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Sigles / abréviations 

 

ARS : Agence Régionale de Santé 

 

CIRE : Cellule Inter-Régionale d'Epidémiologie 

 

CLI : Chair et Liquide Intervalvaire 

 

CRC : Comité Régional de la Conchyliculture 
 

DDPP : Direction Départementale de la Protection des Populations 

 

DDTM : Direction Départementale des Territoires et de la Mer 

 

DGAl : Direction Générale de l’Alimentation 

 

EIL : Essai Inter-Laboratoire 

 

 

LNR : Laboratoire National de Référence 

 

LRUE : Laboratoire de Référence de l’Union Européenne 

 

LSEM : Laboratoire Santé Environnement et Microbiologie 

 

NPP : Nombre le Plus Probable 

 

PSPC : Plan de Surveillance Plan de Contrôle 

 

RASFF : Rapid Alert System for Food and Feed 

 

REMI : Réseau de contrôle Microbiologique des zones de production conchylicole 

 

SPF : Santé Publique France 

 

TIAC : Toxi-Infection Alimentaire Collective 
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1. Introduction 

 

Ce rapport présente une synthèse des actions, travaux menés par l’équipe, accompagnée par des 

stagiaires, doctorants, post doctorants qu’il est important de remercier pour leur contribution. 

Cette année 2017 a de nouveau été une année riche en résultats innovants qui permet à notre 

équipe d’être reconnue au niveau national et international. En effet la Microbiologie sanitaire, 

thème de recherche fédérant notre laboratoire, thématique à l’interface de la santé publique, de la 

qualité des eaux côtières et des coquillages, nous permet de développer nos activités sur le terrain 

ou sur une approche plus fondamentale. Les résultats obtenus nous permettent d’exercer notre 

activité de Laboratoire National de Référence, en apportant connaissance scientifique et expertise 

technique.  

 

 

 

 

 

2. Rappel des objectifs 

 

Le Laboratoire a pour mandat de :  

 

- développer une recherche sur les microorganismes potentiellement pathogènes pour 

l’homme, connus ou émergents. A cette fin, des techniques de biologie moléculaire visant 

les principaux virus et bactéries entériques et les vibrions seront mises au point et validées;  

 

- étudier 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 pathogène, qu’ils soient cultivables ou non ;  

 

- effectuer des travaux de recherche sur des systèmes de prévention de la contamination des 

zones de production et des techniques de purification des coquillages et de les valider ;  

 

- anticiper l’apparition de nouveaux agents pathogènes (veille bibliographique et 

épidémiologique) ;  
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Au titre de Laboratoire National de Référence pour la Microbiologie des coquillages, les missions 

et objectifs du laboratoire en 2017 étaient les suivants :  

 

- coordonner des activités des laboratoires réalisant des analyses microbiologiques sur des 

coquillages dans le cadre des contrôles officiels exercés par la puissance publique,  

 

- appuyer la puissance publique dans le suivi de réseaux de laboratoires agréés pour la 

recherche des norovirus, des Salmonella et le dénombrements des E. coli dans les 

coquillages, 

 

- 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),  

 

-  assister l’administration par l’expertise et l’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 à la demande de l’administration, des analyses bactériologiques et virologiques 

de contrôle officiel sur les échantillons de coquillages notamment lors des épisodes de 

toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) liées à la consommation de coquillages, 

en relation avec Santé publique France et la DGAl (Sous-Direction de la Sécurité 

Sanitaire des Aliments), à la collecte et à la gestion des informations nationales et 

européennes liées à des alertes sanitaires,  

 

- réaliser des analyses bactériologiques et virologiques sur des échantillons qui lui sont 

confiées directement par le ministère ou à 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 le déroulement d’une étude 

européenne sur la prévalence des norovirus (pathogènes pour l’homme) dans les huîtres. 
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3. Moyens et effectifs  

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

:  

