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Programme PIREN-Seine — action MNT 2009

1 Introduction

Sans transmission interhumaine démontrée, il est généralement accepté que 1’exposition environnementale,
particuliérement par I’eau, est une origine majeure de la plupart des infections humaines a mycobactéries non
tuberculeuses (MNT). L’incidence des cas de mycobactériose d’origine hydrique est décrite de plus en plus
fréquemment dans la littérature, en particulier des infections cutanées de personnes immunocompétentes [1]
et des infections pulmonaires causées par ’inhalation d’aérosols [1-3]. L’ingestion ou 1’inhalation
d’eau contaminée par des MNT, a I’exception des eaux de baignade pour I’instant, peuvent aussi
étre une voie d’exposition des enfants [1, 4].

Les MNT sont ubiquitaires et peuvent étre isolées d’une grande variété d’écosysteme aquatiques, incluant
I’eau de I’environnement, 1’eau potable, I’eau récréative et I’eau d’origine industrielle [5, 6]. Par exemples,
les MNT peuvent persister et proliférer dans les fleuves [7] et ’eau du réseau utilisée dans les
hopitaux a été reportée comme potentiellement contaminée par les MNT [1, 8]. Les réservoirs
naturels incluent des plants aquatiques, des amibes, des vertébrés et des insectes aquatiques [9-11].
Du fait que les MNT sont des pathogeénes émergeants pour I’homme et les animaux domestiques, il
semble important d’identifier les sources des MNT et de mesurer leur prolifération, ainsi que leur
persistance dans les écosystémes d’eau douce. Ceci nécessite donc une méthode standardisée et
robuste de quantification des MNT dans ’eau. Ainsi, les actions de 2009 viennent compléter celles
de 2008 (cf PIREN Rapport actionMNT2008) dans 1’objectif d’obtenir une méthode fiable de
quantification des MNT par bactériologie ou biologie moléculaire.

Suite a un résumé des résultats des actions 2008 (§1), nous présenterons les études complémentaires
de comparaison des méthodes de bactériologie pour le dénombrement et I’isolement des MNT dans
les échantillons d’eau de surface. La plupart des méthodes de culture des MNT sont développées
pour le milieu médical, et de ce fait sont peu adaptées a des échantillons de I’environnement (§2.1).
Effectivement, I’eau de surface comprend 10* a 107 bactéries par ml [12] et une diversité
microbienne plus importante que celle des échantillons cliniques [13-17]. De ce fait de nombreuses
especes bactériennes de I’environnement peuvent évincer les MNT lors de la croissance sur milieu
de culture et ainsi géner leur isolement et dénombrement. Actuellement, il n’y a pas de consensus
claire sur les méthodes de bactériologie, et nous avons donc déterminé quelle était la méthode la
plus a méme de convenir a des échantillons d’eaux de surface. En suite (§2.2), nous reviendrons sur
le développement d’une méthode de polymérisation en chaine en temps réel (qQPCR) basée sur les
amorces nucléiques F et R ciblant ’ADNr 16S ([18], qui se sont avérées tres spécifiques (cf
PIREN_Rapport actionMNT2008). le principe de balanced heminested PCR (B-HN PCR) [18, 19]
a également été appliqué a ce couple d’amorce afin d’en améliorer la sensibilité. La nouvelle
méthode de qPCR a été comparée a deux méthodes de qPCR déja publiées et dont la spécificité des
amorces n’avait pas été ¢tudiée en détail. La premicre cible ’ADNr 16S et utilise une chimie
SyberGreen®, elle a déja été utilisée pour quantifier les MNT dans de I’eau d’hémodialyse [20]. La
seconde méthode cible le géne hsp65 et utilise une chimie TagMan® [21], elle a initialement était
développée pour identifier des MNT d’intérét clinique et n’a jamais était appliquée a des
échantillons de I’environnement. Notre action 2009 a donc ét¢ de comparer la spécificité et la
sensibilité¢ de la méthode que nous avons développée a celles des deux méthodes publiées, a 1’aide
d’un ensemble de 86 microorganismes isolées de la Seine ou provenant de collections. Suite a ces
présentations des développements analytiques, nous conclurons sur les perspectives des actions a
mener en 2010 en regard des campagnes de prélévement réalisées en 2008 et 2009 (§2 et §3).
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1 Reésumé des développements analytiques de 2008
1.1 Harmonisation des méthodes bactériologiques

