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Introduction
Bonjour à toutes et à tous,
Merci à la Direction de la Santé de m’avoir invité pr vous parler du dgtic de legionellose au laboratoire



Conflits d’intérêts

Pour cette présentation, 
le Dr M.PERRIN déclare 

n’avoir aucun conflit d’intérêts 
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Voici ma décla pour cette présentat°




PLAN

- Qu’est ce que la Légionellose ?
- Comment se contamine-t-on ?
- Conduite à tenir devant un cas suspect ?
- Les différents tests de laboratoire

• Ag urinaire de légionelles
• PCR respiratoire Legionella
• Culture de Legionelles
• Sérologie

- Recherche de Legionelles dans l’eau
- Analyse autour d’un cas
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Presentation Notes
Je vous propose de voir ensemble les points suivants : 
Tout d’abord un bref rappel …
On abordera ensuite rapidement la recherche de L ds l’eau
Et on terminera par l’analyse autour d’1 cas



Qu’est ce que la Légionellose ?

 Dans sa forme typique : Pneumonie de sévérité variable, dûe à bactérie du genre Legionella 
• signes pulmonaires : dyspnée, toux importante…. Dans un contexte de syndrome pseudo-

grippal avec fièvre, céphalées, myalgies, anorexie depuis qq jours
• Signes digestifs associés (50%) : douleurs abdominales, diarrhées….
• Signes neurologiques (40%)  : confusion mentale, hallucinations….
• Biologie : hyponatrémie, °transaminases, PAL, LDH

=>  Nécessite hospitalisation du patient (98% des cas)

  non sévère                                                                           sévère

                Mortalité

 forme frustre : syndrome pseudo-grippal   (Fièvre de Pontiac)

 Formes extra-pulmonaires : arthrite, lésions cutanées, myocardite….(rares)

<5% <30%
malgré ABthérapie adaptée

MDO
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Tableau clinique dominé par des Signes resp: 
Le tab clinique est suffisamment important pr décider d’hospitalier le patient .
La mortalité est <5% ds les formes non sévères, qui vont avoir une évolution favorable ss ttt.  par ctre, elle peut atteindre 30% ds les F;S hospitalisées en USI et cela, malgré…..


A côté de cette forme typique, qui est à DO et qui est celle dont on va parler pdt tout le reste de la présentat°,  2 autres formes existent: 
Pontiac : syndr pseudo-grippal qui guérit spontanément en 3-5j + incubation courte : 1-2j
F.extra-Pulm à type de………, dont le dgtic est fait «par hasard» pcq, parmi ttes les analyses prescrites, on a demandé une PCR 16S dont le résultat sort ‘Leg’.

Forme SEV :  succession de complications : SDRA 45-75% des cas, choc septique 25-65%, défaillance xti-viscérale
Facteurs de risque : âge (supérieur à 50 ans), sexe (masculin), tabagisme, diabète, traitements immunosuppresseurs, corticothérapie prolongée et maladies sous-jacentes 





Comment se contamine-t-on ?

• Contamination par inhalation de gouttelettes d’eau contaminées

• PAS de contamination inter-humaine
 

Réservoir de L.Longbeachae
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La conta se fait par inhalation de goutelettes d’eau contaminée.
cela peut être : eau dela douche, du lavabo, du respirateur chez les patients ayant une apnée du sommeil,  voir même chasse d’eau des toilettes (mode de conta publié par CNR Leg FR et SPubFR en 2020)
Cela peut également être via l’environnement extérieur avec eau des fontaines, des brumisateurss, des systèmes de climatisat° et enfin , 1 mention spéciale^pr le TERREAU, qui peut être source de conta à L.Longbeachae , lors jardinage, travaux de bêchage chez patients très ID





Caractéristiques de la bactérie
•  Genre Legionella -   >70 espèces

      L.pneumophila SG1           L.pn SG2-15            <3%
>90 % <7 %

L.non pneumophila
Patients ID++++

© S.Jarraud, Données CNR FR, souches cliniques 2012-2019
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Quelles sont …..
La b appartient au genre            qui regroupe actuellement >…………;
L’espèce majoritaire est, de très loin  Lpn puisque les L nonPn représentent à peine 3% (en bleu) et sont srtt isolées chez les patients très ID
Le diagramme de D présente les données du………..