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 
COZIEN Joëlle T - 80% DESDOUIT Marion  C – 100% 
GOURMELON Michèle C - 100% GARRY Pascal C - 100% 
HERVIO HEATH Dominique** C - 100% HUBERT Françoise C - 80% 
LOISEAU Véronique T- 50% KAELIN Gaëlle C - 100% 
LOZACH Solen T - 80% KERGARAVAT Cédric C - 100% 
QUENOT Emmanuelle T - 80% LE MENNEC Cécile T - 100% 

 MAILLOT Jessica T – 80% 
OLLIVIER Joanna C - 100% 
PARNAUDEAU Sylvain T - 100% 
PIQUET Jean-Côme  C –100% 
SCHAEFFER Julien C - 100% 
VALLADE Emilie T - 80% 
VERON Antoine T - 100% 

WACRENIER Candice T- 100% 
* : responsable du laboratoire, ** : adjointe à la responsable du laboratoire sur Brest. 

 

 

 

 

 

  

Titre : Laboratoire de Microbiologie - LNR Ifremer 
Adresses Rue de l’Ile d’Yeu, 

BP 21105, 
44311 Nantes Cedex 03 

Z.I de la pointe du diable    

CS 10070  

29280 Plouzané 
 

Téléphone (33) 2 40 37 40 52 (33) 2 98 22 44 18  
 

Fax (33) 2 40 37 40 27 (33) 2 98 22 45 94 

Messagerie  Soizick.Le.Guyader@ifremer.fr  

Site web  https://wwz.ifremer.fr/lsem 

mailto:Soizick.Le.Guyader@ifremer.fr


9 
 

 Rapport d’activités 2017 Avril 2018 

Personnels titulaires d’un contrat à durée déterminée  

 
Nom - Prénom Qualification Date  

arrivée 

Date  

départ 

Type contrat Laboratoire 

DEBRAY Noélie 20/07/15 19/01/17 Surcroît d’activité avec 

Recette  (coordination REMI) 

LSEM Nantes 

LEGEAY Erwan 01/07/17 30/08/18 Projet micro-plastiques 
LSEM Brest 

LE FLOCH Anaël 01/08/17 31/07/18 Etude EFSA 
LSEM Nantes 

VALLA Claire 18/09/17 16/02/18 Poursuite travaux détection 

Vibrions 

LSEM Brest 

 

3.2 Doctorants 

 

 

 

 

 
 

3.3 Post-doctorants 

 

 

 

 

 

 

Nom Prénom Début de 

thèse 

 

Date de 

soutenan

ce 

 

Sujets Ecoles Doctorales 

d'inscription 

 

Encadrements 

scientifiques 

 

STRUBBIA 

Sofia  
02/11/16  

Norovirus et huître: 

infectiosité et 

approche génomique 

ED 502 

Ecole Doctorale 

Biologie 

et Santé 

Université Nantes 

Nantes 

S. Le 

GUYADER 

 

Date début Date fin Sujets Nom Prénom Encadrements 

scientifiques 

 

21/11/16 20/05/18 

Détermination des sources de 

contamination fécale dans les eaux et 

coquillages : identification de nouveaux 

marqueurs par séquençage haut débit et 

évaluation de leur persistance en 

microcosme complexe 

 

BOUKERB 

Amine 
M. GOURMELON 
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3.4 Stagiaires 

 

 

 

3.5 Apprentis en alternance 

 

 

Début 

du stage 

Fin du 

stage 

Sujet Nom - Prénom Catégorie Ecole Encadrements 

scientifiques  

10/05/17 30/06/17 

Dénombrement des 

Salmonella Méthode NPP 

miniaturisée. 

