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1. Introduction

La Microbiologie sanitaire, théme de recherche fédérant notre laboratoire, nous a permis d’obtenir
des résultats intéressants qui sont présentés dans ce rapport et ont été valorisés par des publications
ou la participation des membres de 1I’équipe a des congres scientifiques. Cette thématique nous
permet surtout des collaborations variées au travers des projets de recherche portés par 1’équipe.
L’¢largissement de nos activités en intégrant la coordination REMI constitue un point important
a souligner complétant nos actions de référence, d’expertise et de recherche.

L’attrait et I’intérét scientifique suscité par la microbiologie sanitaire a été démontré par le succes
rencontré par le colloque organisé a Brest en lien avec la fin du projet européen RiskManche.

Ce rapport présente une synthése des actions, travaux menés par 1’équipe, accompagnée par des
stagiaires, doctorants, post doctorants ou visiteurs qu’il est important de remercier pour leur
contribution.

2. Rappel des objectifs

Le Laboratoire a pour mandat de :

- développer une recherche sur les microorganismes potentiellement pathogeénes pour
I’homme, connus ou émergents. A cette fin, des techniques de biologie moléculaire visant
les principaux virus et bactéries entériques et les vibrions impliqués ou susceptibles d’étre
impliqués dans des toxi-infections liées aux coquillages seront mises au point et validées ;

- ¢tudier les mécanismes de survie et de dissémination en milieu marin des micro-organismes
présentant des risques pour la santé humaine et en particulier de rechercher des moyens
analytiques pour évaluer leur pouvoir pathogene, qu’ils soient cultivables ou non ;

- effectuer des travaux de recherche sur des systémes de prévention de la contamination des
zones de production et des techniques de purification des coquillages et de les valider ;

- anticiper [’apparition de nouveaux agents pathogénes (veille bibliographique et
¢pidémiologique) ;

- apporter un soutien aux Laboratoires Environnement Ressources (LER) dans le domaine
de la microbiologie sanitaire lorsqu’ils sont confrontés a ce type de contamination ou a des
déclarations de toxi-infections alimentaires liées a des coquillages issus des zone de
production dans lesquels ils sont implantés.

Au titre de Laboratoire National de Référence microbiologie des coquillages, les missions et
objectifs du laboratoire en 2015 étaient les suivants :

- coordonner des activités des laboratoires réalisant des analyses sur des coquillages dans
le cadre des contrdles officiels exercés par la puissance publique,

- appuyer la puissance publique dans la mise en place et le suivi d’un réseau de laboratoires
agrées pour la recherche des norovirus dans les coquillages,
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organiser des essais inter-laboratoires d’aptitude afin d’évaluer les performances des
laboratoires agréés pour la réalisation d’analyses microbiologiques sur des coquillages
(E. coli, Salmonella et norovirus et VHA),

assister I’administration par I’expertise et 1’appui scientifiques et techniques au plan
national, européen (DG Sanco) ou international (OMS, FAO, Codex), notamment
concernant les projets de réglementation ou de normalisation,

réaliser a la demande de [’administration, des analyses bactériologiques et virologiques
de contrdle officiel sur les échantillons de coquillages notamment lors des épisodes de
toxi-infections alimentaires collectives (TTAC) liées a la consommation de coquillages,
enrelation avec I’InVS et la DGAI (Sous-Direction de la Sécurité Sanitaire des Aliments),
a la collecte et a la gestion des informations nationales et européennes liées a des alertes
sanitaires,

réaliser des analyses bactériologiques et virologiques sur des échantillons qui lui sont
confiées directement par le ministére ou a sa demande dans des situations qui ont ou

peuvent avoir des incidences sur la santé publique.

Appuyer la puissance publique sur le volet technique dans la mise en place d’une étude
européenne sur la prévalence des norovirus (pathogénes pour I’homme) dans les huitres.
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3. Moyens et effectifs

Le Laboratoire est bilocalisé sur les Centres Ifremer de Nantes et de Brest.

Titre : Laboratoire de Microbiologie - LNR Ifremer

Adresses Rue de I'lle d’Yeu, 7.1 de la pointe du diable
BP 21105, CS 10070
44311 Nantes Cedex 03 29280 Plouzané

3.1 Personnels Ifremer : Cadres — T/A

Personnel permanent (pendant la période)

Laboratoire de Santé, Environnement et Microbiologie
Responsable du laboratoire : LE GUYADER Soizick
BREST NANTES
CAPRAIS Marie-Paule GARRY Pascal
COZIEN Joélle HUBERT Frangoise
GOURMELON Michele KAELIN Gaélle
HERVIO HEATH Dominique** KERGARAVAT Cédric
LE SAUX Jean Claude LE GUYADER Soizick*
LOISEAU Véronique LE MENNEC Cécile
LOZACH Solen LE QUINTREC Estelle
QUENOT Emmanuelle MAILLOT Jessica
MENANTEAU Chantal
OLLIVIER Joanna
PARNAUDEAU Sylvain
PIQUET Jean-Come
SCHAEFFER Julien
VALLADE Emilie
VERON Antoine

* : responsable du laboratoire, ** : adjointe a la responsable du laboratoire sur Brest.
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3.2 Doctorants

Nom Début de | Date de | Sujets Ecoles Doctorales Encadrements
Prénom thése soutenan d'inscription scientifiques
ce

BALIERE Les Escherichia coli ED 156 A. RINCE
Charlotte 01710712 | 29/01/16 potentiellement pathogénes | Sciences de la Mer Université de Caen

dans I’environnement Université Bretagne M. GOURMELON

littoral. Cas des STEC et Occidentale Ifremer

EPEC. Rennes
DROUAZ 01/10/11 | 26/10/15 Norovirus et coquillages : ED 502 S. LE GUYADER
Najoua approche de I’évaluation de | Ecole Doctorale Biologie | Ifremer

la persistance et du pouvoir | et Santé

infectieux. Université Nantes

Nantes

3.3 Post-doctorants

enhance viral depuration from
oysters. Disrupting norovirus
ligands.

Date Date fin | Sujets Nom Prénom Encadrements

début scientifiques

09/03/15 | 09/10/2016 | NOVPROTOY: Efficacy of POLO MONTERO | S. LE GUYADER
enzymatic pre-treatments to David
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3.7 Equipement

Outre des équipements classiques de microbiologie et biologie moléculaire le LSEM s’est équipé
d’un systéme de purification de 1’eau de mer. Il s’agit d’un prototype créé pour répondre
spécifiquement au besoin du laboratoire. Cet équipement va permettre au laboratoire de réaliser
des contaminations de coquillages dans de meilleures conditions en limitant les contaminations.
Ceci est particulierement utile pour la préparation des échantillons destinés aux EILs, mais
¢galement pour le développement ou la validation de méthode nécessitant des coquillages
contamingés. Ce prototype peut également étre utilisé dans le cadre de programme de recherche
portant par exemple sur la dépuration des coquillages.

