelles qui pourraient être un facteur protecteur
contre la colonisation par d’autres plus dangereuses !
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ATELIER 3

COMMENT ASSURER LA MAÎTRISE DES RISQUES

ASSOCIÉS AUX MICRO-ORGANISMES QUI SE

DÉVELOPPENT DANS LES EAUX CHAUDES ?

MICROORGANISMES AQUATIQUES THERMOPHILES

ÉVALUATION DU RISQUE LIÉ À LEGIONELLA PNEUMOPHILA



Au cours de l’épidémie de légionellose dans le Nord-
Pas-de-Calais (86 malades dans un rayon de 14 km,
17 décès), de nombreux circuits de refroidissement ont été
suivis et / ou expertisés. L’observation sur plusieurs sites
a permis de détecter des concentrations en légionelles
supérieures à 105 ufc/l.

• L’arrêté préfectoral de 1999 était respecté dans ses 
termes.

• Le guide de bonnes pratiques publié par les ministères
était connu.

• Le carnet de suivi était conforme aux prescriptions.

• Les propriétaires de circuits de refroidissements par
voie humides ou les exploitants avaient un contrat de
partenariat avec une société de traitement d’eau et dans
certains cas, le constructeur des tours faisaient des
contrôles réguliers.

• Un prélèvement pour analyse de légionelles était 
réalisé au moins une fois par an ou parfois une fois par 
trimestre.

Néanmoins, l’observation attentive de différents systèmes
de refroidissement et des conditions mises en œuvre 
pour gérer le risque a permis de faire quelques constats
étonnants qui permettent de mieux identifier les axes de
progrès qui restent à définir.

MANQUE DE CONNAISSANCES SUR

« LA VIE DES BÊTES »

Le personnel exploitant et les propriétaires de circuit de
refroidissement manquent de connaissance et de com-
préhension sur les mécanismes conduisant à la proliféra-
tion des éléments biologiques dans les installations 
notamment sur la formation de biofilm. La prise en 
compte efficace du risque dépend directement de cette
connaissance.

D’ailleurs, malgré la connaissance du guide de bonne
pratique (lecture trop rapide peut être), des défauts clai-
rement identifiés comme favorables à la prolifération des
légionelles, sont oubliés. Le risque est uniquement gérer
sur la base de traitements chimiques abondants en négli-
gent l’aspect environnement. Ainsi, il a été possible de
constater de très nombreuses fois des conditions favora-
bles à la formation et à la prolifération de biofilm : 

• une mauvaise conception avec de nombreux bras
morts, aucun accès sur les tours permettant l’observa-
tion des organes internes, des matériaux dont la surface
détériorée favorise la formation de dépôts biologiques.

• une mauvaise gestion du circuit avec des vitesses de
circulation très faibles (régime laminaire, gestion des
marches / arrêts du circuit ou d’une partie du circuit…).

SOUS ÉVALUATION DU RISQUE

Généralement, différentes sociétés extérieures intervien-
nent sur les installations, chacune remplissant son propre
cahier des charges. Aucune ne prend réellement en compte
le risque sanitaire. Or la mise en œuvre d’actions préven-
tives devrait être réalisée aux regard de certaines actions
susceptibles de générer un risque. La gestion du risque
passe alors par la présence d’au moins une personne coor-
donnant l’ensemble des interventions au regard du risque,
qu’elle appartienne à la société exploitante ou à l’une de
ses prestataires.

STRATÉGIE DE TRAITEMENTS

CHIMIQUES NON EFFICACE

L’introduction d’un biocide dans le circuit est la plupart
du temps considéré comme une action de nettoyage et dés-
infection. Cette confusion autour de ces deux termes en-
traîne la mise en œuvre de moyens inefficaces pouvant
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même lorsque ces opérations se déroulent à l’arrêt, 
endre le circuit potentiellement plus « dangereux » au
moment de sa remise en service. De plus, d’une manière
générale, seule la tour est considérée comme l’élément 
à l’origine du risque de prolifération et elle seule fait
l’objet d’un nettoyage mécanique lors d’un arrêt. Aucune
autre surface en contact avec l’eau n’est nettoyée avant
désinfection.

Les traitements biocides sont par contre toujours systéma-
tiques, fréquents et abondants.

