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% de population alimentée par une eau de bonne qualité bactériologique en 2013

Guyane
i Guadsloups

i '\\ - Paris et départements
\ / mirophes
P e e -3 ]
Lot o ey
- b T L5
v
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alimentée par une
eau de bonne gqualité
bactériologigue en 2013
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| [98% - 100%]

Sources | Minlstére chargé de la Santé - ARS - SISE-Eaux
0 IGN-GEOGFLA

Source: site gouvernementale environnement et santé

> En France
-27 000 Unités de distributions

-Environ 33400 captages
-300 000 prélevements d’eau
en 2013

En lien avec la qualité :
-physico-chimique
-microbiologique
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** Moselle : ressource hydrique potabilisée

/

/

: Traitement conventionnel :

VVYVD

filtration sur sable

Eau de riviéere : Moselle /J:H

Usine de traitement
Multi-barriére

Nappe a uviale
/7_7puns ou forages

nappe libre == sUrface
& piézométrique
[de ld huppe captiva))

nappe captive cotiche
imperméable

* Soit en captage direct ou en mélange avec une autre ressource

+* Calibration du traitement en fonction du niveau de pollution : A1, A2 et A3

uv
+

Désinfection au
dioxyde de chlore

Chloration

coagulation-floculation (chlore ferrique et polymeres) — clarification par décantation
Ozonation et filtration sur filtre charbon actif

Eau traitée
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Qualité microbiologique : Directive européenne 98/83 CE transposé dans le code de la santé publique
relative a la qualité des eaux destinées a la consommation humaine

> Suivi des indicateurs de contamination fécale sur la ressource : ISO NF EN 9308-3
> Suivi sur 'eau traitée

v'recherche E.coli et coliformes : 1ISO NF EN 9308-1
v'recherche des entérocoques : ISO NF EN 7899-2

v'recherche des ASR : ISO NF EN 26461-2

Eau de riviere : Moselle . )
Désinfection au
o dioxyde de chlore

Usine de traitement +
Multi-barriere uv Eau traitée
Nappe alluviale
’/__7 puits ou forages
Chloration
nappe libre «== surface

piézométrique]
e lé nappe captiv

nappe captive

couche
imperméable
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Principaux micro-organismes pathogéenes pour ’'Homme transmissible par I'eau (WHO, 2006)

Persistence Resistance Important
Health in water to Relative animal
Pathogen significance supplies® chlorine®  infectivity* | source
Bacteria |
Burkholderia pseudomallei Low May multiply Low Low I No
Campylobacter jejuni, C. coli High Moderate Low Moderate j Yes
Escherichia coli — Pathogenic® High Moderate Low Low _ Yes
E. coli — Enterohaemorrhagic High Moderate Low High | Yes
; g Ty oW

Mon-tuberculous mycobacteria Low Multiply High Low | No
Pseudomonas aeruginosa® Moderate May multiply Moderate  Low No
Salmonella typhi High Moderate Low Low I Mo
Other salmonellas High May multiply Low Low I ves
Shigelia spp. High Short Low Moderate | No
Vibrio cholerae High Short Low Low I No
Yersinia enterocaolitica High Long Low Low . Yes
Viruses L
Adenoviruses High Long Moderate  High I no
Enteroviruses High Long Moderate  High | No
Hepatitis A virus High Long Moderate  High No
Hepatitis E virus High Long Moderate  High I Potentially
Moroviruses and sapoviruses High Long Moderate  High | Potentially
Rotaviruses High Long Moderate  High | No
Protozoa [ Mo
Acanthamoeba spp. High Long High High No
Cryptosporidium parvum High Long High High | Yes
Cyclospora cayetanensis High Long High High I No
Entamoeba histolytica High Moderate High High | No
Giardia intestinalis High Moderate High High Yes
Naegleria fowleri High May multiply” High High I No
Toxoplasma gondii High Long High High I Yes
Helminths |
Dracunculus medinensis High Moderate Moderate  High [ No
Schistosoma spp. High Short Moderate  High Yes

N N N

- anses x’_:’
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E.coli: > Représente 80% de la flore intestinale aérobie de I’lhomme