Au sein de l’espèce Lpn, maintenant, >90% des cas sont dus à Lpn SG1
Qd on regarde les AUTRES SG, sur le diagramme de G, LP3  LP6 et LP8 sont les + fréqts 
Mais la fréq de ces SG 2-15 est probablement ss estim à cause des difficultés à les identifier (à p de colonies , on peut faire agglu sur lame (je vais montrer + tard).
 mais qd culture est NEG, c’est bcp + difficile. Le sérotypage par PCR multiplex (M-PCR) a récemment été mis au point pour L. pneumophila. (Kobe, Japon.) mais reste du domaine expérim….plutôt…) 

Jarraud  soc.pharm.Lyon  D15




CAT devant tableau suspect

Urines  -> Ag urinaire de Legionella
2 choses à faire : 

Prélèvement pulmonaire  ->  PCR  (+/- culture) 
   crachat, aspi TB, LBA : OUI
                    crachat salivaire : OUI
                    crachat ss ABth /béta-lactamines) : OUI

   Frottis naso-pharyngé :  NON                              

Détection LPS qui a la propriété d’être thermostable et 
de se concentrer dans les urines

Pourquoi : 

Ag urinaire
PCR  Legionelles
Culture

       

Moindre sensibilité par 
rapport aux autres prlvts
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Devant un tab suspect, que faire ??? 2 choses : 
Un prlvt d’urines pr recherche de Ag…..
C’est un test qui détecte le LPS de la mbrane externe de la b, LPS qui……   thermostable(pt important, on verra prk tout à l’heure) et….
2e chose à faire : P;pulm
Important que ce prlvt soit …….A noter que même un crachat salivaire est acceptable, tout comme ….  Le FNP par contre n’est vraiment pas un bon prlvt; il a une bien moindre……

Alors, prk.?   1 des raisons est que les tests de labo ne détectent pas tous la m chose

Prlvt des voies resp < : sputum, bronchoalveolar lavage fluid, pleural fluid,

 



Comment faire le diagnostic au laboratoire?
1. Ag urinaire de Légionelle

Nombreux tests existent (I°chromato; ELISA)
• Pas tous de qualité équivalente

• Certains utilisent des lecteurs optiques

• Ont fait récemment l’objet d’une évaluation 
xticentrique européenne

                           
     1 test mis en défaut ds l’épidémie d’Albertville  (09.2025)
                      sensibilité = 67% seulement !

• Facile, qques ml d’urines , pas forcément les 
urines de la nuit

• Rapide (<1h)
• Détection précoce : 2-3j après le début des 

symptômes

• Persiste pls j -> 2 mois en moy -> 1 an parfois

• Excrétion peut être intermittente 

• Ne détecte que Lp1     (= Legionella pneumophila SG1)

• Excrétion peut être intermittente => devant tableau clinique évocateur 
mais AgU négatif, ne pas répéter la recherche sur autre échantillon 
d’urines; faire recherche sur  prélèvement pulmonaire

Poster 139, ESGLI, RICAI 2025
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Le test qui est le + svt réalisé est   

1an prfs ;;;alors bien sûr cette persistance n’est pas le reflet d’un échec thérap  mais elle est vraiment corrélée au degré d’IS des patients 

Tests I°Chrom +/- lecteur
BinaxNOW  - Abbott
Legionella K-Set – Coris Bioconcept
Sofia legionella FIA – Quidel/Eurobio

Tests ELISA
Binax EIA  - Abbott
Ridascreen Elisa – R Biopharm



• > PCR pour Lp1

• Non influencé par ABthérapie
• Dépend  de la sévérité de la légionellose

Sévère : 88% -100%
Peu sévère : 40 – 53%

• Dépend  de la souche
           certaines ont un LPS abîmé   

  Lp1 Mab3/1-  : <71%

• Dépend  du type de légionellose
Communautaire, voyages : 88% -100%

Nosocomiale : 45%

Sensibilité

Comment faire le diagnostic au laboratoire?
67% - 100%

• Fait le diagnostic -> permet d’adapter rapidement le traitement 
• MAIS, ne détecte que LP1 et ne permet pas de mener à bien une enquête 