Goupil Thibeault Master M1 
Université de 

Rennes 
P. GARRY 

03/01/17 03/09/17 

Impact des changements 

environnementaux sur les 

Vibrio spp. pathogènes pour 

l’Homme dans les 

écosystèmes côtiers 

 

JACQUIN Justine 

M2R  
Microbiol

ogie 

Fondamen

tale et 

Appliquée 

- MFA 

Université de 

Rennes 1 

D. HERVIO-

HEATH 

23/01/17 21/07/17 

Mise au point d’une 

procédure de 

dénombrement et 

d’identification des 

vibrions pour la 

surveillance écologique 

marine 

 

VALLA Claire 

M2P  
Microbiolo

gie 

appliquée à 

l’agroalime

ntaire au 

biomédical 

et à 

l’environne

ment 
 

Lyon 

Université 

Claude 

bernard 

D. HERVIO-

HEATH 

15/02/17 31/07/17 

Utilisation de capteurs 

passifs pour la détection 

des norovirus en milieu 

marin 

CHUIT Leila Master M2 
Université de 

Montpellier 
F. VINCENT 

3/04/17 

 

16/04/17 Evaluation de la sensibilité 

et de  la spécificité de 

marqueurs de 

contamination fécale 

associés à la volaille 

LHERMITE 

Bastien 
2ème DUT IUT ST 

Brieuc 

E. Quenot/M. 

Gourmelon 

Début du 

contrat 

Fin du contrat Diplôme Nom - Prénom Ecole Tuteur 

03/09/15 31/08/17 BTS Assistante de Manager CELLIER 

Kelly 

Accipio CCI 

Nantes - St 

Nazaire 

 

J. MAILLOT 
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3.6 Equipement 

Le LSEM a fait l’acquisition d’équipements classiques de microbiologie et biologie moléculaire ainsi 

qu’un nouveau système d’extraction des acides nucléiques. 
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4. Actions liées aux missions de LNR 

4.1 Démarche qualité  

Le laboratoire a maintenu en 2017 son périmètre d’accréditation (portée disponible sur 

www.cofrac.fr, n° accréditation 1-5451) concernant ses activités d’essais en microbiologie 

(norme NF EN ISO/CEI 17025). 

En vue de la demande au Cofrac de l’extension d’accréditation à la quantification des norovirus 

(GI et GII) dans les mollusques bivalves, selon la norme XP CEN ISO/TS 15216-1, le laboratoire 

a réalisé des essais de validation de la méthode sur les huîtres pour les 2 virus (étude de la fidélité, 

justesse, robustesse et définition des limites de détection et de quantification). Le Cofrac a réalisé 

l’expertise du dossier de validation et les conclusions de cette expertise sont favorables pour 

intégrer cette méthode lors de l’évaluation du Cofrac sur site en 2018. 

Des audits internes ont également été organisés en décembre, concernant le manuel qualité et la 

partie technique pour la bactériologie et la virologie. Les conclusions de ces deux évaluations 

montraient la confiance des auditeurs dans les dispositions prises par le laboratoire et la qualité 

des résultats rendus. 

Concernant les activités de recherche à Nantes et à Brest, il a été 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 à la certification ISO 9001 

de l’Ifremer. L’application de ces dispositions a été évaluée avec succès sur Nantes lors de l’audit 

AFNOR de novembre 2017.  

 

4.2 Coordination technique des laboratoires agréés 

 

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

démarche d’accréditation des laboratoires 
 

E. coli /Salmonella  

 

Dans le cadre de la coordination des laboratoires agréés, le laboratoire a organisé, comme chaque 

année, deux campagnes d’essais inter-laboratoires d’aptitude, pour les critères E. coli et 

Salmonella. 

  

Le premier essai d’aptitude a eu lieu le 27 mars 2017 et le deuxième le 10 octobre 2017. Les deux 

campagnes portaient sur la matrice huîtres. Chaque essai d’aptitude porte sur les deux paramètres 

réglementaires E. coli et Salmonella avec envoi aux participants de cinq échantillons pour l’essai 

E. coli et deux échantillons pour l’essai Salmonella (un positif et un négatif en mars et deux 

négatifs en 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 à ces essais 

 Escherichia coli Salmonella 

Mars 2017 32 laboratoires 

(40 couples laboratoire/méthode) 

27 laboratoires 

(43 couples laboratoire/méthode) 

Octobre 2017 31 laboratoires  

(40 couples laboratoire/méthode) 

31 laboratoires 

(34 couples laboratoire/méthode) 

 

 

 

 

http://www.cofrac.fr/
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Tableau 2 : Résultats des participants (couples laboratoire/méthode) à ces essais d’aptitude 