» Trés présente dans la flore intestinale aérobie des mammiféres
» Retrouvé dans I'environnement : témoin de contamination fécale

» La majorité des souches sont non pathogénes

» Acquisition de genes de virulence : E. coli pathogénes

E. coli extra-intestinaux : infections du tractus urinaire, des méningites, bactériémies...

Pathogenicity
Island

- Bacteriophage Transposon
Plasmid

* E. coli diarrheiques : \ l /

Non pathogenic
E. coli

Classification suivant 7 pathotypes connus

I I N
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DAEC

E. coli a adhérence diffuse

EAggEC

E. coli entéroaggrégatifs

EPEC

E. coli
entéropathogenes

d B_o‘l'llm farmation

STEC: Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines
> Top 5: 026:H11, 0103:H2, 0111:H8, 0145:H28 et 0157:H7

» Depuis incident des graines germées 2011 -> top 6 (+ 0104:H4)

- — anses%?
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Souches Genes de RéslstanceNombre Modéle
virulence aux ATBde clones animal

frégquente £levé  peu

commensales rares
ou peu Qunoan
pathogénes |Etales
pathogénes fréguents rare faible [etales
E. fergusonii

Protéines permettant la classification des E. coli en 4 groupes phylogénétiques
A, B1, B2 et D. Clermont et al., 2000.

©) » Groupe B2 et D : E. coli pathogéne extra-intestinal,

BlorA d’origine humaine

Yjad TspE4.C2

N\
©
>

)

généralement commensal

® O » Groupe A et Bl : E. coli pathogéne intestinal,
B |

®

Amplification PCR
anses %._)
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Les E. coli ont été classés en 7 groupes phylogénétiques (2013)

10.01 _ETCC 8739 3
A M 1 2 3 4 5 6 7 R 9 Q0 @1 42 13 14 15 16 17 18 M
B -

Commensal ETEC EHEC _: K-12 MG1655
EAEC | Shigella | EPEC H10407 _ .y = J— ' - — 500 bp
| ExPEC( Environment AIEC 025 H11 11368 = l'.iM-.-‘ w: - - = :
O”“" 128 fud -_ - - '-3-- --
0103:H2 12009 TopELCIP- - - - < 100 bp
55989 S = ———
B 1 A Bl C E 1] ¥ B2 =
E24377A E s
e E. coli sensw strict E. clades % E
1AI1 ;‘" ul

Shigella sonnei Ss046

Shigella boydii Sb227 i L. . .
Shigella flexneri 2a str. 301 Mise en évidence des phylogroupes de E. coli en fonction des

Shigella dysenteriae Sd197 combinaisons de génes recherchés (Clermont et al., 2013)

— % 100 10%&39615
4[‘-%57»47 EDL933 E
O157:HT7 Sakai __
042 ]
MNo26 | D1 Diarrhées
) ———————————— SECEC 5MS-3-5 3 séveres
L 100 Al39
—0 "
Ty
57 m{s 857C
100 ED1a
B2 Pathologies
extra-
intestinale
100
E2348/69 J
" E. fergusonii ATCC 35468 .)
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E. coli producteurs de shiga-toxines (STEC/VTEC)

» Principale cause de cas de colite hémorragique (CH) et de syndrome hémolytique-urémique (SHU) chez ’lhomme.

> LeSHU: - principale cause d'insuffisance rénale chez les enfants < 3 ans

- responsable de séquelles rénales graves dans un tiers des cas.

- peut entrainer la mort dans 1 a 2 % des cas
» Epidémiologie : - entre 70 et 100 enfants atteints /an

- épidémie 0104:H4 en 2011 en Allemagne : 4320 cas de diarrhées sanglantes, 850 cas de
syndrome hémolytique et urémique (SHU) et 82 déces

Association avec les SHU
ou les colites hémorragiaues

Implication
dans des épidémies

Séropathotype Incidence relative

Sérotypes

Elevée

B Modérée

Fréquente

Non fréquente

QOui

O157:H7, O157:NM*

026:H11, 0103:H2, O111:H8/NM,
0121:H19, O145:NM

(= Faible
D Faible
E Non humain**

* NM : non mobile. ** Sérotypes de STEC isolés chez les animaux mais jamais associés a des infections humaines.

n.a.: non applicable.

