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Contexte : la pollution fécale du milieu aquatique

= Pollution biologique des eaux par microorganismes pathogenes
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Contexte : la pollution fécale du milieu aquatique

= Pollution biologique des eaux par microorganismes pathogenes

= Nombreuses épidémies d’origine hydrique causées

par les virus entériques
(Bosch, 1998)

= Nombreux sérotypes : norovirus, VHA, VHE, etc

= Pourquoi sont ils dangereux pour I'Homme ? === Adénovirus

» Maladies variées (+/- graves) : pneumonies,
polyomyélites, hépatites, gastro-entérites

(Le Guyader et al, 2014)

Norovirus

Hépatite A ‘ Astrovirus

Hépatite E K < Adénovirus

Poliovirus - Coronavirus
Rotavirus
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Contexte : la pollution fécale du milieu aquatique

= Pollution biologique des eaux par microorganismes pathogeénes

= Nombreuses épidémies d’origine hydrique causées

par les virus entériques
(Bosch, 1998)

= Nombreux sérotypes : norovirus, VHA, VHE, etc
= Pourquoi sont ils dangereux pour I'Homme ? Rivieres et lacs:

. ., . 102 UFP/L
» Maladies variées (+/- graves) : pneumonies,

polyomyélites, hépatites, gastro-enterites T — ‘R

(Le Guyader et al, 2014) 10° UFP/L

» Résistants et stables dans I'environnement
(Blatchley et al, 2007)

Littoral:
102 UFP/L
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Contexte : la pollution fécale du milieu aquatique

= Pollution biologique des eaux par microorganismes pathogenes

= Nombreuses épidémies d’origine hydrique causées

par les virus entériques
(Bosch, 1998)

S5
excréments

d'animaux/personnes infectées

: A i
= Nombreux sérotypes : norovirus, VHA, VHE, etc .
= Pourquoi sont ils dangereux pour I'Homme ? / _/ \
A_d .

» Maladies variées (+/- graves) : pneumonies,
polyomyélites, hépatites, gastro-entérites

(Le Guyader et al, 2014)

runssellement eaux usées déchets solides

océans/estuaires lacs/riviéres eaux sous-terraines ‘ irrigation \

i

» Résistants et stables dans I'environnement
(Blatchley et al, 2007)

= Transmissible facilement par voie féco-orale directe

ou indirecte
(Morin & Picoche, 2008)

coquillages/crustacés eaux de balgnade eaux potable cultures aérosols

L )

Voies de transmissions des virus entériques [1]
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Vers de nouveaux outils pour estimer le risque viral ?

Y. J

& L ~ 1
w» Détection complexe des virus dans I'eau sans étape de .3

concentration
(Morin et Picoche, 2008)

—
(Jofre, 2007)

= |ndicateur bactérien réglementé £ co/inon adapté pour

estimer risque viral
(Bosch, 1998)
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Vers de nouveaux outils pour estimer le risque viral ?

= Détection complexe des virus dans I'eau sans étape de

concentration
(Morin et Picoche, 2008)

—
(Jofre, 2007)

= |ndicateur bactérien réglementé £ co/inon adapté pour

estimer risque viral
(Bosch, 1998)

= (FRNAPH) :
= Proche en terme de morphologie et cinétique de survie des Norovirus

» détection dans |'eau confrontée a des limites (sans étape de

concentration)
(Hartard et al, 2016)
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=

L LBgals
w» Détection complexe des virus dans I'eau sans étape de >

concentration
(Morin et Picoche, 2008)

Vers de nouveaux outils pour estimer le risque viral ?

»
(Jofre, 2007)

= |ndicateur bactérien réglementé £ co/inon adapté pour

estimer risque viral
(Bosch, 1998)

= (FRNAPH) :
= Proche en terme de morphologie et cinétique de survie des Norovirus

» détection dans |'eau confrontée a des limites (sans étape de

concentration)
(Hartard et al, 2016)

- : détection contamination chimique  Oreissena polymorpha 3]

et biologique
(Mezzanotte et al, 2016 ; Ly et al, 1997)

Objectif : évaluer la pertinence de la dreissene comme bio-intégrateur des FRNAPH et

comme outil de diagnostic afin d’améliorer |"évaluation du risque viral des masses d’eau
douces
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Matériel biologique et technique utilisés