épidémio pour trouver l’origine de la contamination

Yzerman EP et al, JCM 2002

Helbig and al, in Marre R, et al (ed),2002

Spécificité

Helbig and al, JCM, 2003

97% - >99%

• Faux positifs 
           => chauffer les urines et refaire test
                  à faire même si pas inscrit dans la notice 
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La sensib est globalement bonne …..
Elle est > ……………
Néanmoins, elle dépend de : -     -     -   
Ccant la spécificité, il y a des Fx +
Ces Fx + sont liés à la présence ds les U de protéines qui sont détectés par les AC monoclonaux des kits
   mais ces prot sont facilement éliminées par chauffage alors que le LPS lui est thermostable
 d’où l’intérêt 
Dc TOUT RESULTAT POS doit être controlé après chauffage des urines, même si ce n’est pas inscrit ds la notice du kit



• PCR < Ag urinaire pour les Lp1
                seulement 80-85% des Ag urinaires + 
• PCR > culture   (~30% + sensible que culture)
• Fct° du type de prélèvement respiratoire
               Qté d’ADN LBA > Aspi TB > crachat

•  Frottis N-Ph : <50%   

                                                      

Sensibilité Spécificité85% -  100% >99%

• Nbrx tests existent :
           PCR multiplex
             PCR syndromiques

• Détecte tous les SG de L.pneumophila  
• Détection des espèces L.nonPn = rare                                 

(certains kits seulement)

2. PCR Legionella sur prélèvements pulmonaires

Comment faire le diagnostic au laboratoire?

• Comme outil de Suivi : PCR + > 30j ds les formes persistantes et les rechutes
• Comme indicateur de gravité : Concentrat° d’ADN à l’arrivée est corrélée avec 

sévérité, admission en USI, durée d’hospitalisation, mortalité

INTERETS : 

Maurin et al., CMI, 2002; Murdoch et al., CID, 2013 

© SJarraud, Données 
CNR FR

Kim et al, MS 2025
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Ceci est très bien illustré ds cette étude qui a été menée par S.Jarraud……………. .Elle a montré ……..;
Par ctre, la sensib du FNP est très faible <50% ds publi récente, de 2025
- Quels sont les intérêts de la PCR?



• Fct° du type de prélèvement respiratoire
                     Aspi TB et LBA > crachat 
• Crachats salivaires peuvent être acceptés

• Prélèvement fait sous ABthérapie 
               culture positive possible, mais >8j…..

Sensibilité 50% - 60%

• Ne pousse pas sur milieux classiques   
-> milieu au charbon, riche en cystéine 

• Aérobiose ,   35°C +/-2°C
         2,5%CO2  favorable pr certaines espèces 
           mais pas obligatoire   

• Durée d’incubation = 10j
J3 : 49% cultures            J5: 95% (Lp)

J10: 100%  (autres espèces)

3. Recherche de Legionella par culture

Comment faire le diagnostic au laboratoire?

• Permet de détecter tous les types de légionelles (Lp1, Lp 2-15, LnonPn)
• Permet isolement de la souche
• Permet de mener étude épidémiologique à la recherche de la cause de la contamination 

Ingram et al., JCM, 1994 

Milieu BCYE, OXOID

INTERETS : 

Presenter Notes
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………………
Alors, Prk est ce difficile d’isoler des Leg en culture ?



Repérage des colonies

Typage

Comment faire le diagnostic au laboratoire?