Rare

Rare
n.a.

Oui
Non
n.a.

, O104:H
et autres

sérotyi:es J
Multiples sérotypes
Multiples sérotypes

» Pathogénes émergents importants en santé publique impliqués dans de nombreuses épidémies
alimentaires

anses %?
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> Indicateur de contamination fécale dans le domaine de l'eau :

R/

& Eau traitée > Doit étre absent dans 100 mL

v’ La recherche des E. coli se fait avec des normes analytique ISO NF EN 9308-1 :
Culture 24h - 48h a36 et 44 ° C sur milieu gélosé sélectif (TTC) : recherche d’E.coli et coliformes

v’ La recherche des entérocoques fécaux se fait avec des normes analytique 1ISO NF EN 7899-2 :
Culture 48h a 36° C sur milieu gélosé sélectif (Slanetz) : recherche des entérocoques

» E. coli : Bacille gram — de la famille des Entérobactériaceae

v Défini par différents caractéres phénotypiques: lactose +, oxydase -, thermotolérante, indole +,
B-galactosidase + et B-glucuronidase +

R/

*¢ Moselle

v'La recherche des E. coli indicateur se fait avec des normes analytique ISO NF EN 9308-3
(+ entérocoques fécaux) par méthode NPP

» Cette recherche ne permet pas de distinguer E. coli non pathogénes des pathogénes

anses %'_)
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*+ Dans la Moselle :

100% d’échantillons positifs en indicateurs fécaux en E. coli et Entérocoques

Escherichia coli indicateur dans laMoselle
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1. Recherche direct de marqueurs génomiques caractéristiques E coli STEC (eae, stx1 et 2)
» PCRq apres extraction génomique et concentration d’1 litre d’eau
> PCR de groupe (026, 0103, 0111, 0145 et 0157)

» Absence d’informations sur la viabilité —_

2. Recherche de marqueurs génomiques et mise en évidence d’une multiplication
bactérienne par PCRq dans les bouillons de culture

> PCR de groupes (026, 0103, 0111, 0145 et 0157)
» Spectrométrie de masse MALDI-TOF (développement)

» Quantification relative

3. Culture classique dans différents bouillons et milieux gélosés sélectifs
> ldentification IMS
> PCR de groupes (026, 0103, 0111, 0145 et 0157)
» Spectrométrie de masse MALDI-TOF (développement)

» Isolement tres fastidieux, formes non cultivables

13
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Journées scientifiques ZAM 2016

Occurrence de bactéries E. coli pathogéenes pour ’lhomme
dans les eaux de la riviere Moselle pouvant étre utilisées pour
la production d’eau destinées a la consommation

Benoit Gassilloud et Stéphanie Etienne
14 Laboratoire d’Hydrologie de Nancy (ANSES-LHN)



+» dans la Moselle

91 % des échantillons prélevés contiennent des E coli pathogenes viables (présence du géne
eae)

* 66% des échantillons prélevés contiennent des bactéries STEC (génes eae et stx1 et/ou stx2)
* Répartition des sérogroupes : 71% 026, 87% 0103, 76% 0111, 89% 0145 et 62% pour 0157
« Concentration pouvant dépasser ponctuellement 4 Log10

» Par rapport aux indicateurs différence de > 2 log10 (moins de 1%)

Bactéries EPEC et VTEC viables décelées dans la Moselle

Logl0{nombre/L)

0

15

= S g o
= =
< o
@ g

=2 3
= B w9

172

e

3

3

30/
/

15
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= E. Coli VTEC : occurrence et résistance dans les milieux hydriques environnementaux

Leur isolement est relativement complexe

Méthodes moléculaires (PCR) : sensibles et spécifiques mais pas pratiques pour une utilisation en routine

MALDI-TOF : alternative aux méthodes moléculaires

LHN, depuis 2017 : Programme de développement de spectres de références de VTEC
Master 2 Microbiologie— Maud Variot— Année 2017/2018

Discriminer les E. coli pathogenes des non pathogenes

Identifier et recenser des marqueurs caractéristiques

Etude de Validation de la robustesse des biomarqueurs caractéristiques
Master 2 Microbiologie— Issa SY— Année 2018/2019