 Escherichia coli Salmonella 

Satisfaisant Discutable Insatisfaisant Satisfaisant Insatisfaisant 

Mars 2017 87,5 %  

(35 couples) 

7,5 % 

(3 couples) 

5 % 

(2 couples) 

90,7% 9,3 % 

(4 couples) 

Octobre 2017 77,5 % 

(31 couples) 

15 % 

(6 couples) 

7,5 % 

(3 couple) 

97,1 % 2,9 % 

(1 couple) 

 
 

 
Figure 1 : Contamination des coquillages par bioaccumulation 

 

 

Des résultats non satisfaisants ou discutables pour le dénombrement des E. coli ont été obtenus 

avec la méthode NF EN ISO 16649-3 et sont dus à des problèmes de fidélité.  

 

Pour la détection de Salmonella, les laboratoires non satisfaisants ont détecté une présence de 

Salmonella dans des échantillons négatifs et un laboratoire a interverti les deux échantillons. 

Le LNR a apporté son appui à ses laboratoires pour identifier les causes de ces non conformités et définir 

les actions correctives à mettre en place. 

Norovirus 

 

Le laboratoire a organisé le 9 octobre 2017, un essai inter-laboratoire pour la recherche des 

norovirus dans les coquillages. Les 12 laboratoires participant à cet essai ont reçu un échantillon 

d’huîtres creuses (échantillons 1), un échantillon constitué d’une solution de selles (échantillon 

2) et un échantillon de PBS (échantillon 3). Les résultats attendus sont présentés dans le Tableau 

3. 

 
Tableau 3 : Résultats attendus dans le cadre des EILs norovirus 

Echantillon NoV GI NoV GII 

1 Détecté Détecté 

2 Détecté Détecté 

3 Non détecté Non détecté 

  NoV : norovirus, GI (GII) : génogroupe I (II). 

 

Neuf laboratoires ont présenté une performance satisfaisante pour cet essai d’aptitude et trois laboratoires 

une performance discutable. Deux laboratoires n’ont pas respecté l’exigence normative liée au rendu des 

résultats (rendement d’extraction ou contrôle d’inhibition) et d’évaluation de l’arbre de décision. Le 

troisième laboratoire a commis des erreurs dans le processus analytique (non ajout/addition du virus 

témoin du processus), ce qui ne lui a pas permis de rendre des résultats valides.   
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 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 un audit interne (technique) d’un laboratoire agréé pour le dénombrement 

des E. coli selon la méthode NF EN ISO 16649-3 - Technique NPP, qui avait eu à deux EIL 

successifs une performance non satisfaisante. Il a également été sollicité par quelques laboratoires 

sur l’utilisation de la table NPP.  

Le laboratoire a apporté son assistance aux laboratoires dans l’application de la norme XP CEN 

ISO/TS 15216-2 pour la détection des norovirus et plus particulièrement dans le cadre de la mise 

en place et du démarrage de l’étude européenne sur la prévalence des norovirus dans les huîtres. 

 

 

4.3 16ème workshop des Laboratoires Nationaux de Référence 

de l’Union européenne 

Le laboratoire a participé au 16ème workshop des LNRs microbiologie des coquillages (Split, 

Croatie, 3-5 mai), réunissant 34 personnes représentant 26 pays. 

 

Les thématiques habituelles ont été abordées :  

- Contrôles officiels/ Surveillance et classification des zones de production 

- Les vibrions marins 

- Les virus (norovirus, VHA) 

Le laboratoire a présenté ses résultats sur les travaux de détection des parasites dans les 

coquillages (Projet QUIPROCO) et sur les principales avancées pour la mise en évidence des 

norovirus infectieux. 

 

Les résolutions prises au cours de ce workshop sont présentés ci-dessous. 