4. Actions liées aux missions de LNR

4.1 Démarche qualité

L’audit Cofrac du 6 et 7 mai 2015 a confirmé I’accréditation du laboratoire sur le programme 59
du Cofrac pour le dénombrement d’Escherichia coli (méthode NPP selon ISO/TS 16649-3 et
méthode impédancemétrie selon NF V 08-106) et la recherche de Salmonella spp. (norme NF EN
ISO 6579). Les évaluateurs du Cofrac n’ont rédigé aucun écart.

Des audits internes ont également été organisés en novembre et décembre, respectivement pour
le manuel qualité et pour la bactériologie. Les conclusions de ces deux évaluations montraient la
confiance des auditeurs dans les dispositions prises par le laboratoire et la qualité des résultats
obtenus.

Le laboratoire a pour objectif de demander en 2016 I’extension de 1’accréditation a la détection
et a la quantification des norovirus et du virus de I’hépatite A, selon les normes XP CEN ISO/TS
15216-1 et 2. Un plan d’actions a ¢té défini et les premiers documents techniques ont été rédigés
en 2015. Dans le cadre de cette accréditation il est nécessaire de présenter un dossier de validation
de la méthode sur les principales matrices analysées au laboratoire. La premicre partie des essais
de validation (validation de la PCR) a été réalisée au 4°™ trimestre 2015.

Concernant les activités de recherche a Nantes et a Brest, il a ét¢é maintenu le suivi des
équipements mis en place depuis plusieurs années (balances, pipettes, étuves). L’effort sera
poursuivi dans ces activités en prenant en compte les exigences liées a la certification ISO 9001
de I’Ifremer.

A noter également 1’organisation en mars 2016 de la revue de Direction au niveau de 1’Unité
SG2M couvrant les activités de référence et de recherche du LSEM et du LGPMM.
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4.2 Coordination technique des laboratoires agréés

0 Organisation des essais d’aptitude pour les laboratoires agréés- Appui a la

démarche d’accréditation des laboratoires

E. coli /Salmonella

Dans le cadre de la coordination des laboratoires agrégs, le laboratoire a organis€, comme chaque
année, deux campagnes d’essais inter-laboratoires d’aptitude, pour les critéres E. coli et
Salmonella.

Le premier essai d’aptitude a eu lieu le 17 mars 2015 sur la matrice « huitre », et le deuxiéme le
6 octobre 2015 sur la matrice « moule ». Chaque essai d’aptitude porte sur les deux paramétres
réglementaires E. coli et Salmonella avec envoi aux participants de cinq échantillons pour I’essai
E. coli et deux échantillons pour I’essai Sa/monella (deux positifs en mars et octobre). Le nombre
de participants est donné dans le Tableau 1 et les résultats obtenus par les laboratoires sont
reportés dans le Tableau 2. Chacun des laboratoires peut utiliser une ou plusieurs méthodes pour
chacune des bactéries cibles.

Tableau 1 : Bilan des participations a ces essais

Escherichia coli Salmonella
Mars 2015 33 laboratoires 28 laboratoires
41 couples laboratoire/méthode) (45 couples laboratoire/méthode)
Octobre 2015 | 34 laboratoires 20 laboratoires
(42 couples laboratoire/méthode) | (32 couples laboratoire/méthode)

Tableau 2 : Résultats des participants (couples laboratoire/méthode) a ces essais d’aptitude

Escherichia coli Salmonella
Satisfaisant Discutable Insatisfaisant | Satisfaisant | Insatisfaisant
Mars 2015 [ 97,5 % 0% 2,5% 100% 0%
(40 couples) (1 couples)
Octobre 2015 | 88,1% 11,9% 0% 100% 0%
(37 couples) (5 couples)

Remarque : deux laboratoires espagnols (INTECMAR, Pontevedra et IRTA, Sant Carles de la
Rapita) ont participé a I’essai d’aptitude E. coli.

%mer
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Norovirus

Suite a I’essai inter-laboratoire pour la détection des norovirus dans les coquillages de septembre
2014, il a été organisé les 20 et 21 janvier 2015 une formation portant sur la norme XP CEN
ISO/TS 15216-2 de juin 2013 (Méthode horizontale pour la recherche des virus de I'hépatite A et
norovirus dans les aliments par la technique RT-PCR en temps réel - Partie 2: Méthode de
détection qualitative). Cette formation a concerné les cinq laboratoires agréés.

Le laboratoire a également organisé le 14 septembre 2015 un essai inter-laboratoire pour la
recherche des norovirus et du virus de I’hépatite A dans les coquillages. Les 10 laboratoires
participant a cet essai ont recu un échantillon d’huitres creuses (C. gigas), un échantillon de
tissus digestifs de C. gigas et deux échantillons d’acides nucléiques viraux. Les résultats
attendus sont présentés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Résultats attendus dans le cadre des EILs norovirus

Echantillon NoV GI NoV GII VHA
1 Négatif Positif Négatif
2 Positif Positif Négatif
3 Positif Positif Positif
4 Négatif Négatif Positif

En raison d’un probléme de stabilité des acides nucléiques seuls les résultats obtenus sur les
¢chantillons 1 et 2 ont été pris en compte.

Les résultats montrent la bonne application de la norme CEN-ISO/TS dans sa totalité (traitement
d’échantillons d’huitres et de tissus digestifs) par huit laboratoires sur dix qui ont correctement
détecté la contamination virale. Les laboratoires agréés ont tous obtenus des résultats satisfaisants.

Un essai complémentaire portant uniquement sur le virus de 1’hépatite A a été proposé aux
laboratoires le 29 novembre 2015. Les laboratoires ont regus 2 échantillons (Echantillons 1 :
présence de VHA et Echantillon 2 : absence de VHA).

Les 10 laboratoires ont tous obtenus des résultats satisfaisants.

o Expertises, avis, assistance technique

L’assistance technique a principalement concerné le suivi de la performance des laboratoires
participant aux essais inter-laboratoires d’aptitude avec les deux méthodes de référence pour le
dénombrement des E. coli (NF EN ISO 16649-3 - Technique NPP et NF V08-106 - Technique
par impédancemétrie).