Avec  l’objectif  d’harmoniser les méthodes de  recherche des MNT  (cf
PIREN Rapport actionMNT2008), 1’action menée en 2008 avait port¢ sur I’élimination des
microorganismes interférants dans les échantillons d’eau de Seine. Notre étude de 2008 a permis
d’observer que le cocktail d’antibiotiques polymyxine, amphotéricine B, acide nalidixique,
triméthoprime et carboxy pénicilline (PANTA) additionné ou non de vancomycine (PANTAYV),
diminuait significativement la densit¢ de microorganismes interférents. La comparaison des
méthodes de décontamination chimiques Lowenstein, Petroff, Tacquet-Tison, Kubica, acide
oxalique acid et chlorure de cetylpyridinium (CPC), avait permis d’observer une diminution
significative de la densité de microorganismes interférents par rapport aux témoins non
décontaminés, sans pour autant observer de différences significatives entre elles (GLM, p=0,666).
Aucune des méthodes de décontamination chimique, combinées ou non a [’utilisation
d’antibiotiques dans le milieu de -culture, n’avaient permis d’éliminer 1’ensemble des
microorganismes interférents présents dans des échantillons d’un litre d’eau de surface. Cependant
la combinaison des méthodes de décontamination chimique avec la supplémentation du milieu de
culture en antibiotiques sont apparues comme la méthode la plus efficace, engendrant une
diminution de 4 a 4,5 log de la densité en microorganismes interférents en comparaison au témoin
sans décontamination chimique ni antibiotiques dans le Middlebrook 7H11j.

Durant ces ¢tudes d’impacts des méthodes de bactériologie sur les microorganismes interférants,
différentes especes de MNT avaient été isolées de 1’eau de surface de la prise d’eau de 1’usine de
potabilisation d’Orly. D’aprés la littérature, les espéces de MNT que nous avons isolées dans I’eau
de la Seine (M. chelonae, M. porcinum, M. austroafricanum, M. psychrotolerans, M. insubricum,
M. arupense, M. llatzerense, M. setense) sont potenticllement pathogénes pour I’homme et sont
connues historiquement ou ont été décrites treés récemment. Cependant le nombre d’isolement faible
et non reproductible, n’avait pas permis de les quantifier de fagon fiable. C’est pourquoi nous avons
développé une méthode de quantification par PCR en temps réel (QPCR) qui soit adapté aux
¢chantillons d’eau de surface.

1.2 Developpement d’une méthode en biologie moléculaire

Avec I’objectif de développer une méthode de quantification par qPCR des MNT dans les eaux de
surface, 38 couples d’amorces PCR avaient été triés en fonction de leur spécificité et de leur
sensibilité¢ théorique (cf PIREN_ Rapport actionMNT2008) par 1’algorithme BLAST de GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Les dix couples d’amorces les plus spécifiques et sensible
théoriquement avaient été retenus pour étudier par PCR conventionnelle leur spécificité sur une
collection des microorganismes non mycobactérien de référence (7 bactéries) et isolés de la Seine et
identifiés par séquengage de I’ADNr 16S (47 bactéries) ou de I’ADNr 28S (3 champignons
filamenteux). Les résultats de cette étude de spécificité avaient permis de sélectionner le couple
d’amorce F/R spécifique des MNT a 92,98%.

2 Développements analytiques de 2009

Les développements analytiques de 2009 visaient a finaliser la mise au point de la méthode
bactériologique et a mettre au point une méthode de quantification par PCR temps réel a partir du
couple d’amorce sélectionné en 2008.