3. Recherche de Legionella par culture

Identification 

4. Sérologie
• N’est plus du tout d’actualité, n’est plus du tout recommandée

Excellente pour toutes les 
espèces de Legionelles

Agglutination de particules 
latex    LPn1  ou   LPn 2-15

Lp1

Legionella Latex test, OXOID

Maldi-Tof, BRUKER
Milieu BCYE, 
OXOID
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Presentation Notes
En présence de colonies sur milieu GVPC, la 1ère chose va être de …..
Repérer les colonies suspectes
Ensuite, on va vérifier qu’il s’agit bien de Leg: pr cela, :………le Maldi Tof
Et puis, sur les colo confirmées c L.pn, on va déterminer le SG par agglu….. 

4e et dernière Tech: ……………



Comment faire la recherche dans un prélèvement d’eau ?

Filtration de volumes définis d’eau

Identification 

Typage

Incubation
35°C+/-2°C pdt 10j

Repérage des colonies

Etuve

Membrane de polycarbonate

Legionella Latex test, OXOIDMilieu GVPC, OXOID

Maldi-Tof, BRUKER

MILLIPORE
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Très rapidement maintenant, comment peut se faire la recherche de Leg ds l’eau ??
Au LNS, la norme utilisée est la norme européenne ISO 11731 v2017
Sans rentrer ds les détails, voici les différentes étapes : 
A partir d’1 prlvt d’eau, différents volumes, définis dans la norme, sont filtrés au travers d’une mbrane de polyC via une rampe de filtration. 
Chaque mbrane est déposée sur une gélose GVPC puis incubée à ……
Tous les 2-3j, les milieux sont observés à la recherche de colonies de Leg comme ici; 
Commr précédemment, les colo suspectes sont identifiées par Maldi
Si Lpn est confirmée, elles sont sérotyp et conservées pr d’éventuelles analyses ultérieures; et notamment une enquête autour d’un cas.



Sur la souche

Etude autour de cas

2 situations : 
Comparaison entre souches environnementales et cliniques

Comparaison entre souches environnementales et prlvts cliniques 
avec PCR Leg +

Sur le prélèvement PCR Leg+ 

Séquençage du 
génome complet

  WGS

nested Sequence-
based typing

   N-SBT seulement 

Presenter Notes
Presentation Notes
Alors voilà, l’Etude….., c’est ce qu’on va ensemble pr terminer…..autrement dit, Quels sont les outils dont dispose le laboratoire pour comparer des legionelles entre elles. 
2 situations très différentes sont à prendre en compte:
La1ère, qui consiste en 1 comparaison de souches entre elles ( qd on a la ch d’avoir à la x souches E et souches cliniques) 
La 2e qui consiste en 1 comparaison entre souche et prlvts cliniques PCR + qd on a pas réussi à isoler la souche;

- Sur la souche, on va faire le Seq….
- Sur le prlvt, le WGS n’est pas possible. Il faut se limiter au ….. ds le but de comparer des fragments d’ADN d’un éch Humain PCR positif à des souches environnementales



Etude autour de cas

1. Séquençage de souches

 Permet de comparer les souches 
isolées de prélèvements cliniques avec 
les souches environnementales  
obtenues dans le cadre d’une 
investigation autour de cas de 
légionellose

 

La technique : -> Séquençage du génome 
complet (WGS)  plateforme Illumina 

© Halema et al., WJMB, 2024 
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Sans rentrer trop ds les détails, quels sont les ppales étapes du WGS
A partir de colonies bactériennes, l’ADN est extrait puis fragmenté pour obtenir pleins de petits fragments (qui ensemble vont former 1 ‘library’ en anglais dc 1 bibliothèque de gènes). Tous ces petites fragments vont être séquencés (càd déchiffrés qt à leur séq en Ntides) . Les reads obtenus vont être assemblés à la recherche du microorganisme auxquels ils pourraient appartenir.
Ca c’est 1 étape très complexe, bioInf, qui utilise ce qu’on appelle des pipelines et qui vise à trouver les seq consensus , qui correspondent à 1 microOrg; 
Ensuite, différentes utilisat° sont possibles : etude des relations phylogénétiques entre les souches, analyse des gènes présents (g de résistance, de virulence,,nvx gènes…..)