Le laboratoire a réalisé des audits internes (qualité et technique) de laboratoires agréés pour
I’analyse microbiologique des coquillages. Il a également été sollicité par quelques laboratoires
sur I'utilisation de la table NPP. Le LNR a apporté son appui pour interpréter quelques courbes
d’impédancemétrie.

Le laboratoire a aussi apporté son assistance aux laboratoires dans I’application de la norme XP
CEN ISO/TS 15216-2 pour la détection des norovirus et plus particuliérement dans le cadre de la

réalisation du plan de surveillance norovirus dans les huitres mises sur le marché organisé¢ par la
DGAL
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4.3 14°™¢ workshop des Laboratoires Nationaux de Référence
de I’Union européenne

Le laboratoire a organisé le 14°™ workshop des LNRs microbiologie des coquillages (20-22 mai),
réunissant 37 personnes représentant 26 pays.

Les thématiques habituelles ont été abordées :
- contrdles officiels/ Surveillance et classification des zones de production
- les vibrions marins
- les virus (norovirus, VHA)

Le laboratoire a présenté les résultats de différents travaux :
- Détection des E. coli dans les oursins
- Persistance des norovirus et leur implication dans des TIAC
- Développement d’une technique NPP miniaturisée couplée a la PCR pour la
quantification des Vibrio parahaemolyticus totaux et enteropathogenes dans les
coquillages.

Ce workshop a permis également d’organiser une visite du laboratoire ainsi qu’une dégustation
d’huitres !

Le 15 workshop se déroulera du 25 au 27 mai 2016 a Berlin.

4.4 Journée Santé Environnement et Microbiologie, 22
septembre 2015

La journée Santé Environnement et Microbiologie a été organisée sur le centre de Nantes et a
rassemblé 125 personnes, dont des représentants de I’administration centrale (DGAI et INVS), de
I’administration locale (ARS, DDTM, DDPP, CIRE) des agences de 1’eau, des professionnels
(CRC) et des laboratoires agréés.

Au-dela des themes récurrents (bilan des activités du LNR et des essais d’aptitude, point sur la
réglementation et la normalisation), un point sur la surveillance 2014 (Ifremer et DGALI) a été fait.
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Différents exposés ont ensuite été réalisés par le LSEM ou des partenaires du laboratoire :

- La salubrité microbiologique des coquillages : une longue histoire (Ifremer)

- Shellfish production in land-based systems: how to manage shellfish quality (LNR
Netherland)

- Etude de la contamination des oursins par E. coli (Ifremer)

- Role des pratiques d'affinage en claire pour la qualité microbiologique des coquillages.
(Ifremer)

-  Exemple dune TIAC a coquillage dans un EHPAD, aspect épidémiologique et
environnemental (INVS-Cire Pays de la Loire, Ifremer)

- Les Toxi-Infections Alimentaires en Pays de la Loire - Role de la Cellule de Veille et
Alerte (ARS des Pays de la Loire)

- Bilan des TIAC a norovirus en lien avec la consommation de coquillages entre janvier
2012 et septembre 2014 (INVS Cire Pays de la Loire)

4.5 Assistance a ’administration

En tant que Laboratoire National de Référence, le laboratoire a assisté a différentes réunions:

- Le 29 janvier copil surveillance dans les locaux de la DGAL,

- Le 12 mars Entretien sur la tragabilité des coquillages, Brigade nationale d'enquétes
vétérinaires et phytosanitaires : Mmes C. Armangaud et MC. Boucher

- Le 17 mars Présentation « Etude VHA baie de Paimpol et suite(s) » / Maisons Alfort.

- les 10 avril et 16 octobre pour la mise en place des plans de surveillance et plans de
controle (dans les locaux de la DGAL),

- le 5 mai avril journée de la référence, dans les locaux de 1’ Anses,

- le 9 novembre collége de la référence au ministere de I’agriculture.

La commission européenne met en place une étude au niveau européen sur la prévalence de
norovirus dans les huitres au niveau des zones de production et des centres d’expédition. Le LNR
a assisté la DGAI lors des premiéres discussions techniques pour la définition de cette étude (avis
sur les documents techniques, participation a des réunions techniques). Cet appui doit se
poursuivre en 2016.

4.6 Normalisation

Le laboratoire est membre de la Commission Afnor VO8B et de ses groupes de travail, ainsi que
ceux du CEN :

- GT « Statistiques - Incertitudes de mesure » et GT « Validation » sur les questions
statistiques relatives aux normes CEN et ISO et la révision de la norme EN ISO16140
validation des méthodes d’analyse ;

- GT « Vibrio » : pour préparer les propositions frangaises concernant les normes ISO pour
la recherche des Vibrio spp, potentiellement entéropathogenes ;

- CEN/TC 275 WG 6 TAG3 "Utilisation de la PCR en microbiologie" : projet de norme
sur la recherche des Vibrio parahemolyticus totaux et potentiellement pathogénes dans
les aliments (techniques de numération et de détection par hybridation ou par PCR temps
réel) et projet d’une nouvelle norme ISO/TS 21872 Recherche des Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio cholerae et Vibrio vulnificus dans les aliments ;

- CEN/TC 275 WG 6 TAG4 "Les virus dans les aliments".

ifre mer Rapport d’activités 2015 Mars 2016



| 14

4.7 Analyses officielles

o Toxi-infections alimentaires collectives

Les toxi-infections alimentaires collectives (Tiac) déclarées et liées a la consommation de
coquillages, rapportées a I’Ifremer a la date du 31 décembre 2015 sont de 23 foyers en France
pour 281 cas connus sur 1010 exposés. Ce nombre de foyers, peu élevé, est lié prioritairement a
la faible ampleur de I’épidémie hivernale de gastro-entérite aigué¢ d’origine virale dans la
population.

Sur ces 23 Tiac, quatre n’ont pas fait I’objet d’analyse sur les coquillages suspectés et trois sont
en cours d’investigations. Concernant les 15 foyers cloturés, nous avons regus 27 échantillons,
dont 26 lots d’huitres et un de moules. Les analyses ont concerné 26 recherches de NoV
uniquement sur des échantillons d’huitres (15 positives, 11 négatives). La seule recherche de
Vibrio parahaemolyticus demandé sur un échantillon de moule s’est révélée négative. Ces 23
foyers ont fait I’objet de 20 saisines de la DGALI et de I’émission de 17 rapports d’essais.

®

Selon I'ampleur de I'épidémie hivernale de gastro-

DN entérites dans la population, le nombre et/ou le
niveau de contamination des zones littorales par les
norovirus sera plus ou moins élevé.