Certains biocides utilisés sont pourtant incompatibles
avec la qualité de l’eau du circuit (chlore à pH=9) voire
même, lors d’injection simultanée de deux biocides, leur
incompatibilité annihile l’action biocide désinfectante.
Il apparaît évident que des connaissances sur l’efficacité
des biocides dans des conditions réelles d’utilisation font
défauts, les études étant généralement réalisées en 
laboratoire dans des conditions non représentatives de la
réalité d’exploitation et de ses contraintes propres.

Très souvent les conditions de mises en œuvre sont ina-
daptées (nettoyage chimique en choc, dosage de l’oxydant
résiduel au point d’injection…), les appareils d’injection
des produits pourront être sous dimensionnés (volume
du brominateur, pompe doseuse).
Trop fréquemment les indicateurs de suivi de l’efficacité
des biocides ne sont pas définis et / ou inadaptés et / ou 
pas exploités.
Dans tous les cas, des actions préventives sont mises en
œuvre seulement selon un calendrier (injections hebdoma-
daires, mensuelles) et non au regard des dérives des pa-
ramètres de contrôles ou du risque réel (conditions favo-
rables à la prolifération des légionelles ponctuellement
réunies dans l’installation, intervention sur le réseau aug-
mentant le risque…).

ABSENCE DE CONTRÔLE DE L’EFFICA-
CITÉ DES MOYENS MIS EN ŒUVRE

Les prélèvements pour analyses biologiques et physico-
chimiques sont rarement effectués sur un point représen-
tatif de l’eau en circulation.
Concernant l’analyse des légionelles, les résultats défini-
tifs sont fournis par le laboratoire dans un délai de 10 à 12
jours alors que des résultats provisoires sont pourtant une
aide précieuse à la gestion du risque. En outre, quelques
annotations sont faites sur le bulletin d’analyse sans que
l’exploitant ne sache les interpréter (présence de flore
abondante, limite de détection < 1000 au lieu de 100 pour
l’ancienne version de la norme Afnor…).

Le carnet de suivi qui devrait être un outil quasi pédago-
gique obligeant les intervenants à mieux comprendre le 
risque microbiologique est dans tous les cas un simple
classeur dans lequel s’accumulent des résultats d’analy-
ses non interprétées, le plus souvent incomplet et dans le-
quel ne figurent ni les actions préventives et curatives ni

les paramètres cibles à contrôler.
La tenue du carnet de suivi a même été défini par 
écrit comme étant « une garantie face aux exigences ré-
glementaires » la notion de risque sanitaire n’y est pas
abordée.

CONCLUSIONS

Les propriétaires et les personnes qui exploitent ce type
d’installations génératrices d’un risque pour la santé pu-
blique, doivent être formés au risque biologique.

Les traitements préventifs et curatifs ne pourront être
adaptés efficacement qu’à la condition que des notions
soient assimilées par l’exploitant et le propriétaire des
tours, à propos :

• du comportement des micro-organismes dans l’eau,

• des conditions de mise en œuvre nécessaires et en 
particulier la nécessité de nettoyer toutes les surfaces 
en contact avec l’eau dans l’installation.

La sous-traitance de ce problème n’est pas remise en
cause puisqu’elle permet de s’appuyer sur des compéten-
ces pointues, toutefois, le propriétaire d’un tel système
se doit de s’assurer que les moyens mis en œuvre sur son
installation réduisent le risque au minimum.

Ce constat signifie aussi que les sociétés compétentes
dans le traitement de l’eau industrielle améliorent leur
connaissance sur l’efficacité des biocides dans des condi-
tions représentatives de la réalité avant de les proposer. 

Les sociétés d’exploitation se doivent de davantage cor-
donner les actions mises en œuvre par les différents inter-
venants sur le circuit (maintenance, traitement d’eau…). 

Cette recherche de la réduction maximale du risque légio-
nelle oblige à la remise en cause importante des pratiques
ou des habitudes d’exploitation des circuits de refroidis-
sement, ce que devrait mieux comprendre le propriétaire
des installations afin qu’il donnent les moyens pour mener
à bien ce travail.