2.1 Harmonisation des méthodes bactériologiques

L’action menée en 2009 avait pour but de déterminer I’impact des cocktails d’antibiotiques et des
méthodes de décontamination chimique sur la croissance des MNT. Ainsi les résultats ont permis de
finaliser le choix de la meilleure méthode pour I’isolement des MNT dans les échantillons d’eau de
surface.
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2.1.1 Matériel et méthode

Des échantillons d’eau de surface ont été¢ concentrés par centrifugation, stérilisés et inoculés
artificiellement par une MNT & croissance rapide (M. chelonae ATCC 35752, a 10° UFC/ml
d’inoculum) et une MNT a croissance lente ( M. avium ATCC 25291, a 10’ UFC/ml d’inoculum).
Les échantillons inoculés artificiellement ont été traités suivant les protocoles utilisés
précédemment durant [D’étude d’impact sur les microorganismes interférents (cf
PIREN Rapport actionMNT2008). Sans détailler, les méthodes de décontamination Lowenstein
[22], Petroff [23], Tacquet-Tison [24], Kubica [25], acide oxalique acid [26] et cetylpyridinium
chloride (CPC) [27] ont été appliquées en combinaison avec ou sans I’utilisation dans le milieu de
culture Middlebrook des cocktails d’antibiotiques PANTA et PANTAV [28, 29].

2.1.2 Résultats

e Impact de 'utilisation des antibiotiques

Le cocktail d’antibiotique PANTA diminuait (Figure 1) significativement la densité¢ des deux MNT
de référence étudiées (M. chelonae: GLM: F=261.09, d.f=2, n=9, p<0.001; M. avium: GLM:
F=52.99, d.f=2, n=9, p<0.001). Cependant le cocktail PANTA s’est avéré beaucoup moins nocif
que le cocktail PANTAYV pour ces deux MNT étudiées. Effectivement, les densités de M. chelonae
et M. avium ont été évaluées respectivement a 6.0+£0.1 log;o CFU/I et 7.9+0.1 log;y CFU/I sur
Middlebrook 7H11j-PANTA, alors qu’aucune croissance n’a été observée sur Middlebrook 7H11;-
PANTAYV (Figure 1).
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Figure 1: Effet de la supplémentation |5 7.
en antibiotiques (PANTA et PANTAV) |[Z ;.
du milieu Middlebrook. Nombre (£, |
moyen de MNT récupéré (n=9 pour |g
chaque MNT de référence). < : '
2 4
1
0

Mycobacterium chelonae ATCC 35752  Mycobacterium avium ATCC 25291
MNT de référence

@ Middlebrook 7TH11) @ Middlebrook 7H11j-PANTA  C Middlebrook TH11)-PANTAY

e Impact des méthodes de décontamination chimique

La comparaison des méthodes de décontamination chimiques a permis d’observer une diminution
(Figure 2) significative de la densité de M. chelonae ATCC 357525 par rapport aux témoins non
décontaminés (GLM: F=276.66, d.f.=6, n=63, p<0.001, controlé par la supplémentation en
antibiotique). Cette observation a aussi été effectuée avec la souche M. avium ATCC 25291 (GLM:
F=59.11, d.f.=6, n=63, p<0.001, controlé par la supplémentation en antibiotique). De plus, il est
apparu que la méthode CPC diminuait (Figure 2) significativement moins la densité de M. chelonae
ATCC 357525 (MLG: F=216.89, d.f.=5, n=54, p<0.001, contrdlé par la supplémentation en
antibiotiques) et M. avium ATCC 25291 (GLM: F=37.30, d.f.=5, n=54, p<0.001, contr6lé par la
supplémentation en antibiotiques) que les autres méthodes de décontamination chimique étudiées.

Page 4 sur 14



Programme PIREN-Seine — action MNT 2009
8 -

7 4
Figure 2: Effet des méthodes de

décontamination chimique sur Ila
croissance de M. chelonae
ATCC35752. Les échantillons d’eau
de surface concentrés, stérilises, puis
inoculé (n=63), ont été ensemencé
apres décontamination chimique sur
milieu Middlebrook 7H11j avec ou 19
sans antibiotiques (PANTA ou 0 -

log,, UFC.I"eau
2]

PANTAYV). Les barres d’erreurs {@’» 5 6\\6{“ & ﬁc? & &L
7 ;= - N P L : iy

représentent la déviation standard & & ¢ = &

la moyenne. & v il S

Méthodes de décontamination chimique
m Middlebrook TH11j @ Middlebrook 7TH11j-PANTA O Middlebrook 7TH11j-PANTAY