‘ Source cartes : réseau Sentinelles. INSERM/UPMC.
- .
» -~ ~ -
e
! Norowvirus & *?
i ,

: -

Figure 2 : Incidence de I’intensité de I’épidémie de GEA sur la contamination des coquillages
par nororovirus

o Notifications RASFF

Une notification RASFF en provenance de I’Italie suite a un contrdle positif en NoV a été émise
en septembre sur des huitres originaires de la zone Agon Nord (Manche), mais sans analyse
demandée.

0 Alerte sur les dysfonctionnements des structures d’assainissement d’eaux
usées en période d’épidémie hivernale GEA

Une alerte d’un dysfonctionnement sur un réseau d’eaux usées sur I’étang de Leucate en juin. Sur

saisine nous avons regu trois échantillons (deux lots d’huitres et un de palourdes), qui se sont
révélés négatifs en norovirus.
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0 Analyse plan de surveillance

La DGAI a réalisé un plan de surveillance norovirus dans les huitres mises sur le marché. 612
¢chantillons d’huitres ont été prélevés sur ’ensemble de la France. Sur ces échantillons les
laboratoires agréés réalisaient la recherche des norovirus des génogroupes I et II ainsi que le
dénombrement des E. coli. Lorsque des norovirus étaient détectés les laboratoires envoyaient
au LNR les acides nucléiques extraits ainsi que les tissus digestifs de ces échantillons
correspondants afin que le LSEM réalise la quantification. Pour 6,6 % des lots d’huitres
analysés un résultat positif en norovirus a été trouvé. Les analyses de quantification sont en
cours.
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Figure 3 : Résultats de la recherche des norovirus dans les huitres en fonction de la période
de prélevement.

4.8 Participation aux essais du LR-UE et PHE

Le LSEM a participé a différents essais inter-laboratoires européens au cours de ’année 2015.
Ces essais sont organisés par le laboratoire référence de I’'union européenne (CEFAS) ou par PHE
(Public Health England).

a E. coli et Salmonella

Pour le dénombrement des E. coli et la recherche des Salmonella, le laboratoire a participé a deux
essais sur lenticules organisés par le PHE pour le dénombrement et a un essai sur coquillages
entiers organisé par le LRUE — CEFAS. Les résultats sont présentés sur les Tableaux 4 et 5.

Tableau 4: Résultats obtenus par le LSEM aux EILs organisés par le PHE, sur lenticules

Méthode Essais
d’analyses Mars Juillet
Dénombrement E. coli | NFV 08-106 | Score = 12/12- Score = 12/12 -
Satisfaisant Satisfaisant
Recherche Salmonella | (& b\ 6579 | Score = 2/2 - Satisfaisant | Score = 2/2 - Satisfaisant

SPP.
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Tableau 5 : Résultats obtenus par le LSEM aux EILs organisés par le CEFAS, sur coquillages

Méthode Echantillon
d’analyses N° 1 (Moules) N° 2 (Huitres)
NF V 08-106 | Score = 12/12 - Satisfaisant Score = 09/12 - Discutable

ISO 16649-3 | Score = 09/12 - Discutable Score = 12/12 - Satisfaisant

Dénombrement E. coli

o Norovirus

Un EIL concernant la recherche qualitative et quantitative de norovirus et virus de 1’hépatite A a
¢té organisé par le Cefas sur des lenticules Nos résultats sur les deux lenticules sont présentés
dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Résultats de I’EILs européens norovirus et virus de I’hépatite A

Valeurs de référence
Echantillon virus + /- Conc cARN du Cefas
(6échantillons)
NoV GI -
Lenticule 1* NoV GII -
Juillet 2015 VHA .
NoV GI + 3,5x10° 2,03x 10% 3,76 x 102
Lenticule 2* NoV GII + 1,9x 103 2,53 x 10% 6,59 x 102
VHA + 9,8x 10° 9,45x10%2,70x 10°

* Pour les lenticules la concentration est exprimée par lenticule

Vibrio
Concernant les EILA Vibrio spp. organisés par le PHE, le laboratoire a participé a deux essais
comportant chacun deux échantillons (lenticules) par distribution (Tableau 7).

Tableau 7 : Résultats des EILA Vibrio spp. organisés par PHE

Mars V043 Novembre V045
V0126 V0127 V0130 V0131
Vibrio Satisfaisant Satisfaisant Satisfaisant Satisfaisant
parahaemolyticus
Vibrio cholerae Résultat correct Satisfaisant Satisfaisant Satisfaisant
faible valeur
reportée
Vibrio vulnificus Satisfaisant Satisfaisant Résultat correct Satisfaisant
faible valeur
reportée
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4.9 Diffusion de I’information a I’administration et/ou aux
laboratoires agréés

Liste des documents diffusés a I’administration :

- Rapport d’activités LNR 2014 et relevé des dépenses (Convention LNR — DGAI 2014)

- Rapports des essais d’aptitude E. coli et Salmonella sur des échantillons d’huitres du 17
mars 2015 et sur des échantillons de moules du 6 octobre 2015.

- Rapport de I’essai d’aptitude norovirus et VHA sur des huitres du 14 septembre 2015

- Rapport de I’essai d’aptitude complémentaire VHA du 30 novembre 2015

- Compte rendu et résolutions du workshop des LNR (20 au 22 mai 2015, Ifremer,
Nantes)

- Synthese de la journée santé environnement et microbiologie (22 septembre 2015)

4.10 Validation européenne de méthodes d’analyse

a CEN virus

La validation des méthodes ISO/TS 15216-1 et -2 étant terminée le document a été évalué par les
différents pays. Le laboratoire a participé a la relecture de la version francaise (et validation de la
traduction) et a transmis a I’AFNOR et I’'ISO les commentaires sur les points techniques. Une
derniére réunion permettant de prendre en compte les commentaires des différents pays est prévue
en février 2016 avant publication finale de la norme.

a CEN Vibrio

Dans le cadre de I’action CEN Vibrio (Mandat M/381), le LSEM a participé a la validation et a la
révision de la méthode horizontale pour la recherche des Vibrio spp. potentiellement
entéropathogenes, i.e. V. parahaemolyticus, V. cholerae et V. vulnificus (ISO/DTS 21872). A
I’issue de ces révisions, le LSEM a participé a un essai inter-laboratoires organisé par le LR-
UE/CEFAS (13 et 11 laboratoires européens participants, respectivement ; 9 pays) a partir de
broyats de crevettes cuites congelées-décongelées contaminés par V. parahaemolyticus (Vp), V.
cholerae (Vc) et/ou V. vulnificus (Vv) (deux niveaux de contamination par Vv et Vc et un niveau
de contamination par Vp — n=32). Les trois Vibrio spp. étaient identifiés par test biochimique,
PCR conventionnelle et/ou PCR en temps réel. Les résultats obtenus pour cet essai sont
globalement satisfaisants pour les matrices fortement contaminées alors qu’une variabilité
importante a été observée pour les échantillons faiblement contaminés, les plus faibles sensibilités
¢tant observées pour V. vulnificus. L’identification de V. cholerae et du géne trh chez V.
parahaemolyticus par PCR en temps réel n’étant pas fiable, ces PCR n’ont pas été retenues dans
la méthode horizontale. L’ensemble de ces résultats figurent en annexe de I’ISO DIS 21872
(enquéte DIS en cours, finalisation de la norme prévue en juin 2017, AFNOR/VO08B).