Concernant le risque de dissémination des légionelles
dans l’environnement via les tours aéroréfrigérantes, 
le propriétaire ou l’exploitant ne peuvent que veiller au 
respect des conditions de fonctionnement définies par 
le constructeur de la tour (débit d’eau, vitesse d’air, pres-
sion au niveau des diffuseurs d’eau) et à la propreté des
éléments constitutifs de la tour. Toutefois, la conception
des tours pourrait elle aussi évoluer pour permettre une
meilleure accessibilité (accès au dessus de la tour, contrôle
visuel des parties internes). Les matériaux utilisés ne 
sont pas toujours les moins favorables à la formation de
biofilm (béton, bois). Dans certains cas, ce choix semble
incontournable, mais des conseils d’entretien devraient
alors être clairement définis à l’exploitant afin d’éviter 
que les surfaces ne se détériorent dans le temps rendant
la gestion du risque plus délicate encore.
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INTRODUCTION

Le réchauffement des eaux lié aux phénomènes climati-
ques conduit à s’interroger sur une éventuelle augmenta-
tion du risque infectieux dans des pays tempérés comme
la France. La réflexion doit utiliser les connaissances 
actuelles sur le danger et les risques liés aux micro-
organismes thermophiles dans des pays où la température
des masses d’eau est plus élevée, et dans les situations de 
réchauffement artificiel des eaux comme les rejets des 
activités produisant de l’énergie.
Le danger est lié à des bactéries pathogènes (ex :
Legionella, Pseudomonas…), des protozoaires
(Naegleria…) maintenant bien connus, mais probablement
aussi à des bactéries opportunistes (Afipia, Bosea…) ou
à des virus récemment décrits (Mimivirus) et retrouvés au
sein d’amibes, souvent elles-mêmes non pathogènes. Il y
a de toute évidence un grand intérêt à la co-culture d’ami-
bes pour surveiller la qualité des eaux, puisque certains
micro-organismes sont plus souvent inclus dans celles-ci
que planctoniques. Ainsi les numérations de Legionella
pneumophila dans certaines eaux chaudes seront fort 
différentes selon que l’on considérera les bactéries libres
ou celles présentes dans les amibes (une centaine de
Legionella par Hartmanella).

Pour gérer des risques, encore convient-il de pouvoir les
évaluer. Mais l’évaluation du risque doit se faire selon une
démarche scientifique classique et non de façon empiri-
que comme cela a été le cas jusqu’à maintenant. Les dan-
gers microbiens (bactéries, virus, parasites, etc.) sont
assez bien connus, même si pour des pathogènes émer-
gents les connaissances scientifiques sont encore trop 
limitées. En revanche, les expositions sont parfois diffi-
ciles à estimer, et les fonctions dose-effet, dose-réponse
sont très mal connues. En conséquence, il est souvent
difficile de proposer des valeurs limites pour guider la ges-
tion. Malgré tout, il est nécessaire que les réglementations
et les contrôles prennent en compte les différences liées
au risque réellement évalué et ne soient pas fixées en 
général.
Les risques qui ont été traités dans cet atelier sont les ris-
ques associés aux légionelles et aux amibes.

LE PROBLÈME DE LA LÉGIONELLE

Cette problématique de l’adaptation des mesures de 
gestion du risque à son évaluation est particulièrement 
illustrée par le risque lié à la présence de Legionella 
pneumophila dans les panaches des tours aérofrigérantes,
cette question étant compliquée par la difficulté de la 

Enfin, un travail reste à fournir en matière de réduction 

du risque de dissémination d’aérosols contaminés. La

quantité d’eau entraînée au sommet de la tour est évaluée

selon le pourcentage d’eau en circulation dans la tour. 

Il n’y a à ce jour, aucune connaissance sur la quantité et
la taille des gouttes entraînées, qui sont pourtant « les »
éléments de risque.
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métrologie de cette bactérie dans l’air. Les différentes
présentations sur ce sujet ont bien illustré cette difficulté
sur un sujet d’actualité, alors qu’il apparaît sur le plan des
constatations épidémiologiques que ce risque semble plus
important que celui lié aux eaux chaudes sanitaires.

Généralités

Pour commencer, rappelons quelques points essentiels
sur la légionellose.
La légionellose est une infection respiratoire aiguë due à
Legionella, bactérie du milieu hydrique, dont la croissance
est favorisée par une température variant de 25 à 45 °C. 
L’infection peut prendre deux formes :
- Une infection aiguë bénigne appelée fièvre de Pontiac,

guérissant spontanément sans traitement en 2 à 5 jours.
- Une infection aiguë pulmonaire grave, pouvant entraî-

ner le décès dans un peu plus de 15% des cas, appelée
maladie du légionnaire. L’infection survient 2 à 10
jours après l’inhalation d’un aérosol d’eau contami-
née. En 2003, 1 044 cas de légionellose ont été décla-
rés à l’Institut de veille sanitaire (1 021 en 2002) soit une 
incidence de 1,7 cas pour 100 000 habitants. La légio-
nellose est une maladie soumise à déclaration obligatoire
aux autorités sanitaires depuis 1987.