World Journal of Microbiology and Biotechnology
Schematic workflow of bacterial genome sequencing from bacterial... | Download Scientific Diagram 




Etude autour de cas

A partir du génome complet, différentes informations peuvent en 
être tirées : 
 - Détermination du ST (MLST) – basé sur 7 gènes

                   (flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA, neuA) 
                       résultat comparable avec les résultats des techniques utilisées auparavant

- Détermination du CT (cgMLST) (schéma de 50 gènes ou 1521 gènes)  
standardisé au international , dépend de l’outil bioinformatique utilisé)

                 permet d’obtenir une résolution + fine que dans une comparaison basée sur 7 gènes

 
ST= Sequence Type                            CT = Complex Type
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A partir…..
……7 gènes, qui sont  spécifiques de Leg et stables (gènes de ménage = gènes indispensables à la b pr survivre)
Analyse via outil bioinformatique ‘Ridom SeqSphère ‘

A partir…..on pourra également déterminer le CT  à partir de 50 ou 1521 gènes, des gènes tous standardisés.  Le fait d’analyser 50 ou 1521 gènes, dépend de l’outil bioinf utilisé. Evidemment, comme on regarde/ un nbre bcp + grd de gènes, la résolution sera bcp + fine que…..

On va voir 1 application de chaque cas ds les diapos qui suivent



ST des souches de Legionelles
ST 115 -  Steinfort

 

Etude autour de cas

© S.Jarraud, Données CNR FR, souches cliniques 2008-2024
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Voilà ce qu’on peut faire avec les ST
On peut les suivre ds le tps, voir ceux qui sont + frq (ST1, ST23)  et ceux qui le sont –
C est grace à cette surv qu’on a vu que , le ST224, responsable  de l’épidémie de Leg à Albertville    était un ST connu ,depuis 2010 et que 110 cas avaient déjà été recencés
A l’inverse, le ST115 de Steinfort n’est pas du tout connu

RICAI photo




cgMLST1521  des souches  ST244 - Albertville

 

Etude autour de cas

© S.Jarraud, Données CNR FR, souches cliniques 2008-2024
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RICAI photos
Maintenant, 2E application, la cgMLST1521 gènes.
Comme je l’ai dit; le ST ne regarde que 7 gènes. 
Comme, grace au WGS, on a 1 xtude de gènes, on peut en analyser bcp +; c est ce qui a été fait ds l épidémie d’Albertville. Bien sûr, il faut bien garder en tête que cela n’a été possible que pcq de nbreuses cultures ont été + à partir des prlvts clin.
Qu’ ECQ on voit :
Au départ, ttes les souches appartiennent bien au ST224
MAIS, si on utilise un outil bioinf capable de regarder 1521 gènes, il apparait que il y a en fait 2 clusters



Sur la souche

Etude autour de cas

2 situations : 
Comparaison entre souches environnementales et cliniques

Comparaison entre souches environnementales et prlvts cliniques 
avec PCR Leg +

Sur le prélèvement PCR Leg+ 

Séquençage du 
génome complet

  WGS

nested Sequence-
based typing

   N-SBT seulement 

Presenter Notes
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Si on revient maintenant à notre 2e situation
On n’a pas la souche  mais uniquement un prlvt PCR Leg +
La seule tech qu’on peut mettre en œuvre est le ….



Etude autour de cas
2/Technique ‘nested Sequence-based typing’ sur Prlvt PCR + 

- repose sur la recherche ciblée des 7 gènes de référence définis 
pour L.pn         (flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA, neuA) 
   -> PCR ciblées

- permet dans le meilleur des cas la détermination du ST, mais 
ne permet pas d’aller + loin
- A été très employé dans le passé, a été la méthode de 
référence de comparaison des legionelles

A été appliqué dans l’épidémie de Steinfort
puisque aucune culture n’avait été obtenue à partir des prlvts respiratoires