4.11 Développement de méthode

La digitale PCR (dPCR) est une nouvelle méthode alternative a la PCR en temps réel (rRT-PCR)
qui permet la quantification d’acides nucléiques sans comparaison avec une gamme standard. Son
principe repose sur le partitionnement de 1’échantillon dans les micro-puits d’une puce. Le but est
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d’individualiser les cibles pour qu’aprés amplification en point final, les puits contenant une cible
puisse étre dénombrés et le nombre de copies déterminé via la loi de Poisson. L’adaptation des
rRT-PCR utilisées au laboratoire pour la détection et la quantification des norovirus vers la dPCR
a fait I’objet de différents essais, en particulier sur les types de marquage de sonde afin de
maximiser la discrimination de fluorescence entre les puits négatifs et positifs (cf figure 4).
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Figure 4 : graphique de discrimination entre les fluorescences des puits négatifs (ROX en jaune)
et positifs (FAM en bleu). Le résultat d’une puce ne contenant que de 1’eau, témoin négatif (en
rouge), a été superposé pour aider a la validation des deux nuages positif et négatif.

Le résultat de ces tests nous a conduits a privilégier le marquage FAM/ZEN pour la réalisation de
nos dPCR.
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5. Projets

5.1 CAPVIRO

L’essentiel des travaux dans le cadre de ce projet avait pour but d’améliorer les capacités d’adsorption
des membranes par des mucines, glycoprotéines reconnues spécifiquement par les norovirus (NoV).
Le dépdt de mucines sur les membranes a été optimisé sur des membranes adaptées aux protéines
(nitrocellulose, PVDF). Une augmentation de I’adsorption sur les membranes recouvertes de mucines
(50% par rapport au témoin) a été observée mais le protocole développé nécessite d’étre amélioré car
les résultats sont difficilement reproductibles.

Par ailleurs, les capacités d’adsorption des membranes sont augmentées, jusqu’a 40 fois, sur des
¢chantillons dilués par rapport aux échantillons non dilués. Les capacités d’adsorption ont été
confirmées sur les eaux d’entrée de quatre stations d’épuration et sur I’eau de mer contaminée
artificiellement, montrant une bonne reproductibilité et une limite de détection de I’ordre de 2 a 3
Logio. Les différents types de membranes ont des rendements d’adsorption allant de 0,16 a 1,18%
aprés 24h d’exposition.

La capture a été ¢largie aux sapovirus, entérovirus et rotavirus, ainsi qu’aux bactéries telles que Vibrio
et bactéroidales.
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Figure 5 : Quantités de génome de NoV GII détectées sur la membrane Zetapor exposée a de I’eau
usée.
5.2 NOROCOQAURAY

Ce projet piloté par le CRC Bretagne Sud et I’Ifremer a débuté en octobre 2012 et s’est achevé
par la remise du rapport en avril 2015. L’objectif était d’explorer ’impact de la rénovation d’une
station de traitement des eaux usées sur la contamination virales des coquillages des zones
conchylicoles en aval de la station. En effet, a la fin la premiere moitié¢ de 1’étude le systeme de
traitement des eaux brutes de type lagunaire a été remplacé par un systéme membranaire. Les
analyses des prélevements d’eaux de la station ont montré une nette amélioration de la qualité
microbiologique des eaux traitées par I’installation du systéme d’ultrafiltration membranaire (cf
figure 6).
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Figure 6: concentrations en NoV dans les eaux brutes et traitées (les valeurs inférieures a la limite
de détection de la méthode sont représentées a « 0 »).

L’analyse des coquillages (6 points de prélévement) a montré une contamination par les norovirus
durant la période hivernale pendant les deux années du suivi, confirmant la présence d’apports
autre que la station d’épuration. Des rivieres du bassin versant (6 points de prélévement) ont
¢galement été échantillonnées, mais les difficultés d’analyse ne permettent pas de mettre en
relation la présence des norovirus dans ces riviéres et dans les coquillages situés en aval.

Cette étude montre que malgré la diminution des concentrations en virus dans les rejets de la
station d’épuration, pour améliorer la qualité microbiologique des coquillages des zones de
production, la totalité¢ des apports du bassin versant doit étre considérée.

5.3 COMPARE

Compare (COllaborative Management Platform for detection and Analyses of (Re-) emerging and
foodborne outbreaks in Europe) est un projet H2020 financé par 1’Union Européenne réunissant
un consortium de 23 partenaires. Ce projet a pour ambition d’accélérer la détection et la prise de
décision face aux épidémies chez I’homme et 1’animal grace a l'utilisation des nouvelles
techniques de séquencgage (cf figure 7). A terme une plateforme en ligne de bio-informatique
permettra de traiter les données de séquencage par rapport aux mémes références et de générer
des bases de données.
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across locations

across-time
Figure 7 : représentation de I’information génétique commune aux différents agents pathogenes
a travers les lieux, les secteurs et le temps.

Au travers de ce projet les nouvelles techniques de séquencages NGS sont développées. A ce titre
le laboratoire a participé a deux essais inter-laboratoires sur des souches de norovirus et
d’Escherichia Coli pour comparer les aptitudes de chaque laboratoire a produire des séquences.
L’expertise du laboratoire intervient au niveau de 1’analyse d’échantillons environnementaux
(huitres et effluent de station d’épuration) dont les protocoles sont en cours d’élaboration.

5.4 DEPVIRO

Cette étude a pour objectif de répondre a deux questions soulevées lors des opérations de
décontamination des huitres et moules contaminées par des norovirus (NoV) : existe-t-il un risque
de contamination croisée ? Combien de temps le virus persiste dans les moules ?