L’espèce Legionella pneumophila est beaucoup plus 
virulente que d’autres espèces de Legionella, certaines
d’entre elles, sinon la majorité étant non pathogènes. 
L. Pneumophila 1 est elle-même rencontrée dans plus 
de 85% des infections et il y a, à l’intérieur de ce 
sérotype, des bactéries plus virulentes que d’autres, 
sans que l’on connaisse à ce moment les raisons de ces 
différences.

Les principaux réservoirs de germes connus pouvant être
à l’origine de cas de contaminations humaines sont les
tours aéroréfrigérantes humides et l’eau chaude sanitaire.

De nombreuses actions ont déjà été engagées dans le 
domaine de la lutte contre la légionellose par les pouvoirs
publics depuis 1977. De nombreuses épidémies survien-
nent chaque année en France et dans d’autres pays du
monde. Néanmoins, les épisodes épidémiques récents
montrent les difficultés à évaluer et à maîtriser ce risque.
En particulier, l’épidémie survenue fin 2003 / début 2004
dans le Nord-Pas-de-Calais a marqué les esprits de par 
son importance, la difficulté à trouver son origine et ses
conséquences économiques (fermeture définitive de
l’usine incriminée).

Épidémie du Nord-Pas-de-Calais

L’épidémie de légionellose qui a sévi à Lens de novem-
bre 2003 à janvier 2004 est la plus importante décrite en
France (86 cas dont 17 décès ont été recensés du 5 novem-
bre 2003 au 22 janvier 2004) et c’est l’épidémie qui cou-
vre le territoire géographique le plus vaste (cercle de
rayon de 12 km).

Plusieurs équipes ont été mobilisées sur cette épidémie,
une mission d’appui nationale a été créée avec des 
membres d’instances nationales (InVS, Ineris) et d’in-
dustries (EDF-Gaz de France et Climespace) afin de 
déterminer l’origine de l’épidémie. Devant les données
épidémiologiques et les résultats des prélèvements 
environnementaux et cliniques, l’entreprise N a été 
incriminée.

Plusieurs hypothèses ont été émises quant à l’installa-
tion à l’origine de cette épidémie :

- Les tours aéroréfrigérantes : c’est une source connue
d’épidémie et la modélisation de la dispersion atmos-
phérique des émissions des tours de réfrigération en
fonction des données météorologiques est compatible
avec les zones d’habitation des cas. Toutefois, les taux
de légionelles retrouvés dans l’eau des tours pendant la
deuxième vague d’épidémie expliquent difficilement la
courbe épidémique.

- Les nettoyeurs à haute pression : en effet les opérations
de nettoyage de ce type provoquent des aérosols pou-
vant être contaminés par les éléments nettoyés. Ces
opérations, menées du 8 au 17 décembre, ont été mises
en cause pour expliquer les cas survenus lors de l’arrêt
des tours aéroréfrigérantes.

- La lagune : le site est équipé d’un système complexe 
de traitement des eaux avec notamment une lagune 
de 2 600 m2 équipée de 4 aérateurs de surface. Les 
prélèvements effectués à partir de janvier dans cette 
lagune montrent des concentrations en souche épidémi-
que variant de 10 à 100 millions d’UFC par litre. Des
prélèvements dans l’air ont montré des concentrations
importantes à l’aplomb de la lagune et à 300 m sous 
le vent. Le rôle de la lagune comme source de contami-
nation directe des personnes, bien que non décrit, a
donc été évoqué.
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« Legionella pneumophila » après marquage par un anticorps fluo-
rescent (exemple d’un marquage rouge). Cette légionelle est ensuite
détectée et dénombrée par une technique originale de cytométrie,

nouvelle méthode de détection en moins de quatre heures, sans pas-
ser par la mise en culture des bactéries (Ref. Le Journal du CNRS

mai 200 et Communiqué de Presse du 2 avril 2004).
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Retour d’expérience des sites visités

Lors de la recherche de l’origine de l’épidémie du Nord-
Pas-de-Calais, une trentaine de sites avec tours aéroréfri-
gérantes ont été inspectés et de nombreux prélèvements
ont été effectués. Lors de cette expertise, il est apparu que
les consignes nationales étaient connues et respectées
(arrêté préfectoral, guide des bonnes pratiques, carnet de
suivi) mais en parallèle, il existait de fréquents dépasse-
ments du seuil réglementaire de 105 UFC/l.