Sur des souches E. coli non pathogenes isolées de feces d’animaux différents

anses “:_)
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Principe du fonctionnement du spectrometre de masse MALDI-TOF

Iraitement des données

5 5
g — | o [8 p
§ | S 2
8 ; a g A
[=====r===== [=
. ‘ >
° ® m/z
a0
5 ;
% 3 o
S Z ~ g% o 1 Molécules a
§§ : N3 o | séparer
® 0

>
= §5 Plaque | Echantillon
% - 'é_ﬁ MALDI mélangé
= 9 a la matrice
= £5
Source: Rémi Moreda, site de I'académie de
Montpellier
MALDI-TOF Microflex™ Bruker
» Utilisé principalement en routine
» ldentification bactérienne

17



Les protéines traversent le tube de vol avec une vitesse dépendant de m/z

Profil protéomique

-spectre avec 100 a 200 pics
-Représentation principale de ces pics :
protéines cytosoliques basiques,
protéines ribosomales, des protéines de
choc thermique, des protéines liant 'ADN
et de 'ARN chaperonne ....

-Protéines conservées

Génération d’un spectre

Irtens, frb] 10°9)

Intensité du signal

MWM U“’LW

Valeurs m/z values : 2 to 20 kDa

- anses \._)
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Comparaison des spectres générés a une base de donnée contenant une librairie de profils spectral de
différents micro-organismes

10

o

Base de donnée de spectre de référence ,

ectre inconnu

i Spectre eLRéférence
| | > |

0 5 10 15 20 o 5 10 15 20

Calcul du score de correspondance:
Rel Score
% de correspondance du spectre de référence
(e.g. 6 f 10 = 0LG)
Rel P-Num.
%% de correspondance du spectre inconnu
(e.g. 6 / 20 = 0.3}
I-Corr
Correlation de l'intensité: somme des ratios
(0,4+1+0,5+0,9+1+0,8) /6= 0,76

«  Similarité du profil de masse d'un micro-organisme inconnu avec celui d'une
souche repertoriee dans la bibliothégue interrogeée.

[~

. 3 Scores individuels allantde 0a 3. < 1.7 T — B 2~-3

Min Detected Species Log{Scor=}
| i DS 1576 DS M
& | § |Escherchia coli RW412 A1 2000 06a LBK 2 33>
& | g | Escherichia coli DSM 622 DSM 2.311
@ | § | Escherichia coli ME11464 1 CHB Z2 17T
@ | § | Escherichia coli DSM 1103 QC DSM 2113
& | g | Escherichia coli Miss! WML Z.10s
@ | 5 | Escherichia coli ATCC 25522 CHB 2.096
= [ ] Escherichia coli DHSalpha ERL 2086
& | § | Escherichia coli ATCC 25218 CHEBE 2 045
| # | Escherichia coli DSM 20022T HAM 1.959 ')
N BN BN BN N S eSSSSS—— anseS\




[ Base de données commercialisée ]

> E coli sans discrimination

[ Création de Base de données propriétaire ]

Caractérisation des E coli pathogene
Discrimination de sérotype
Caractérisation des E coli non pathogene
Discrimination de phylogroupe
Caractérisation des Shigella

YV VVY

Premiére Etape : acquérir une collection de souches représentative de I'espece d’intéret

anses %’_)
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Mise en place d’une collection de souches E coli pathogéne ou non pathogene

> Souches de référence

. . o E. coli strain 13167 (NCTC)
0157:H7 strain 43895 (ATCC) stx1+ stx2+ o 0103:H2 strain PMK5 stx1+ stx2-

[ J
. 0157:H7 strain 43890 stx1+ stx2- o 0103:H2 strain CHO87 stx1+ stx2- o E. coli strain 00090 (WDCM)
. 0157:H7 strain SA7 stx1- stx2+ R Shi ..