2.1.3 Conclusion

Les résultats de 2008 et 2009 nous on montré que la quantification des MNT dans ’eau de
surface semble impossible avec les méthodes de bactériologie actuelles, car que ce soit aprés
décontamination chimique, supplémentation du milieu de culture en antibiotiques, ou une
combinaison des deux, des microorganismes interférents subsistent et peuvent se développer sur les
milieux plus rapidement que les MNT. Mise a par I'utilisation du supplément d’antibiotiques
PANTA dans le milieu de culture qui pourrait convenir & une énumération reproductible dans des
¢chantillons pauvre en microorganismes interférents, la quantification des MNT par bactériologie
ne semble pas étre possible pour des échantillons riches en microorganismes interférents comme
I’eau de surface. A contrario, I’isolement de MNT potentiellement pathogénes pour ’homme est
possible dans 1’eau de surface. En raison de son efficacité sur la diminution de la densité¢ en
microorganismes interférents et de sa faible diminution de la densit¢ en MNT, la méthode CPC
combinée a la supplémentation en antibiotiques PANTA est la plus appropriée au traitement de
I’eau de surface en vue d’isoler des MNT. Pour quantifier les MNT nous avons décidé de privilégier
une approche moléculaire par PCR quantitative.

2.2 Développement d’une méthode de biologie moléculaire

En 2009 nous avons développé une méthode de PCR quantitative (qPCR) a partir des amorces
nucléiques F et R ciblant ’ADNr 16S [18] que nous avions sélectionnées précédemment (cf
PIREN_Rapport_actionMNT2008). Ces amorces avaient ét¢ utilisées précédemment pour détecter
la présence du genre Mycobacterium dans des échantillons cliniques. Nous avons utilisé ces
amorces et sondes [18] pour développer une PCR en temps réel par chimie TagMan® en vue de
quantifier les MNT. Le développement de cette nouvelle méthode a intégré 1’évaluation de I'utilité
de I’é¢tape B-HN PCR [18, 19], et I’optimisation des concentrations en amorces, sondes et MgCl,.
Nous avons comparé cette méthode avec la méthode de PCR quantitative publiée par Dutil et al.
[20] pour des fluides caloporteurs en chimie Sybergreen® et celle publiée par Tobler et al. [21]
pour des échantillons cliniques en chimie TagMan®. La comparaison et la mise au point ont été
effectuées a partir d’ADN extrait d’une collection de souches de MNT et d’une collection de
souches d’especes non mycobactériennes (description des souches dans
PIREN_Rapport actionMNT2008).

2.2.1 Matériel et methode

e Extraction de I’ADN chromosomique

Apres culture des microorganismes ¢tudiés sur milieu approprié (cf
PIREN Rapport _actionMNT2008), leur ADN chromosomique a ¢été extrait par la méthode
d’extraction cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) wusuellement utilisées pour les
mycobactéries dont la paroi est plus difficile a rompre que celle des microorganismes non acido-
alcoolo résistants [30-34]. L’ADN et les protéines ont été dosés respectivement a 260 nm et 280 nm
par un spectrophotometre WPA Biowave DNA.
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e Réactifs et appareillage de gPCR

La méthode qPCR basée sur les amorces F et R que nous avons développée est nommée méthode A
[18]. Les concentrations en ratio d’amorces, en sonde et en MgCl, ont été optimisées
successivement pour cette méthode. Les deux autres méthodes qPCR ont été respectivement notées
B et C pour Dutil et al. [20] et Tobler et al. [21].

Les réactions de qPCR incluent du 6-carboxy-X-rhodamine (ROX) comme référence passive de
normalisation du volume réactionnel. Un ABI 7500 real-time PCR muni du logiciel d’acquisition
SDS (Applied Biosystems Inc) a été utilis¢é pour 1’ensemble des analyses. Les tampons qPCR
d’Eurogentec ont été utilisés en suivant les recommandations du fournisseur pour les chimies
Sybergreen® et TagMan®. Une HotGoldStar Taq polymerase a été utilisée pour 1’amplification
(Eurogentec). Les sondes ont été marquées avec du 6-carboxyfluorescein (FAM) et du Black Hole
Quencher (BHQ™). Toutes les réactions et les gammes d’ADN étalon ont été effectuées en
triplicata. La détermination du cycle threshold (Ct) a été effectuée pour 0.1 unités de ARn
(fluorescence gagnée au dessus de la ligne de base/signal de la référence passive de normalisation
du volume réactionnel).