Le travail de terrain a pu mettre en évidence certaines 
lacunes dans l’évaluation et la gestion de ce risque asso-
cié aux tours aéroréfrigérantes, dues en grande partie à des
manques de connaissance à tous les niveaux :

- Au niveau microbiologique, un manque de connais-
sance du risque de contamination du circuit et des
conditions favorables à la prolifération.

- Au niveau du fonctionnement des tours, un manque de
connaissance des paramètres favorisant la dissémination. 

- Au niveau du traitement de l’eau, un manque de connais-
sance des moyens de contrôle de l’efficacité des traite-
ments mis en œuvre, de la signification des paramètres
indicateurs et des actions correctives à mettre en œuvre.

Cette expérience a montré combien il est important d’avoir
une vision globale du risque. En effet, même si c’est la tour
aéroréfrigérante qui va disséminer les aérosols et être
éventuellement à l’origine de cas de légionellose, c’est

dans le circuit de la tour que se développe la bactérie. C’est
donc tous les niveaux du circuit qui doivent être exami-
nés et pris en compte dans l’évaluation du risque et pas
uniquement la tour aéroréfrigérante.

Il est indispensable d’intégrer dans l’évaluation et la 
gestion du risque l’ensemble des éléments de l’installation
et notamment :

- Les éléments de conception pouvant favoriser la forma-
tion du biofilm : présence de bras morts, matériaux 
détériorés, l’absence d’accès sur la tour empêchant
l’observation et le nettoyage.

- Les éléments de fonctionnement de la tour pouvant 
favoriser le développement du biofilm : écoulement
laminaire, absence de nettoyage de l’ensemble de l’ins-
tallation.

- Les éléments pouvant influencer l’efficacité du traite-
ment : efficacité intrinsèque du produit, compatibilité
avec la qualité d’eau du circuit, conditions de mises en
œuvre du traitement (mode et lieu d’injection des pro-
duits, dimensionnement de l’installation de traitement,
adaptation des périodes de traitement aux périodes à 
risque), prise en compte des contraintes d’exploitation,
existence éventuelle d’interaction entre les différents
produits de désinfection utilisés, état de propreté des 
circuits. Des confusions existent également entre les 
termes de nettoyage et de désinfection.

Le suivi de l’état sanitaire de l’installation est sous-tendu
par l’existence d’indicateurs de suivi adaptés et correcte-
ment analysés. Par exemple, il existe un forte variabilité
du résultat d’analyse Legionella du fait du lieu de prélè-
vement qui peut être non représentatif de l’eau en circu-
lation, de comparaison de résultats provenant de labora-
toires différents mais sur des échantillons différents et donc
incomparables, de la présence de biofilm fragilisé par les
traitements successifs et inefficaces qui recontamine ponc-
tuellement et de façon aléatoire l’eau du circuit. Une 
gestion globale du suivi de l’installation doit se faire par
des personnes compétentes connaissant les différents élé-
ments cités plus haut et ayant une bonne connaissance de
l’installation. Malheureusement, le plus souvent ce suivi
fait intervenir sur site de nombreuses sociétés avec des
contrats indépendants, chacun remplissant correctement
son cahier des charges mais sans qu’il y ait de vision ni
de gestion globale de l’ensemble.

On constate qu’il y a manifestement une mauvaise
connaissance des circuits de refroidissement et une mau-
vaise exploitation des textes de recommandation. Le car-
net de suivi de l’installation préconisé par le guide de bon-
nes pratiques Legionella et tours aéroréfrigérantes est
connu et existe. Mais il est le plus souvent incomplet, sans
interprétation des paramètres mesurés, sans procédures 
définissant des actions correctives. Dans la plupart des cas,
sa tenue est définie comme une garantie face aux exigen-
ces réglementaires, la notion du risque sanitaire en est to-
talement exclue. Ce carnet ressemble à une accumulation
de bulletins d’analyses qui s’empilent.
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En l’état actuel des choses, le risque sanitaire est non
maîtrisé, les impacts sur l’environnement des traitements
inefficaces sont importants avec risque de sélection de sou-
ches résistantes aux traitements biocides.