. . CARTE D’IDENTITE D’ESPECE

Nom : Dreissena polymorpha

Taille : 4 cm max

Durée de vie : 5 ans max

Origine : Mer Caspienne/ Mer Noire
Biotope : sessile, en groupes dans eaux
stagnantes/rivieres (profondeur max 50m)
Nourriture : algues en suspension
Reproduction : juin & octobre

\DRE ISSENAPOLYMORPHA<K<K<<K<<<MOULEZEBREE

4
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Matériel biologique et technique utilisés

= Espece modele : Dreissena polymorpha (taille > 20mm)

= Fchantillons : 3 pools de 20 glandes digestives (organe
d'intérét chez les bivalves marins)

= FRNAPH modele : génogroupes | (MS2) et 1l (GA)

» Méthode d’analyse : technique double couche d'agar : 1SO
10705-1 appliqué aux bivalves (CEFAS, 2007) =
énumeération des phages infectieux

- | @
B NN \ homogénat\ / } \

< glande digestive —_—
N\ bactéries hotes
N (Salmonella ou E coli)

gélose semi solide en
surfusion

| 37°C, 18h

\
\
Py "“wi [ \ apparition de plages
/ de lyses
/) résultats en
AN /" UFP/mLoug
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CARTE D’IDENTITE D’ESPECE

Nom : Dreissena polymorpha

Taille : 4 cm max

Durée de vie : 5 ans max

Origine : Mer Caspienne/ Mer Noire
Biotope : sessile, en groupes dans eaux
stagnantes/rivieres (profondeur max 50m)
Nourriture : algues en suspension
Reproduction : juin & octobre

\DRE ISSENAPOLYMORPHAK<K<K<KLK<<MOULE ZEBREE)

Nom : Bactériophages ARN F spécifiques
Origine : contamination fécale

Taille : 20 a 30 nm de diamétre

Geénogroupes : | (MS2); Il (GA) ; Il (Qb), IV (FI)
Conditions de multiplication: par attachement
au pili F de certaines bactéries (min 30°C)
Détection : 1ISO 10705-1, technique de la
double couche d’agar

BACTERIOPHAGESARNFSPECIFIQUE<<<<<FRNAPH

CARTE D’IDENTITE D’INDICATEUR DE LA CONTAMINATION VIRALE

31



Q1 : La dreissene accumule-t-elle les phages de facon représentative au niveau

d’exposition ?

= Plusieurs expositions courtes de 48h (Capizzi Banas et al
2021) a différentes concentrations représentatives de
I'environnement e

= 1000X est 100 fois < concentrations dans eaux usées brutes . o
(Havelaar et al, 1993)
Concentration moyenne ‘ ‘ K 0. s
solution d’exposition : théorique ou réelle
100X

1000X

(mesurée) dans |'eau

0,01X 0,05 UFP/mL Accumulation

1X 5 UPF/mL 48h

10X ~ 10 UFP/mL

50X ~ 50 UFP/mL l

100X ~ 102 UFP/mL i
1000X ~ 10° UFP/ mL 3 pools deJZO glandes

digestives
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Q1 : La dreissene accumule-t-elle les phages de facon représentative au niveau

d’exposition ?

100007

» Accumulation rapide : en 48h
comme démontré par Capizzi
Banas et al, 2021

» Accumulation proportionnelle a
la concentration d’exposition :
présence d'un gradient

UFP/g de glande digestive

Concentrations d'exposition
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Q2 : En combien de temps la dreissene concentre-t-elle les FRNAPH infectieux

en équilibre avec la concentration dans son milieu d’exposition ?

= Exposition longue de 14 jours
» ? fortes concentrations : 100X et 1000X

= Renouvellement du milieu (eau + charge en
phages infectieux) tous les 2 jours

= Mesure des phages infectieux dans les
dreissenes a J1, )7 et J14

renouvellement )
: Concentration moyenne Shiacge nfcelisnse ) )
solution d’expositi ony et Accumulation
24h 7 jours 14 jours
100X ~ 102 UFP/mL
1000X ~ 103 UFP/mL l l l
2 Q 2
3 pools de 20 glandes 3 pools de 20 glandes 3 pools de 20 glandes
digestives digestives digestives
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Q2 : En combien de temps la dreissene concentre-t-elle les FRNAPH infectieux

en équilibre avec la concentration dans son milieu d’exposition ?