e Cycles d’amplification de gPCR

En fonction des méthodes de qPCR étudi¢es (A, B ou C), différents cycles de qPCR ont été
appliqués en accord avec les auteurs [20, 21].
e Paramétre de comparaison des méthodes de gPCR

Les méthodes de qPCR ont aussi été comparées sur la base de leur efficacité (E), de leur coefficient
de corrélation (r*), de leur limite inférieure de quantification (LIQ), de leur spécificit¢ et de leur
sensibilité. Pour cela des dilutions en séries au 5 d’une extraction d’ADN de
M. chelonae spp. chelonae ATCC 35752" ont été préparées indépendamment dans du tampon TE
1X en triplicata. L’efficacité (E) a été calculée en utilisant la formule E(%) = (10('1/ D) 1) x 100
basée sur le calcul préalable du coefficient directeur (CD) de la régression linéaire de 1’évolution du
cycle de détection en fonction du logarithme décimale de la masse d’ADN mesurée par
spectrophotométrie [35]. Les amplifications non reproductibles n’ont pas été prises en compte pour
estimer E et r’. La limite inférieure de quantification (LIQ) correspond & la gamme de
concentrations pour laquelle les 9 essais réalisés se sont avérés positifs (essais en triplicata pour
trois gammes ¢étalon indépendantes). Les résultats sont donnés en équivalent génome (EG) de
M. chelonae spp. chelonae, en accord avec différents auteurs [36-43].

La spécificité a été évaluée en utilisant une collection de 100 microorganismes interférents
constituée en 2008 (cf PIREN_ Rapport actionMNT2008), et incrémentée de bactérie de référence
¢loignées et proches du genre Mycobacterium (Tableau 1). La sensibilité a été évaluée en utilisant
une collection de 30 espéces du groupe MNT représentatives des infections humaines liées a une
contamination  hydrique, ainsi que des especes isolées de la  Seine (cf
PIREN_ Rapport actionMNT2008).

Tableau 1 : Bactéries de référence non mycobactériennes utilisées pour estimer la specificité
des méthodes gPCR.

Genre et espece (co dsiggarl(t:ieon) a  Origine de I’isolat Référence

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032" Eau usée [44, 45]

Corynebacterium ammoniagenes ATCC 68717 Selle d’eanfant [45, 46]
Corynebacterium pseudodiphtheriticum ATCC 10700 " Gorge humaine [45]

Helicobacter pylori ATCC 43504 "  Biopsie gastrique [47-49]

Nocardia cerradoensis DSM 44546 " sol [50, 51]
Nocardia farcinica IFM 10152 Bronche humaine [52]

Nocardia cummidelens DSM 44490 ©  Caoutchouc vulcanisé [53, 54]

a

ATCC: American Type Culture Collection, Rockville; Maryland; DSM: DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Germany; IFM: Culture Collection of the Research Centre for
Pathogenic Fungi and Microbial Toxicoses, Chiba, Japan; T: souche type.
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2.2.2 Résultats et conclusion
e Intérét de la B-NH PCR

Bien que permettant de diminuer la LIQ (Tableau 2), I’addition d’une étape de pré-amplification
(B-NH-PCR) préalable diminue grandement la linéarité de réponse de la PCR (r2<0.9) (Tableau 2).

Tableau 2 : Comparaison de I’efficacité (E), du coefficient de corrélation (r?), de la limite
inférieure de quantification (LIQ) et du cycle threshold (Ct max) de la méthode de
guantification du genre Mycobacterium par la méthode A non optimisée avec ou sans balanced
heminested (B-HN) PCR préalable.