. ; gella boydii 2 (CIP 82.50T)
e  O157:H7 strain 12900 (NCTC) stx1-stx2- ~ °  O111:H8strain S5NR1 stxl+ stx2+

° Shigella boydii 13 (CIP 58.21)
° Shigella flexneri (CIP 82.48T)

° Shigella flexneri 2 (CIP 104222)
° 0145:H28 strain ED28 stx1+ stx2- ° Shigella sonnei (CIP 52.55)

° 0145:H28 strain EH023 stx1- stx2+ ° Shigella sonnei (CIP 82.49T)

) 0111:H8 strain 4417/96 stx1+ stx2-
026:H11 strain 09QMA277.2 stx1+ stx2+ ° 0111:H8 strain CB6199 stx1- stx2+

° 026:H11 strain Fred2 stx1+ stx2-

. 026:H11 strain 5917/97 stx1- stx2+

» Souches de I'environnement issus de projets de recherche

E. coli lac+ indole +
E. coli lac+ indole —

E. coli lac- indole +

E. coli lac+ indole + B glucuronidase —

> Souches animaux

anses s._)
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Principe Création de spectre de référence : Matériel et Méthodes

» Analyse sur des extraits protéiques

» Nécessite une extraction des protéines

Acquisition des
spectres bruts

Contrdle de la
qualité des
spectres bruts

7

-

Contréle genre

Comparaison
des profils
protéiques et
identification
de
biomarqueurs.

>

300 plL d’eau osmosée
. — —

900 pL éthanol

Centrifugation

22

Master 2 Microbiologie— Issa SY— Année 2018/2019

Dépot + matrice
Acide a-cyano-4-
Hydroxycinnamique

Culot
+ acide formique
+ acétonitrile

N

g Centrifugation

Protéines en

suspension

anses %'_)



Homogénéité des spectres obtenus en répétabilité et en reproductibilité

Création base de données
spectres de référence

v \/
Essai repétabilité Essai reproductibilité
1 condition de culture 1 condition de culture
2 colonies 1 colonie

v

Colonie 1 | 32lectures Colonie 2

|

R e [ Fidele J

c l v

: .h [ Reproductible ]

anses %'_)
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Culture -

PCA

36° C £2° C24h

s

Lo Microflex®
8 dépots Bruker
32 lectures
2 essais

Détermination du nombre de spectres bruts a réaliser pour créer un spectre de référence

| | I —>
.
ol I |
il | b ' | } .

0.0

4000 6000 8000 10600 12600

* Validation de la calibration (8 pics identifiés) = ok

* Nombre de spectres éliminés comprenant des « Flateline »

*  Nombre de spectres éliminés comprenant des « Outliers
Peaks »

* Nombre de spectres éliminés pour trop grande variation
entre les pics (<500 ppm)

» Conservation des spectres bruts > 80% (26/32)

24

intens.
ul

» Toilettage des spectres bruts

Courbe plate
« flateline »

Pics fantomes |

« Qutliers Peaks »

anses %._)



7 » Microflex®
8 dépéts Bruker
32 lectures
2 essais

Culture .

PCA 36° C +2° C24h

» Résultats obtenus sur E. coli pathogénes et non pathogénes, Shigella

% MSP preserved | % MSP preserved |
PCAE1 PCAE2 PCAE1 PCA E2
15F000107 0157:H7_43895
15F000483 0157:H7_43890
15F002264 O157:H7_SA7
15F003089 0157:H7_12900
026:H11_09QMA277,2
15F003434 026:H11_FRED2
15F000167 026:H11_5917/97
15F000766 0103:H2_PMKS5
15F001812 0103:H2_CHO87
15F003205 0111:H8_95NR1
15F003764 0111:H8_4417/96
15F000347 0111:H8_CB6199
15F001352 0145:H28_ED28
15F003164 0145:H28_EHO023
15F001356
25F00296° % MSP preserved
i e PCAE1 PCAE2
157001673 S.boydii 2 CIP 82.50T
15F002246 m
15F003678 S.boydii 13 CIP 58.21
15F000399 S. flexneri 2 CIP 104.222
E. coli NCTC S. flexneri CIP 82.48T
E. coli WDCMO00090 S. sonnei CIP 52.55
S. sonnei CIP 82.49T

L'extraction protéique des E. coli pathogéene semble moins efficace ?