100004
] m 100X

» Mise a I'équilibre rapide : 24h & 1000X

» Accumulation dépendante de la
dose d’exposition 1000 —

Concentration stable dans le
temps (pas de différence

significative) 100-

UFP/g de glande digestive

jours d'exposition

Test de Wilcoxon apparié p-value = 0.01
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Q3 : Quelle est la cinétique de dépuration des FRNAPH infectieux chez la

dreissene ?

= Exposition courte de 48h
» 2 fortes concentrations : 100X et 1000X

= Mesure des phages infectieux dans les
dreissenes : 48h apres exposition; J2, J7,
J21, )28 et )35 apres mise en dépuration

Accumulation
48h
) J+2
) -~
2 pools de 20 glandes <
digestives 3 pools de 20

glandes digestives
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Concentration moyenne

solution "
d’exposition
J14, 100X ~ 102 UFP/mL
1000X ~ 103 UFP/mL
Dépuration
35 jours
J+7 J+14 J+21 J+28 J+35
2 2 33 Q Q
3 pools de 20 3 pools de 20 3 pools de 20 3 pools de 20 3 pools de 20
glandes digestives glandes digestives glandes digestives glandes digestives glandes digestives
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Q3 : Quelle est la cinétique de dépuration des FRNAPH infectieux chez la

dreissene ?

» (Organismes reflétent la charge
d’exposition

= Phase de dépuration lente par rapport a
phase d’accumulation rapide (48h) :
plusieurs jours

= Dreissenes capables de conserver la
charge infectieuse dans le temps
dépendamment de la dose d’exposition
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1000+ eerr =B

100

UFP/g de glande digestive

e
T

O A De N o)
D TR R A
jours d'exposition

Test de Wilcoxon apparie 1000X p-value < 0.01

m 100X
4 1000X
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Q4 : Qu'observe-t-on quand la dreissene est exposée /n situ a différents sites le

long de la Seine ?
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Q4 : Qu'observe-t-on quand la dreissene est exposée /n situ a différents sites le

long de la Seine ?

= Seine tres chargée en 100005
FRNAPH infectieux ]

AR

= Apports des affluents
Marne et Oise non
négligeable

1000+

....ab

= (Comparaison sites
du projet Bioessai
(méme méthode et
méme période)

«»*'

100+

¥* |

UFP/g de glande digestive

10' e

= Variabilité des
résultats selon les _
sites : amplitude 1
des concentrations N o 5 f > s JF & F S F s S S & g
S & ¥ °$§df«§¢ﬁb§§é‘g§§§f
tres différentes 5 & & e A

¢ sites d'exposition

*
*
3

o
4 o
o

sites d'expnsitinn Kruskal Wallis p-value = 0.0004235 n=3
Kruskal Wallis p-value = 2.915:x1 0°
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Combo dreissenes/phages : un outil prometteur ?

» Dreissena polymorpha capable d’accumuler FRNAPH infectieux en conditions laboratoire et
terrain

= Accumulation rapide des FRNAPH infectieux (en laboratoire) : en 48h comme montré par
Capizzi Banas et al, 2021

= (Charge infectieux de FRNAPH intégrée dans le temps par la dreisséne en conditions
laboratoire et terrain

Dreissena polymorpha : outil pertinent pour une meilleure détection et

suivi des indicateurs FRNAPH présents dans |'eau
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Vers une meilleure estimation du risque viral des masses d’eau

= Plus d’expositions en conditions contrastées

= Recherche du génome de FRNAPH : source tracking

= Recherche du génome de Norovirus : corrélation entre la présence du
pathogene et de l'indicateur

= Proposer un modele reflétant lien charge FRNAPH dans dreissenes/niveau de
contamination de |'eau : intérét Biosurveillance

pollution fécale
VI

irus entériques
FRNAPH

estimation de la
ana'yse par concentration
d'exposition Ce a partir
modélisation S § de la concentration
dans les dreissénes
Cmz
= meilleure estimation du
risque viral

Ce : concentration FRNAPH dans |'eau
Cmz : concentration FRNAPH dans les dreissénes
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Merci de votre attention
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