 

Le 17ème workshop se déroulera du 16 au 18 mai 2018 à Southampton, Royaume Uni. 
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4.4 Journée Santé Environnement et Microbiologie, 

19 octobre 2017 

 

La journée Santé Environnement et Microbiologie a été organisée sur le centre de Nantes et a 

rassemblé 106 personnes, dont des représentants de l’administration centrale (DGAl et SPF), de 

l’administration locale (ARS, DDTM, DDPP, CIRE) des agences de l’eau, des professionnels 

(CRC) et des laboratoires agréés.  

Les thèmes récurrents, bilan des activités du LNR et des essais d’aptitude, point sur la 

réglementation et la normalisation, ont été présentés. Un point sur la surveillance 2016 (Ifremer 

et DGAl) a été réalisé considérant les importantes évolutions organisationnelles.  

 

Différents exposés ont ensuite été présentés par le LSEM ou des partenaires du laboratoire :  

- Présentation de la technique NGS- Application/intérêts  

- Suivis sanitaires & pêche à pied récréative en Bretagne  

- Bilan des connaissances sur la purification des coquillages   

 

 

4.5 Assistance à l’administration 

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

- le 2 mars copil surveillance dans les locaux de la DGAl, 

- le 30 mars journée de la référence, dans les locaux de l’Anses, 

- le 6 décembre collège de la référence au ministère de l’agriculture 

- 15 juin coordination des EILA, dans les locaux de l’Anses, 

 

Par ailleurs le laboratoire a participé en tant qu'expert EFSA au suivi de l'étude européen sur la 

prévalence de norovirus dans les huîtres au niveau des zones de production et des centres 

d’expédition. 

 

http://www.pecheapied-responsable.fr/
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4.6 Normalisation 

 
Le laboratoire est membre de la Commission Afnor V08B et de ses groupes de travail (GT), ainsi 

que ceux du CEN :  

- GT « Statistiques - Incertitudes de mesure » et GT « Validation » sur les questions 

statistiques relatives aux normes CEN et ISO et sur la révision de la norme EN ISO16140  

validation des méthodes d’analyse ;  

- GT « Vibrio » : pour préparer les propositions françaises concernant les normes ISO pour 

la recherche des Vibrio spp, potentiellement entéropathogènes ;  

-  CEN/TC 275 WG 6 TAG3 "Utilisation de la PCR en microbiologie" : projet de norme 

sur la recherche des Vibrio parahemolyticus totaux et potentiellement pathogènes dans 

les aliments (techniques de numération et de détection par hybridation ou par PCR temps 

réel) et 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".  

 

 

4.7 Analyses officielles 

 Toxi-infections alimentaires collectives  

 
Les toxi-infections alimentaires collectives (Tiac) déclarées et liées à la consommation de 

coquillages, rapportées à l’Ifremer à la date du 31 décembre 2017 sont de 18 foyers en France 

pour 69 cas connus sur 90 exposés. 

Concernant ces 18 foyers, nous avons reçus 35 échantillons, dont 30 échantillons d’huîtres, 2 de 

moules et 3 de palourdes.  

Les analyses ont concerné 31 recherches de norovirus sur 29 échantillons d’huîtres, 2 de moules. 

Ces analyses ont conduit à la mise en évidence de norovirus dans 19 échantillons, les 12 autres 

ayant été détectés négatifs (Figure 2). Le virus de l’hépatite A a été recherché sur 4 échantillons, 

le virus n’a été détecté dans aucun des échantillons.  

 

 

 

 
Figure 2 : Résultats de recherches de norovirus de coquillages en lien avec des TIACs 

NoV + (-) : échantillons positifs en norovirus (ou négatif)   

Palourdes 
NoV -; 2

Huîtres NoV-; 
56

Moules NoV -
; 6

Huîtres NoV+; 
38

Moules NoV 
+; 3
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Ces 18 foyers ont fait l’objet de 15 saisines de la DGAl et de l’émission de 17 rapports d’essais. 

 

 

 Notifications RASFF 
 
Aucune notification RASFF n’a conduit à des demandes d’analyses microbiologiques 

 

 

 Alerte sur les dysfonctionnements des structures d’assainissement d’eaux 

usées en période d’épidémie hivernale gastro-entérite aigüe (GEA) 
 

Aucune alerte de dysfonctionnement sur un réseau d’eaux usées n’a conduit à des analyses 

microbiologiques. 