Aprées contamination par balnéation de lots d’huitres et de moules avec des selles humaines, ces
coquillages ont été rincés puis placés dans un bac en présence de coquillages non contaminés.
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Figure 8: Persistance des NoV GI et GII dans les tissus digestifs de moules et d’huitres.

Cette ¢tude confirme ’inefficacité de la purification en circuit fermé, pour €éliminer les NoV des
tissus digestifs, méme en présence d’un traitement de 1’eau aux ultra-violets. Les résultats obtenus
dans les huitres confirment ceux observés lors d’un travail de thése avec une % vie supérieure a
8 jours. Dans les moules, la persistance est plus bréve quelle que soit la souche de NoV. Cette
¢tude démontre par ailleurs la possible contamination croisée en NoV, entre deux lots de
coquillages immergés a proximité dans un méme bassin de traitement en circuit fermé.
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5.5 NOVPROTOYS

Basé sur I’observation de ligands spécifiques pour les norovirus dans les tissus d’huitre, ce projet
se propose de les rompre pour favoriser la purification. Ces ligands sont des glycannes qui peuvent
&tre détruits par des protéases ou des agents chimiques tels que le périodate de sodium. Les
premiers mois ont ét¢ dédiés a la sélection de divers composés d’origine naturelle (papaine,
amylase, trypsine...) ou chimique et a la mise au point d’un systéme d’essai en micro-plaque,
utilisant des tissus d’huitre contaminées par balnéation en présence de selles humaines positives
en norovirus. Les premiers essais ont permis la sélection de trois composés, présentant des

résultats prometteurs.
100.0
90.
800
28.5 269
70.
60.
50.
4(1.0
30.
20.
10.0
0.0
(%)

% copies RNA/ g DT
[s=] [s=] [s=] [s=] ] (=]

=

* S NN W L0 O o~ DC\ O o{.-\ [egEe)
> O O O O D B \\f \; Ko Ng o .
&@@%64\4\04 S & F 05000 & 000 & 410
( Q . A i N oD A WD Q,() N T A
. AP \\’ PN A\ MR PSS S M IR}
Q“r\' 41_'\’ & & & & @ '}\0& HQ‘Q) Q:’J QQ(Q o \c§) cge,\“ Q;Q;) Q’Q@ (‘P\(\ <‘\\> 0@ @\0 &

Q N o < - I8
SEE IS TG E ITE I E S T S
&gk @ & S P P & e SENE SN
g & & & B @ & & F & &
& & O & QY f R LA R
& W& e ~
]k & & F &
< ¥

Figure 9 : Effet des différents composés sur les tissus contaminés dans le systéme en microplaque.
Les valeurs indiquées sur les histogrammes représentent le % de réduction du nombre de copies
de génome/g de tissus.

5.6 QUIPROCO

L’objectif général de ce projet, réalisé en partenariat avec 1'université de Reims et le LER
Normandie, vise a comprendre le réle du milieu marin, et en particulier des coquillages, sur la
sélection des souches de virus ou de protozoaires humains ou animaux. Le projet s’est déroulé de
janvier 2014 a décembre 2015. La premicre année du projet a permis 1’optimisation du protocole
de détection des parasites (Giardia intestinalis, Cryptosporidium parvum et Toxoplasma gondii)
dans les coquillages ainsi que 1’étude de la bioaccumulation des virus humains (norovirus et
rotavirus) et parasites (Giardia intestinalis, Cryptosporidium parvum et Toxoplasma gondii) dans
les huitres creuses (Crassostrea gigas), huitres plates (Ostrea edulis) et moules (Mytilus edulis).
La deuxieme année était consacrée a 1’étude environnementale dont I’objectif était d’évaluer la
contamination d’échantillons d’huitres et de moules collectés dans des zones de production par
les différents pathogenes (virus et parasites). Les prélévements ont été réalisés mensuellement
pendant 12 mois sur des zones de production en exploitation sur trois sites de production de
moules et sur trois sites de production d’huitres.
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Detection de norovirus dans les coquillages
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Figure 10: Détection des norovirus dans les coquillages.

Ce travail a également permis d’obtenir les premiéres données de contamination des coquillages par les
trois parasites au niveau de zones d’élevage classées B, soumises a des apports d’origine agricole et
humaine. Pour Toxoplasma gondii, des contaminations ont été observées dans un échantillon d’huitre et
moule, tandis que les deux autres parasites (Giardia intestinalis, Cryptosporidium parvum) n’ont pas été
détectés dans les coquillages.

Concernant les norovirus humains (GI, GII, GIV), les contaminations sont observées
principalement pendant les mois d’hivers et printemps, conséquence de la circulation hivernale
de ce virus dans la population.

5.7 RISKMANCHE

RiskManche, projet inter-régional a 1’échelle européenne (Interreg /VA4 : France—Angleterre ;
2012-2015) s’est achevé cette année. Sur les sites en France, 1’identification des sources de
contamination fécale et la prévalence de bactéries entériques et marines et celle de norovirus ont
¢été évaluées chaque mois de février 2013 a janvier 2015 au niveau des coquillages de trois zones
conchylicoles (une située en Bretagne et deux en Normandie) et/ou au niveau des eaux des bassins
versants. Les activités réalisées en 2015 ont consisté en la réalisation des derniers prélévements
et analyses microbiologiques et en la caractérisation des souches bactériennes isolées.

La recherche des marqueurs Bacteroidales associés a 1’hote a montré une contamination
généralement mixte au niveau des rivieres des différents bassins versants avec, par exemple, la
détection du marqueur Humain (HF183), Ruminants (Rum2Bac) et Porc (Pig2Bac)
respectivement dans 37 %, 74% et 29 % des eaux analysées sur le site breton (n=120).

Si les salmonelles et les Escherichia coli potentiellement pathogeénes (E. coli producteurs de
Shiga-toxines, STEC et E. coli entéropathogénes, EPEC) ont été rarement isolés dans les
coquillages, des Campylobacter spp. ont été isolés dans plus de 25 % des coquillages et 59 % des
¢chantillons d'eaux des bassins versants, avec une majorité de C. jejuni et C. coli dans les eaux de
riviere et de C. lari dans les coquillages. Une présence de ces bactéries entériques variable en
fonction de différents paramétres a été mise en évidence (Figure 11).

Les norovirus, quant a eux, ont été¢ détectés dans 19 % des 184 lots de coquillages analysés,
principalement en période hivernale, correspondant au rejet par la population de ces virus. Enfin,
des bactéries marines tels que les Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus et V. cholerae ont été
détectées dans les coquillages et les eaux de mer, lorsque la température de I’eau dépassait 15 °C,
sur les trois sites, soit principalement en période estivale.