Dans la gestion du problème il y a une nécessité forte
d’impliquer tous les opérateurs du site, de responsabiliser
et former tous les intervenants : traiteurs d’eau, concep-
teurs, installateurs et exploitants (un groupe de travail
« formation » piloté par le ministère de l’industrie a 
d’ailleurs été créé et a pour mandat la rédaction d’un 
référentiel de formation), d’intégrer le risque légionelles
au métier d’exploitation des circuits de refroidissement.

Une nécessaire évaluation des risques 
sanitaires

Au niveau réglementaire, on peut noter que la gestion du
risque est différente selon les pays : la législation ac-
tuelle en France impose deux seuils, un seuil d’action et
un seuil d’arrêt respectivement égaux à 103 et 105 UFC/l
les mêmes seuils sont égaux à 102 et 103 en Grande-
Bretagne et 105 et 106 aux États-Unis montrant la grande
diversité des approches face à ce problème et les besoins
encore importants de connaissances et de l’évaluation de
ce risque selon une démarche scientifique en fonction
des diverses installations à risques.
Il est nécessaire que la législation intègre 
tous les aspects du sujet afin de diminuer le risque 
sanitaire sans toutefois avoir un impact négatif excessif 
sur l’environnement. Elle devrait se baser sur une 
démarche formelle d’évaluation des risques qui fait 
une synthèse de toutes les connaissances scientifiques
sur le sujet.

Par exemple, l’évaluation du risque lié à une tour aéro-
réfrigérante conduira à des résultats tout à fait différents
selon que l’on prend comme base Legionella pneumophila
1 ou une Legionella non pathogène. Or, la réglementation
actuelle vise l’ensemble des Legionella, et peut conduire
à « l’éradication » de « braves » Legionella qui pour-
raient être un facteur protecteur contre la colonisation
par d’autres plus dangereuses. Le remède serait alors pire
que le mal.

Peu de chose existe en terme d’évaluation des risques
microbiologiques, une méthode a toutefois été récem-
ment développée à l’Université de Nancy. Cette 
démarche, encore pleine d’incertitudes, est la première 
réalisée jusqu’au bout sur le risque légionelles et 
donne une estimation en terme de nombre de malades 
potentiels.
Si l’on applique cette nouvelle méthode aux résultats
d’une modélisation de la dispersion atmosphérique des 
légionelles retrouvées autour de la lagune de l’entreprise
N incriminée dans l’épidémie du Nord-Pas-de-Calais,
l’ordre de grandeur du résultat est parfaitement compati-
ble avec l’épisode épidémique.

Un réel besoin de connaissance

En résumé, la gestion du risque repose sur des mesures de
conception et de maintenance des tours aéroréfrigérantes
de type prévention de la croissance bactérienne et limita-
tion de l’aérosolisation. Elle ne doit pas passer par un 
traitement à outrance : « paix aux Legionella de bonne 
volonté dans les biofilms » !

Une vision globale du risque et de tous les éléments 
pouvant l’influencer est nécessaire. Pour cela, il est 
indispensable :
- de pratiquer des retours d’expériences à partir d’épidé-

mies,
- de mener des actions de recherche et l’on voit ici l’im-

portance des services de R & D des entreprises,
- d’avoir la maîtrise de la sous-traitance qui effectue les

opérations de maintenance capitale pour la gestion du
risque.

Le besoin de connaissances se fait sentir en particulier
dans le domaine de la métrologie des micro-organismes
dans l’environnement, de l’écologie des légionelles et de
connaissance de l’écosystème des circuits de refroidisse-
ment, de la relation amibes / légionelles, de la validation
d’une méthode d’analyse rapide (voir atelier n° 2) en 
sachant que le résultat de ces analyses peut être différent
de celui par la méthode culturale (présence de bactéries
viables mais non cultivables).

Plan gouvernemental de prévention
des légionelloses 2004-2008

La prévention de la légionellose a été inscrite dans le
programme des actions nationales de l’inspection des 
installations classées au sein de la Drire, pour l’année
2003 (circulaire ministérielle du 30 décembre 2002). À
cette occasion, plus de 3 500 contrôles bactériologiques
ont été effectués. Ils ont conduit :
- Dans environ 6% des cas à observer une concentration

en légionelles de plus de 103 UFC/l conduisant à un net-
toyage de l’installation en cause.