Facteurs * sans B-HN PCR avec B-HN PCR
E moyenne (%) 68.47£1.53 % 58.71£15.95 %
1> moyen (régression linéaire) 96.66+0.01 74.76+0.04
gamme LIQ ° 11731; 8656] fg 1346; 1731] fg
1393; 1967] GE 179; 393] GE
Ct max ° 34.82+1.00 15.514+3.23

? La déviation standard est estimée avec 3 séries de dilutions indépendantes réalisées chacune en triplicata. ® Les
gammes de LIQ correspondent aux gammes de détection des 9 essais (3 essais pour chacune des 3 séries de dilutions
indépendantes) et les unités sont exprimée en fentogramme (fg) et en équivalent génome (EG) de

M. chelonae spp. chelonae ATCC 35752T. ¢ Le Ct max correspond au cycle threshold moyen + la déviation standard
sur les 9 essais.

e Optimisation de la méthode A

Concernant I’optimisation de la qPCR (méthode A) basée sur les amorces et la sonde sélectionnées
[18], les plus faibles Ct ont été observés pour un ratio particulier en amorces 110F et IS7IR. En
utilisant ce ratio d’amorces, 1’étude de I’influence de la concentration n’a pas permis d’observer de
tendance particuliére sur I’évolution de E, r* et Ct max, pour les trois concentrations de sonde
testées (Tableau 3).

Tableau 3 : Evolution de I’efficacité (E), du coefficient de régression (r?) et du cycle threshold
de la limite de quantification (Ct max) en fonction de la concentration en sonde H19R sur une
gamme d’ADN de M. chelonae ssp. chelonae ATCC 35752.

[HI9R] (nM) 50 100 250
E (%) 65.49 63.20 66.61
r (%) 99.35 98.98 99.04
Ct max 39.02 + 0.57 39.00 + 0.77 38.3840.40

La concentration en MgCl, est apparue étre fonction de I’efficacité de qPCR et fonction inverse du
coefficient de régression linéaire de cette derniere (Tableau 4). Effectivement, 1’augmentation des
conditions de stringence de la réaction permet d’améliorer le rendement de détection du nombre de
copie d’ADN, mais rend aussi la quantification de ces derniéres moins stable. Les conditions de
stringence étant aussi reconnues comme fonction inverse de la spécificité de réaction, nous avons
donc opté pour la concentration la plus faible en MgCl, de 5 mM (Tableau 4), privilégiant ainsi la
linéarité de la quantification au détriment de son efficacité.

Tableau 4 : Evolution de I’efficacité (E), du coefficient de régression (r?) et du cycle threshold
de la limite de quantification (Ct max) en fonction de la concentration en MgCl, sur une
gamme d’ADN de M. chelonae ssp. chelonae ATCC 35752.

[MgCL] (mM) 5 6 7 8
E (%) 76.26 77.12 99.74 0
2 (%) 99.43 96.13 86.70 ND
Ct max 39.02 + 0.57 39.00 + 0.77 38.38+0.40 0
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e Comparaison des méthodes de gPCR

Pour les trois méthodes de qPCR comparée, I’efficacité a été estimée aux alentours de 75%, et le
coefficient de régression linéaire au alentour de 98% (Tableau 5), ce qui rend ces méthodes
applicables dans un objectif de quantification. Par ailleurs, la LIQ de la méthode A a été estimée
environ 5 fois plus faible que la LIQ des méthodes B et C pour 0.1 unités de ARn.

Tableau 5: Comparaison de I’efficacité (E), du coefficient de corrélation (r?), de la limite
inférieure de quantification (LIQ) et du cycle threshold (Ct max) des méthodes de
guantification du genre Mycobacterium par gPCR.

a Méthodes qPCR
Facteur A B C
E moyenne (%) 74.26x1.74 74.40+3.32 74.19£1.95
1> moyen (régression linéaire) 98.60+0.16 98.81+0.01 98.34+0.93
gamme LIQ ° 1346; 1731] fg 169; 346] fg 169; 346] fg
179; 393] GE 116; 79] GE 116; 79] GE
Ct max ° 38.43+0.16 35.00+1.54 38.19+1.37

 La déviation standard est estimée avec 3 séries de dilutions indépendantes réalisées chacune en triplicata. ® Les
gammes de LIQ correspondent aux gammes de détection des 9 essais (3 essais pour chacune des 3 séries de dilutions
indépendantes) et les unités sont exprimée en fentogramme (fg) et en équivalent génome (EG) de
M. chelonae spp. chelonae ATCC 35752T. © Le Ct max correspond au cycle threshold moyen =+ la déviation standard
sur les 9 essais.