Ce projet a permis d’obtenir une meilleure compréhension des mécanismes de contamination des
coquillages et des ¢éléments pour mieux apprécier le risque li€ a la présence de microorganismes
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potentiellement pathogeénes pour I’Homme dans I’environnement. Il a permis également d’obtenir
une collection de souches environnementales de salmonelles, de Campylobacter, E. coli
pathogenes et Vibrio potentiellement pathogenes pour I’Homme.
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Figure 11 : Répartition des échantillons comportant au moins une bactérie entérique isolée en
fonction du type d’échantillon analysé, du site étudié, de la saison, de la température et de la
pluviométrie. Les résultats obtenus lors de la recherche des STEC sont en bleu, des EPEC en
marron, des Salmonella en orange et des Campylobacter en vert.

5.8 BACPATH

Dans le cadre d’une theése (Charlotte Baliére ; co-financement Ifremer / Agence de I’Eau Loire-
Bretagne ; 2012-2015), des souches pathogenes de Escherichia coli (E. coli producteurs de Shiga-
toxines, STEC ; possédant le géne stx et des E. coli entéropathogeénes, EPEC ; possédant le géne
eae) ont été caractérisés. Ces souches ont été isolées a partir de coquillages, d’eaux et de sédiments
issus des sites breton et normand sélectionnés dans le projet RiskManche présenté ci-dessus. Cette
caractérisation avait pour but d’évaluer le pouvoir pathogéne de ces souches environnementales.
Pour cela, 75 geénes de virulence ont été recherchés par PCR haut débit (systéme Fluidigm,
laboratoire de sécurité alimentaire de I’ANSES, plateforme Identypath, Maisons-Alfort). Ces
genes ont été sélectionnés en fonction de leur rdle dans la virulence chez E. coli et leur disposition
a étre responsables de pathologies graves chez I’Homme et les animaux. En parall¢le, les variants
des genes stx et eae ont été caractérisés par PCR classique et par séquencage.

Sur un total de 28 souches STEC et 75 souches EPEC, 17 profils de virulence avec de 2 a 47
genes détectés ont été identifiés pour les souches STEC (figure 12) et 56 profils de virulence avec
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de 11 a 50 genes détectés pour les souches EPEC. Concernant les souches STEC, peu de génes
de virulence et de variants du géne stx associés a un niveau élevé de virulence ont été détectés,
excepté pour la souche de sérotype 026 :H11 stx1, eaef1, isolée d’un lot de moules et disposant
d’un panel de 45 génes de virulence associés pour certains aux ilots de pathogénicité OI-122, OI-
43-48, OI-57 et OI-71. Concernant les souches EPEC, entre 1 et 19 génes de virulence associés
aux Ol, sur les 20 genes sélectionnés, ont été détectés dans 67 souches EPEC dont des souches de
sérotypes majeurs 026 :H11, O157 :H7, O103 :H2, O145 :H28 et O103 :H25, sérotypes les plus
associés a des pathologies humaines graves.

Les résultats acquis au cours de cette these apportent des éléments importants pour mieux
appréhender le risque sanitaire li¢ aux STEC et EPEC en zone littorale.
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Figure 12 : Evaluation du potentiel pouvoir de virulence des souches STEC (n=28) isolées a partir
d’échantillons de ’environnement littoral par la détection de 75 geénes de virulence et la
caractérisation des variants des genes stx et eae. Les cases noires représentent un résultat positif
et les cases blanches un résultat négatif.

5.9 VIBOBS

Ce projet a été mis en place suite a une demande d'EDF d'améliorer la procédure technique
actuelle basée sur l'utilisation de tests culturaux et biochimiques (DRD/P77/Vib révision
18/06/2007) pour la recherche et la caractérisation de Vibrio spp. dans les eaux marines et
estuariennes. L’objectif est de mieux évaluer les risques potentiels sanitaires liés a la présence et
a la circulation de souches présomptives Vibrio spp. potentiellement pathogénes pour I'homme
dans l'environnement et en particulier dans les zones d'activités récréatives (péche a pied,
baignade) situées aux abords des centrales de bord de mer.

La procédure DRD/P77/VIB (Juin 2007) a été révisée conjointement par EDF R&D (LNHE
Chatou) et le laboratoire. Les principales modifications apportées a cette procédure concernent
essentiellement I’isolement et la caractérisation de deux colonies bactériennes par morphotype au
lieu d’une seule, ’addition des tests ADH, LDC, ODC en tubes, I’identification moléculaire a
I’espece des souches présomptives V. parahaemolyticus, V. cholerae et V. vulnificus par tests
biochimiques et la recherche des génes de pathogénicité (PCR) pour V. parahaemolyticus. Cette
révision a donné lieu a la procédure consolidée « Dénombrement de Vibrio spp. et recherche
d’especes de Vibrio spp. dans les eaux marines et estuariennes par mise en culture a 37°C et
identification biochimique » (Réf. H-P77-2015-04212-FR - Awvril 2015).

La seconde étape de cette étude complémentaire consiste a appliquer cette procédure révisée
simultanément a la procédure DRD/P77/Vib (Juin 2007) sur des mémes échantillons d’eaux
prélevés lors de campagnes de surveillance écologique des cing sites électronucléaires. Entre avril
et novembre 2015, 48 analyses ont été réalisées, 6 sur chacun des trois sites normands (Paluel,
Penly et Flamanville), 14 sur le site du Blayais et 16 sur le site de Gravelines. L’analyse des
résultats obtenus est en cours.
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Figure 13 : Identification biochimique de Vibrio spp. (procédure consolidée - H-P77-2015-04212-
FR - Avril 2015).
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6. Coordination REMI

Le LSEM assure, via la coordination nationale du REMI, le pilotage du projet « surveillance
microbiologique ». Le projet inclut les actions liées aux conventions DGAL pour la mise en
ccuvre du REMI et la réalisation d’études de zones. Dans le cadre du REMI, 389 lieux de
prélévement ont été suivis en 2015. 3901 résultats ont été obtenus dont 242 dans le cadre d’alertes,
suite a des épisodes de contamination avérés ou suspectés. Le nombre de résultats en légere
diminution, s’explique principalement par un nombre d’alertes moindre en 2015.