 
 

4.8 Participation aux essais du LR-UE et PHE 

 

Le LSEM a participé à différents essais inter-laboratoires européens au cours de l’année 2017. 

Ces essais sont organisés par le laboratoire référence de l’union européenne (CEFAS) ou par PHE 

(Public Health England). 

 

 

 E. coli et Salmonella 

Pour le dénombrement des E. coli et la recherche des Salmonella, le laboratoire a participé à un 

essai sur lenticules organisés par le PHE et à 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 à EIL organisé par le PHE, sur lenticules 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 Méthode d’analyses Echantillon 

Dénombrement E. coli 
NF V 08-106 Satisfaisant 

ISO 16649-3 Satisfaisant 

Recherche Salmonella spp. NF EN 6579 Satisfaisant 

 

 

 Norovirus 

 
Méthode 

d’analyses 
Score 

Dénombrement E. coli ISO 116649-3 Satisfaisant 

Recherche Salmonella spp. NF EN 6579 Satisfaisant 
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Au cours de l’année 2017, le LSEM a participé à un essai inter-laboratoire pour la recherche et 

la quantification des norovirus et du virus de l’hépatite A, organisé  par le LRUE (Cefas), l’Eil 

portait sur 4 échantillons d’huîtres 

 

 
Tableau 6 : Résultats obtenus à l’EIL (PT 72) organisé par le LRUE 

Echantillon Virus cible 
Résultats 

attendus 
Performance du laboratoire  

   Analyse qualitative Analyse quantitative 

Huitres 1 NoV GI Détecté Satisfaisante  Satisfaisante  

NoV GII Détecté Satisfaisante  Satisfaisante  

VHA Non détecté Satisfaisante  Satisfaisante  

Huitres 2 NoV GI Non détecté Satisfaisante  Satisfaisante  

NoV GII Non détecté Satisfaisante  Satisfaisante  

VHA Non détecté Satisfaisante  Satisfaisante  

Huitres 3 NoV GI Non détecté Satisfaisante  Satisfaisante  

NoV GII Détecté Satisfaisante  Satisfaisante  

VHA Détecté Satisfaisante  Satisfaisante  

 Huitres 4 NoV GI Détecté Satisfaisante  Satisfaisante  

NoV GII Non détecté Satisfaisante  Satisfaisante  

VHA Détecté Satisfaisante  Satisfaisante  

 

La performance de laboratoire a été satisfaisante pour la méthode qualitative et 

quantitative. 
 

 

 Vibrio 

Concernant les EILA Vibrio spp. organisés par le PHE, le laboratoire a participé à deux essais 

comportant chacun deux échantillons (lenticules) par distribution (Tableau 7). 

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

Distribution Février   Novembre  

Vibrio parahaemolyticus Satisfaisant Satisfaisant 

Vibrio cholerae Satisfaisant Satisfaisant 

Vibrio vulnificus Satisfaisant Satisfaisant 

 

 

4.9 Diffusion de l’information à l’administration et/ou aux 

laboratoires agréés 

Liste des documents diffusés :  

 

- Rapport d’activités LNR 2016 et relevé des dépenses (Convention LNR – DGAl 2016) 

- Rapports des essais d’aptitude E. coli et Salmonella sur des échantillons d’huîtres du 

27  mars 2017 et du 10 octobre 2017. 

- Rapport de l’essai d’aptitude norovirus sur des huîtres du 9 octobre 2017  

- Compte rendu et résolutions du 16ème workshop des LNR (3 au 5 mai 2017, Split) 

- Etude sur la prévalence de norovirus dans les huîtres : bilan intermédiaire 
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4.10 Etude européenne sur la prévalence des norovirus dans 

les huîtres 

La commission européenne a mis en place une étude au niveau européen sur la prévalence de 

norovirus dans les huîtres au niveau des zones de production et des centres d’expédition. Dans le 

cadre de cette étude qui se déroule de novembre 2016 à octobre 2018, le LSEM, en tant qu’expert 

EFSA et dans sa mission de LNR, assiste la DGAl à la fois au niveau technique, organisationnel 

et analytique. 