A contrario des méthodes B et C qui ont détecté I’ensemble des mycobacteries testées (Tableau 6),
la spécificit¢ de la méthode A a été estimée a 77%, en raison de 7 espéces de mycobactéries
indétectables sur 30 especes testées. Par opposition, la méthode A s’est avérée totalement spécifique
contrairement aux méthodes B et C dont les spécificités ont été évaluées a 44 et 91%
respectivement, en raison de 13 et 2 genres non mycobactériens détectables sur 24 testés
respectivement (i.e. faux positifs) (Tableau 6).

Tableau 6 : Sensibilité et spécificité des méthodes de quantification du genre Mycobacterium
par gPCR.

Nombre d’espece de Nombre de genres non
Method a Mycobacterium détectées ~ mycobactériens détectés  Sensibilité  Spécificité
au dessus de la LIQ au dessus de la LIQ (%) (%)
(30 especes testées) (24 genres testées)
A 23 0 77 100
B 30 13 100 44
C 30 2 100 91

* Méthode A: chimie TagMan® utilisant les amorces 110F et IS71R et la sonde HI9R [18]; méthode B: chimie
SyberGreen® utilisant les amorces pMyc14 et pMyc7 [20]; méthode C: chimie TagMan® utilisant les amorces 65darf2
et 65darf3 et la sonde Dabcyl [21]. ® LIQ: Limite inférieure de quantification.

2.2.3 Discussion

e Limite de quantification

Relativement au ARn de comparaison inter-méthodes (Tableau 5), la LIQ de la méthode A est
apparue plus faible (environ 100 copies de génomes) que la LIQ des méthodes B et C (environ 10
copies de génomes). Néanmoins, ce ARn a été fixé a 0.1 unités pour comparer les méthodes A, B et
C en elles, et pourrait donc étre diminué¢ pour améliorer la valeur absolue de la LIQ de la méthode
A.

e Sensibilité

La sensibilité évaluée dans notre étude a 100% (Tableau 6) pour la méthode C décrite par Tobler et
al. [21], est relative au choix des espéces de mycobactéries (cf PIREN_ Rapport _actionMNT2008).
Effectivement, d’aprés son auteur cette méthode ne peut pas détecter les espéces M. celatum,
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M. heckeshornense et M. leprae [21] qui n’ont pas ¢été prises en compte dans notre étude. La
spécificité de la méthode B ne serait donc pas aussi totale que ce que nous avons pu observer.
o Spécificité

La méthode B utilisée par Dutil et al. [20], a généré un grand nombre de faux positif ; I’ensemble
des Arthrobacter sp. (4 souches), I’ensemble de Micrococcus sp. (5 souches), I’ensemble des
Rhodococcus sp. (4 souches), I’ensemble des Corynebacterium sp. (3 souches), I’ensemble des
Nocardia sp. (3 souches), les seuls représentants des genres Kocuria, Solibacillus, Leucobacter et
Streptomyces, concernant le phylum Actinobacteria, mais aussi les genres Bacillus (2 souches sur
4), Staphylococcus (2 souches sur 4), Serracia (1 souche sur 1), et Helicobacter (1 souche sur 1)
concernant les genres non phylogénétiquement apparentés aux Actinobacteria.

Dans I’article de Dutil, la spécificité des ces amorces avait été controlée par PCR conventionnelle
(Veillette et al. [55]) en utilisant uniquement Pseudomonas ATCC 27853, Escherichia ATCC
35219 et Staphylococcus ATCC 25923. La faible spécificité de la qPCR basée sur les amorces
pMyc7 et pMycl4, pourrait s’expliquer par I’origine du design des ces derni¢res. Effectivement, en
accord avec nos résultats, Kox et al. qui ont dessiné ces amorces dans un objectif d’identification
d’espéces de mycobactéries par hybridations croisées inversée, avait aussi observé des détections
des genres Corynebacterium, Nocardia et Rhodococcus par PCR conventionnelle utilisant les
amorces pMyc7 et pMycl4 [56].