Par ailleurs, une convention a été établie avec la DGAL pour la réalisation de 12 études sanitaires
sur la période 2015-2017. Ces études basées sur (i) l'identification et I'évaluation des flux
contaminants et (ii) une campagne d’échantillonnage permettront le classement sanitaire de
nouveaux secteurs conchylicoles ou l'optimisation de la stratégie d’échantillonnage REMI sur des
zones de production déja classées.
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Fagade Test non significatif | Amélioration | Dégradation |  Total
Manche Mer du nord| 74 g, | 17 92
Atlantique 123 2 9 134
Méditerranée 19 3 0 22
Total | 218(87.1%) 6 (2.4%) 26 (10.5%) 248

Figure 14 : tendances des niveaux de contamination en Escherichia coli dans les coqﬁillages — REM]I,
période 2004-2013.

7. Activités analytiques en sous-traitance

Au total 484 échantillons de coquillages ont été analysés (dénombrement des E. coli) a la demande du
Laboratoire Environnement Ressources (LER/MPL) de I'Ifremer Nantes dans le cadre du controle de la
contamination microbiologique des 34 zones de production conchylicoles (Loire -Atlantique et Nord
Vendée) et d'études réalisées par le laboratoire.
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8. Conclusion et perspectives 2016

L’année 2015 aura été riche en événement concernant la microbiologie, avec la réception
des divers Laboratoires Nationaux de Référence Européen mais surtout en décembre
I’organisation d’une journée scientifique (plus de 100 participants) présentant les divers
résultats du projet européen Riskmanche. Les données obtenues lors de cette année
permettent d’espérer une année 2016 riche en résultats scientifiques avec la poursuite du
projet H2020 Compare qui entre dans sa seconde année.

D’autres projets vont se mettre en place comme Bactrac portant sur les traceurs de sources
microbiennes, sujet important pour nos diverses activités recherche mais également dans
le développement des études de zone (coordination REMI). En collaboration avec un
laboratoire de 1'université de Licge (Belgique), différentes approches vont étre évaluées
pour estimer le pouvoir infectieux des norovirus. Sur cette méme thématique, une étude
européenne sur la prévalence des norovirus dans les huitres va permettre d’obtenir des
données importantes pour la mise en place de la future réglementation.

L’appui du LSEM via la coordination REMI va se poursuivre pour 1’évolution de ce
réseau de surveillance, et les pistes pour évoluer vers un observatoire/état de vigilance
des pathogeénes humains ou animaux vont étre développées.
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risk of norovirus contamination in Australian commercial oysters. Thése de 1’Université de
Tasmania (Australie), (rapporteur, pas de soutenance orale).

Le Guyader Soizick (2015). Jury de la soutenance d’une HDR de Florence Abranavel. Diversité
génétique et physiopathologie des virus des hépatites C et E. Habilitation a diriger les recherches,
28 novembre 2015, Université de Toulouse II1.

Le Guyader Soizick (2015). Jury de la soutenance de thése de Najoua Drouaz. Norovirus et
coquillages : approches pour 1’évaluation de la persistance et du pouvoir infectieux. These de
I’Ecole doctorale Biologie Santé Nantes-Angers, Université de Nantes, soutenance le 26 octobre
2015.

Hervio-Heath Dominique (2015). Jury de la soutenance de thése de D. Sanhueza. L’effet des
conditions environnementales sur la croissance et I’expression génique de Mycobacterium
ulcerans, I’agent causatif de 1’ulcére de Buruli. Ecole doctorale GAIA, Université de Montpellier,
7 Décembre 2015.

Formation donnée

Nom de I’agent Organisme Niveau Sujet Durée
(en h.)
Master 2
Université MAPES-QUESS,
.. . | Pierre et Composantes Virus entériques humains et
Le Guyader Soizick . . PO . d 2
Marie Curie, | hygiéniques de la | environnement
Paris VI qualité, maitrise
des risques
Séminaire
. Personnes . .
.. . | Ministere de Norovirus : pathogénécité,
Le Guyader Soizick | ,, . Ressources pathog 4
I’ Agriculture . analyse et coquillages
produits de la mer
de d’eau douce
Université
.. i Master 2 taminati iral
Le Guyader Soizick Franc;qs aster 2. C’on amination virale de )
Rabelais, Infectiologie I’environnement
Tours
Master 2 Calicivirus : épidemiologie et
Le Guyader Soizick | [nstitut Virologie A us - p g 1h30
role de I’environnement
Pasteur, Paris Fondamentale,
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Nom de I’agent Organisme Niveau Sujet Durée
(en h.)
.. .| Université de | Master 2, Science Les Virus Qar}s l.e 5P rgdults de
Le Guyader Soizick R la mer : épidémiologie et 2h
Nantes de I’ Aliment . AT
techniques de détection,
Le Guyader Soizick | Oniris, Nantes Master 2 MAN- Shellﬁsh and human enteric >
IMAL VIruses
Toxi-infections alimentaires
Le Saux Jean- Faculté de collectives 1.iées ala .
Medecine de | Master.2 ADSN | consommation de coquillages | 1h30
Claude . \ .
Brest : Production-Réglementation-
Surveillance-Tiac
Ingénieurs 3eme
Parnaudeau Sylvain | Oniris Nantes fnpée’QSE . Contarnipation Virolog,iqge 2
Biosécurité des | des coquillages et de I’aliment
aliments"
Garry Pascal & Laboratoires | Responsable Mise en application de la 15
Ollivier Joanna agréés DGAIl | labo/Technicien | norme iso cen 15216-2
Gourmelon Université Master Il Master | Contamination microbienne 3
Michele Bretagne Biologie et Santé | du littoral
Occidentale,
Brest
Gourmelon Université Master 11 Contamination microbienne 1h30
Michele Bretagne Alimentation, du littoral - Identification des
Occidentale, | Nutrition, Droit, |sources de contamination
Brest Santé fécale
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Expertise

Jean-Come Piquet:
EU working group on the Microbiological Monitoring of Bivalve Mollisc Harvesting
Areas"

Pascal Garry :

- Commission AFNOR V08B - Microbiologie des aliments

- Comité d'experts spécialisés Biorisk de ' ANSES.

- Communauté Européenne, Laboratoire National de Référence pour la Microbiologie des
Coquillages

Dominique Hervio-Heath:
- CEN/TC 275- food analysis, WG 6 — Microbial contamination TAG 15, Vibrio.

Soizick Le Guyader:

- ILSI-Europe (International Life Sciences Institute), groupe de travail ‘Microbial food
safety task force control options for viruses in food processing expert group’

- Communauté Européenne, Laboratoire National de Référence pour la Microbiologie des
Coquillages (depuis 2002-)

- Groupe CEN/TC 275- food analysis - horizontal methods, WG 6 — Microbial
contamination TAG 4, Detection of viruses in food.

- EFSA, groupe de travail ‘Scientific and technical assistance on the baseline survey of
norovirus in oysters’
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