- Dans environ 2% des cas (80 installations) à observer
une concentration en légionelles de plus de 105 UFC/l
conduisant à un arrêt de l’installation concernée pour 
décontamination. Des arrêtés préfectoraux d’urgence,
destinés à préciser les actions à mener après des constats
de dépassement du seuil de 105 UFC/l ont été pris dans
certains cas.

Par ailleurs une circulaire aux préfets signée le 24 fé-
vrier était destinée à faire un recensement de toutes les
tours aéroréfrigérantes humides avant le 31 mai 2004
pour la constitution d’une base de données pour juin
2004.

Un projet d’arrêté pour une révision de la nomenclature
des installations classées avec création d’une nouvelle
rubrique 2921 est en cours.
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Un plan d’action gouvernemental présenté lors du conseil
des ministres le 7 juin 2004 vise à réduire de 50% l’inci-
dence des cas de légionellose d’ici à 2008.

Il vise à répondre aux besoins prioritaires suivants :
- améliorer les connaissances sur la bactérie, l’exposition

des personnes et la maladie,
- améliorer la prise en charge précoce des cas de légio-

nellose et la gestion des crises sanitaires provoquées par
les épidémies,

- prévenir le risque sanitaire lié aux légionelles dans les
tours aéroréfrigérantes humides en maîtrisant les
concentrations de légionelles dans les circuits de refroi-
dissement et dans les panaches,

- maîtriser le risque sanitaire lié aux légionelles dans 
les réseaux d’eau chaude sanitaire intérieurs aux immeu-
bles, les eaux minérales naturelles utilisées à des fins
thérapeutiques dans les établissements de soins ther-
maux, et les autres installations à risque dispersant 
les aérosols.

UN EXEMPLE D’ÉVALUATION

ET DE GESTION DES RISQUES :
LE RISQUE AMIBIEN

Contexte

Parmi les amibes, une espèce, Naegleria fowleri, se révèle
très pathogène. Elle provoque chez l’homme une maladie
rare mais grave la méningoencéphalite amibienne primi-
tive (MEAP). L’exposition se fait suite à l’inhalation
d’eau contaminée lors de baignade. Elle touche plutôt
les enfants et les jeunes gens en raison sans doute d’une
pratique plus importante des sports nautiques et aquatiques
chez ces sujets.

Ces amibes libres thermophiles se retrouvent dans des
eaux naturellement chaudes ou artificiellement réchauf-
fées comme par exemple les circuits de refroidissement
des sites de production EDF. À la suite des premiers cas
de méningoencéphalite amibienne primitive dans les 
années 1960 et 1970 (à ce jour, aucun cas n’a été réper-
torié en France), le Conseil Supérieur d’Hygiène Publique
de France (CSHPF) a posé la question à EDF en 1977 du
rôle possible du réchauffement des eaux lié au fonction-
nement des centrales, sur la multiplication des amibes 
libres pathogènes.

Évaluation et gestion du risque

1/ Caractérisation de la source

Les premières analyses ont été effectuées dans le nord-est
de la France entre 1979 et 1981 à partir d’eau prélevée
dans le bassin déversoir de la centrale thermique de la
Maxe sur la Moselle. De 1981 à 1988, les campagnes de
mesure se sont poursuivies sur la Moselle et les méthodes

de mesure se sont améliorées. Les concentrations en
Naegleria fowleri ne dépassaient pas quelques unités 
par litre.
De 1989 à 1992, le programme d’étude s’est étendu à
d’autres centrales. La multiplication amibienne s’est avé-
rée être essentiellement le fait des centrales à circuit fermé
car les amibes ont le temps de se multiplier dans ce type
de circuit, les campagnes ont donc été effectuées, au cours
de cette période, essentiellement dans ces centrales et
dans les fleuves en aval.

Au cours de ces années, EDF s’est aperçu que les concen-
trations les plus importantes étaient observées dans l’eau
des circuits de refroidissement de certaines tranches de
centrales. La seule particularité de ces tranches les plus
contaminées était la nature de leur condenseur en acier
inoxydable, matériau mis en remplacement du laiton pour
diminuer les rejets de cuivre.

2/ Modélisation du risque

Parallèlement à ces mesures, EDF a réalisé une modéli-
sation du risque sur la base de données animales 
expérimentales et de données humaines issues des études
épidémiologiques. Le risque caractérisé a été la probabi-
lité de contracter une MEAP lorsque l’on se baigne dans
une eau contenant une concentration « c » de N. fowleri. 