La méthode C décrite par Tobler et al. [21], a détecté seulement 2 genres non mycobactériens sur
les 24 genres testés. Plus précisément, cette méthode a détecté les 2 représentants du genre
Rhodococcus de fagon similaire au témoin positif (M. chelonae spp. chelonae ATCC 35752%), et 2
représentants sur 4 du genre Bacillus en dessous de la LIQ. Ainsi, la méthode qPCR de Tobler et al.
[21] semble utilisable sur des échantillons cliniques car les genres Rhodococcus de Bacillus sont
rarement responsables de cas pathologiques, mais ne semble pas convenir a des échantillons d’eau
de surface dans les lesquelles ont ét¢ isolés ces deux genres non mycobactériens (Tableau 10).

En conclusion, les comparaisons des méthodes de bactériologie nous ont permis de détecter
différentes especes de MNT potentiellement pathogeénes dans I’eau de surface, mais ne nous a pas
permis de les quantifier de facon reproductibles en raison de leur faible nombre et des
microorganismes interférant leur culture (cf PIREN Rapport actionMNT2008). Par ailleurs, en
raison de sa spécificité totale, la méthode A de qPCR que nous avons développée est apparue
applicable a des échantillons d’eau de surface contrairement aux deux autres méthodes de la
littérature. En conséquence et dans 1’objectif de déterminer les sources des MNT dans le bassin
versant de la Seine, les MNT des campagnes de prélevement réalisées en 2008 et 2009, et des
campagnes qui vont étre réalisées en 2010 seront analysées par la méthode que nous avons
développée et caractérisée.

2 Campagnes d’échantillonnage 2009

Plusieurs campagnes de prélévement ont été réalisées en 2008 et 2009, puis conservées a -20°C. En
2008, une campagne a consisté a suivre la nappe de déversement unitaire dans la Seine engendrée par
I’orage du 07/08/08 (cf PIREN Rapport actionMNT2008). En 2009, il a été effectué une campagne de
prélévement sur les rejets unitaires dans la Marne le 05/10/09. A cette date, une série de prélévements en
temps sec et 10 séries de prélévements en 36 heures de temps de pluie ont été réalisées dans la Marne
(d’amont en aval : Tribardou, Chalifert, Thorigny, Gournay, Champigny, Charentonneau) et dans trois de ces
affluents (d’amont en aval : la Beuvronne, la Gondoire, le Morbras).

3 Prévision 2010

Dans le but d’identifier les sources de MNT dans les bassins versants tels que la Seine, I’action de
I’année 2010 portera sur I’application de la méthode A sur les échantillons prélevés en 2008 et en
2009. Des campagnes additionnelles sont prévues en Seine et Marne pour identifier les sources
agricoles et piscicoles. Ces campagnes seront complétées par une étude sur le traitement des eaux
usées a la station d’épuration de Seine Centre échantillonnée en 2008 dans le cadre du programme
OPUR (collaboration avec le SIAAP), et par une étude des sources naturelles riches en acides
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humiques sur la New River (Virginia, USA) dans le cadre d’une collaboration avec le Pr. J.
Falkinham (University VirginiaTech).
3.1 Campagnes de prélevement a compléter

Suite a des discussions dans le cadre de deux comités theése (09/02/09 et 11/01/10), il a été choisi
d’annuler les campagnes des prélévements en prévision sur les rejets de stations d’épuration et les
rejets hospitaliers (cf. PIREN_ Rapport actionMNT2008), et de focaliser les prélévements sur des
rejets dans le milieu récepteur n’ayant pas encore été pris en compte. Ainsi, pour compléter les
prélevements déja en notre possession, des campagnes de prélevement seront effectuées sur des
rejets de pisciculture et les rejets d’élevage animal, afin de déterminer la ou les sources majeures de
MNT dans le bassin versant de la Seine.
3.2 ldentification des sources de MNT

L’ADN des MNT provenant des différents échantillons collectés sur le bassin versant de la Seine et
aux Etats-Unis, sera quantifié¢ par la méthode A en vue d’évaluer les sources de MNT et d’identifier
les ordres de grandeur potentiels de chaque source: eau brute type (Seine-Centre), élevage-
pisciculture (en Marne), forestier-marécageux (Virginia, USA), rejets urbains de temps de pluie
(campagnes de temps de pluie de Clichy et en Marne). La theése sera finalisée et défendue, les
résultats seront valorisés dans des journaux scientifiques et techniques nationaux et internationaux,
ainsi que dans des congres nationaux et un congres international.
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