- — . anses':_)
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B M OESECH Y DE-V TECYS BaDwack |

O26 :H11L_S917-97

O1S7F :H7_43890

©O145 H28_EHO23

Ol1lll :HS_a4417-

O103 :H2_PMKS

anses Q

26




»  Analyse multi composantes 3D :

0103 :H2_PMKS

026 :H11_5917/97

0111 :H8_4417-96

0145 :H28_EH023

27

0157 :H7_43890

¢ Visualisation de la répartition
des 5 sérotypes STEC en
fonction de 3 composantes
principales (pics, intensités et
fréquences d’apparitions)

0157 :H7_43895 % Visualisation de la
0157 :H7_SA7 répartition  intra-sérotype
0157
0157 :H7_43890
anses Q




»  Analyse dendogramme : visualisation de regroupements sous forme de clades

MSP Dendrogram

mﬁ_p-m_mm‘r C1_PCA
; 5_H11_

:hﬂ_m_w_ﬂ PCA
I . ﬂiﬂ_ﬂ? snmm

1 0157_HT_SA7_PCA_E2 C1
l i—-ﬂ"lﬂf_ﬂ? m (Hm

'|_L- lo111_18_as17-98_C1_rca

8-
&
5
3
g
15
-
g

anses \.}
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» Caractérisation de biomarqueurs caractéristiques (GelView)

Biomarqueur de souches
E. coli non pathogénes

> Pic a 8364 m/z = biomarqueur

i "-.U‘t CrvUCaSeRt_BIDE ool seMegera_VINCND157_HT umguement
d’orientation 8364 m/z | } :
\ [: YDCotSel!_BAO¥ col patopere_Vandhiiuties séctyzes paitcgines
Présent a 75 % = chez les non Y
pathogénes f- r : - 4,, e e 2o
25 % = non concluant : : " e e e e
r E. coli_QQ ' [ uec DiCoiSel|_Bolipe srgine_rprrcn

VOMC 3501 _BaD\par or iy _teproicrat

Master 2 Microbiologie— Issa SY— Année 2018/2019
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» Caractérisation de biomarqueurs caractéristiques (GelView)

 Biomarqueur de souches
E. coli non pathogénes

» Pic a 4186 m/z = biomarqueur B
caractéristique - _? Loa2E
k; :
Si Absent = souche non pathogéne | e -
i‘S& i | 2= Wik EDicafiorg
Si Présent = souche pathogéne o T = e v
i

Htﬂ? —= % S lt’ﬂlz — ‘ﬂ' 1—"& .“J‘ﬁ e ..:u = 'Féﬂ .“—
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» Caractérisation de biomarqueurs caractéristiques (GelView)

 Biomarqueur de souches
E. coli pathogénes

Pic 2 9060 m/z = biomarqueur
caractéristique pathogene 0157

* Si Absent = souche VTEC 0157 : | | "
* Si Présent = souche VTEC non- R /Qowmlzi- e [\ T
8390 m 3

0157 et E. coli non pathogéene

o o—sit

=

Nouveaux biomarqueurs recensés:
10460 m/z ; 8390 m/z

I R L L
o™, Y
&, ! R e
*M%
I_.'-
TR
el al 3l | 3

> E. coli_Q3 etE. coli_QQ3: 1] Eaioo — T
VTEC 0157 ? - - o WRRY. & i el _l
PCR pas de marqueurs spécifiques
Master 2 Microbiologie— Issa SY— Année 2018/2019
de 0157
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Avantages Maldi-tof

| Avantages Maldi-tof |

vV V V V V

Lecture rapide : 96 analyses sur 1 run en 10 min

Simplicité des protocoles de préparation
Robustesse importante des spectres générés (dans une condition donnée

Exploration des voies métaboliques et expression des protéine par la presence de biomarqueurs

Colt relativement faible pour des analyses en routine

Inconvénients Maldi-tof

Inconvénients Maldi-tof |

>
>

Ne permet pas l'identification de virus ou parasites

Les bases de données de spectres a disposition : identification au genre et a I'espéce uniquement

\ PersBectives ‘

>

>
>
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Caractérisation d’autres biomarqueurs caractéristiques des E.coli pathogénes et non pathogenes
ainsi que des Shigella

« Whole Genom Sequencing »

Classement dans les différents groupes phylogénétiques via les PCR de groupe

anses ‘:}
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