3/ Gestion du risque

Jusqu’en 1995, les mesures de prévention prises ne concer-
naient que le personnel possiblement exposé à l’eau des
réfrigérants.
En 1996, le programme de remplacement des condenseurs
en laiton par de l’acier inoxydable posait le problème
d’une augmentation du risque pour les baigneurs en aval. 
EDF a alors présenté le problème amibes au CSHPF tant
d’un point de vue évaluation que gestion du risque. 
Le CSHPF a donné un avis favorable au traitement 
par chloration de ces types de circuits de refroidissement
et a estimé que si les concentrations ne dépassaient pas 
100 N. fowleri/l en rivière, il n’y avait pas lieu d’interdire
la baignade.

EDF a dressé dès 1997 une liste des centrales à risque 
qui évolue progressivement en fonction du programme de
rénovation des condenseurs. Aujourd’hui, le nombre de
centrales impactées est de 6.

Par la suite, le traitement par chloration continue a été 
interdit pas les autorités compétentes en raison des rejets
en dérivés organochlorés engendrés par le traitement.
Actuellement, deux types de traitements sont utilisés, 
le traitement chimique par monochloramination de l’en-
semble de l’eau du circuit pour 5 sites et le traitement 
physique aux UV de l’eau de purge pour 1 site.

Le programme de recherche sur le sujet continue avec 
des équipes universitaires reconnues et peut avoir de
nombreuses retombées dans le domaine, et notamment
pour la problématique des légionelles : mise au point 
de technique rapide de détection dans des échantillons 
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environnementaux, écologie du biofilm, efficacité de 
différents traitements ainsi que la recherche de nouveaux
traitements, influence de divers matériaux sur le dévelop-
pement des micro-organismes, impact du biofilm sur la 
détérioration des éléments constitutifs du circuit.

Retour d’expérience associé
au risque amibes

Il a été convenu par l’assemblée que le risque amibien a
été suffisamment anticipé pour éviter des mesures de 
gestion inadaptées basées sur une évaluation du risque 
non corrélée à une démarche scientifique.

Cette exemple démontre également la difficulté d’antici-
per les conséquences d’actions visant à limiter un risque.
L’exemple flagrant est le changement des condenseurs du
laiton à l’acier inoxydable initialisé notamment pour limi-
ter les rejets de sels de cuivre et de zinc dans l’eau, qui au
final ont généré un risque amibien.

De plus, les mesures de gestion du risque doivent pren-
dre en compte les conséquences de mesures préventives,
ou curatives, pouvant être supérieures au risque lui-même.

Cet exemple a également démontré le rôle primordial
d’unité de recherche et développement associé aux 
services médicaux permettant une amélioration des
connaissances pour une évaluation et une gestion du ris-
que adaptées. Malheureusement ces unités ne peuvent
être présentes qu’au sein de grosses entreprises et ne sont
pas en accord avec une politique de rentabilité.

CONCLUSION GÉNÉRALE DE L’ATELIER

Cet atelier, à travers deux exemples, a bien illustré le ca-
ractère indispensable d’une bonne évaluation des risques
selon une démarche scientifique développée aux États-
Unis pour les risques chimiques. Cette évaluation des
risques fait la synthèse de toutes les connaissances scien-
tifiques disponibles pour caractériser un risque. Seule
cette caractérisation la plus précise du risque permettra 
de prendre les mesures de gestion adaptées sans nuire à
l’environnement.

C’est pourquoi les membres de l’atelier ont préconisé
des efforts de recherche significatifs dans le domaine de
la métrologie des microorganismes dans l’environnement
et de leur écologie, dans celui du retour d’expérience à 
partir d’épidémies et dans la modélisation, l’utilisation des
modèles proposés pour les produits chimiques étant trop
réductrice par rapport aux propriétés d’organismes biolo-
giques. Sans ce corpus de connaissances scientifiques 
indispensables, la question du risque ressortira beaucoup
plus souvent du principe de précaution que de celui de 
prévention.
Un effort est à fournir également dans la prise en compte
de la dimension sociologique (perception des risques)
dans la gestion des situations, notamment les situations 
de crises. Cette gestion ne doit pas partir en ordre dispersé
mais doit privilégier une gestion globale du problème.
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