Presenter Notes
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la tech
Le ppe repose sur …………
Dc  c est tech  de pcr xtiplexe ciblées, qui à partir d’amorces spécif vont rechercher la présence des diff gènes et vont les amplifier s’ils sont présents
……………



nested Sequence-based typing – Steinfort 2025

ST 115  
probable

Etude autour de cas

Nature Prlvt Souc/Pr flaA pilE asd mip mompS proA neuA_ ST CT

En
vi

ro
nn

em
en

t 

Douche chbre 
HIA STEINFORT
100 CFU/L

Souche 12 29 2 5 3 17 15 115 1640

Douche Etage
Maison privée
2000 CFU/L

Souche 12 29 2 5 3 17 15 115 1640

Tour de refroidissement
13500 CFU/L

Souche 12 29 2 5 3 17 15 115 1640

Pa
tie

nt

Patient 1       FNP
PCR + Ct=35        cult –

Prlvt 12 29 ND 5 3 17 15

Patient 2      FNP
PCR +  Ct= 30      cult –

Prlvt 12 29 ND 5 3 17 15

En orange, résultats du EURL-PH LEG (Lyon, FR) ST = Sequence Type CT = Complex Type 

CONCL du EURL-PH LEG : Cette concordance génétique entre les isolats cliniques et 
environnementaux est compatible avec une contamination provenant des réseaux de 
distribution d’eau étudiés
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Voila les résult obtenus .
Les 3 1ères lignes correpondent aux prlvts d’eau – pr lesquels des souches ont été obtenues
Les allèles correspondants aux 7 gènes ont été identifiés sans pb . Chaque allèle différent   porte 1 n° différent  La combinaison donne le ST, ici cela correspond au ST115
Par ctr, pr les prlvts pulm, la qté d’ADN présente était vraiment extremement faible: seuls certains gènes ont été reconnus. Les résultats que je vous présente, en orange, sont ceux du lab de ref EU des LEG ,qui nous a aidé ds cette partie.
Dc, seuls certains gènes ont été reconnus, mais ces gènes ont les même allèles que ceux des souches. 
Au final, les échantillons cliniques et les isolats environnementaux partageaient 6 des 7 allèles du type de séquence 115. Aucun autre ST n’est décrit avec ces 6 allèles. Dc le ST le + probable est bien le ST115.
Et dc ,la concl avancée par le lab de ref EU était : ……….


Pr info, le NRL-Lyon n’a identifié qu’1 seul isolat sur > 3000 isolats présents ds leur base de données appartenant à ce ST, détecté en 2021. Projet : 101194818 — EURL-PH-LEGI — EU4H-2023-DGA-MS4-IBA plus de 3 000 isolats) 
De même, une analyse de la base de données EpiPulse Cases n’a révélé aucun isolat correspondant au ST 115.
Sur la base de ces résultats, il est très probable que les souches détectées dans les deux échantillons d’expectorations appartiennent également au ST 115. Cette concordance génétique entre les isolats cliniques et environnementaux est compatible avec une contamination provenant des réseaux de distribution d’eau étudiés.

En noir, les résultats que nnous avpns obtenus; en orange ceux du CNR Leg; on voit que,certains gènes n ont pas été retrouvés;  Du coup, le ST n’a pas pu être déterminé avec certitude.
 Ce sont les données du Lab de ref EU, basé à Lyon, FR




En conclusion

En cas de suspicion de Légionellose : 
- La recherche de legionelles dans les urines est une technique sensible, rapide 

mais limitée à Lp1. Elle ne permet donc pas le diagnostic des légionelloses dûes 
aux autres sérogroupes de Lp (7%) et aux autres espèces de Legionella (3%)

- Le prélèvement pulmonaire (hors FNP) permet le diagnostic de toutes les 
légionelloses (tous SG et toutes espèces) par PCR +/- culture. 
De +, il permet de réaliser une enquête épidémiologique à la recherche de 
l’origine de la contamination

 
  PRESCRIRE : 

  Urines : Ag Légionelles
  P.respiratoire : PCR legionelles 
                                 Culture Legionelles

Presenter Notes
Presentation Notes
Donc, s’il  y a 1 message à retenir : pensez, en cas de suspicion de légionellose, à prescrire 
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