Dans le cadre de cette l’étude pour la France 241 points de prélèvement ont été sélectionnés (74 

zones de production dont 10 claires et 167 centres d’expédition). Les prélèvements sont réalisés 

tous les deux mois sur chacun des points ce qui représente un total de 2892 échantillons prélevés. 

Sur chacun des échantillons la recherche des norovirus est réalisée par le réseau de laboratoires 

agréés et les norovirus sont quantifiés sur les échantillons positifs par le LSEM. Le laboratoire 

réalise la validation des résultats et s’assure de la qualité des données associées aux prélèvements. 

Le LSEM assure la saisie des résultats et données associée dans la base EFSA. 

Pour la première année de l’étude, le taux de réalisation des prélèvements pour les zones de 

production est de 98,8% et de 91,8% pour les centres d’expédition. 

 

4.11 Développement /validation de méthode 

Dans le cadre de ses missions de Laboratoire National de Référence pour la Microbiologie des 

Coquillages, le LSEM a réalisé la caractérisation et la validation de la méthode rRT-PCR pour la 

quantification des NoV GI et GII. La méthode faisant l’objet de la validation est une méthode 

développée en interne, adaptée de la norme NF EN ISO 15216-1  (2017). Les limites de détection 

sont de 124 copies d’ARN (cARN) /g de tissus digestifs (TD) pour NoV GI et 196 cARN / g TD 

pour NoV GII. Les limites de quantification sont de 124 cARN / g TD pour NoV GI et 389 cARN 

pour NoV GII. Pour la quantification de NoV GI, la plage de concentration produisant une réponse 

linéaire est comprise entre 124 cARN /g TD et 3,18 x 104 cARN/g TD et pour NoV GII entre 389 

cARN/g TD et 1,00 x 104 cARN/g TD. La spécificité et la sensibilité ainsi que la robustesse de la 

méthode ont été confirmées.  

 

La digitale PCR (dPCR) est une nouvelle méthode alternative à la PCR en temps réel (rRT-

PCR) qui permet la quantification d’acides nucléiques sans comparaison avec une gamme 

standard.  

L’optimisation de la digital RT-PCR one-step s’est poursuivi en comparant différentes trousses 

commerciales (kit Agpath, kit CEERAM-bioMerieux) ou en ajoutant un composé au kit UltraSens 

utilisé habituellement au laboratoire pour pouvoir l’utiliser sur la puce. Les résultats obtenus sont 

prometteurs et  les essais se poursuivront en 2018. 

 

Coquillage de Croatie : En collaboration avec le laboratoire National de Référence de Croatie 

nous avons réalisé une étude sur des huîtres plates et des moules collectées dans la baie de 

Malostonski (avril 2015 à aout 2016). Environ 10% Parmi les 80 échantillons d’huîtres plates ont 

été détectés positifs en norovirus et 18% des 68 échantillons de moules. Afin de comparer la 

diversité de la contamination par les norovirus une analyse de métabarcoding est en cours. 
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5. Projets 

5.1 Campyshell – Campylobacter dans les coquillages : sources 

de contamination et risque pour l’homme. 

Le projet Campyshell a débuté en janvier 2017 (projet coordonné par l’ANSES de Ploufragan 

avec la participation de l’Université de Caen et le laboratoire LABEO de Saint-Lô et financé par 

les fonds Européens FEAMP ; 2017-2019). Ce projet se propose d’acquérir des données sur les 

sources de contamination des coquillages par des bactéries entériques potentiellement pathogènes 

pour l’Homme, les Campylobacter, de valider l’usage d’un outil de diagnostic pour tracer cette 

bactérie et déterminer son hôte animal et d’évaluer le risque pour l’homme. Dans ce projet, deux 

zones conchylicoles, une située dans les Côtes d’Armor (Baie de La Fresnaye) et l’autre dans la 

Manche (estuaire de la Sienne) ont été sélectionnées. Au LSEM, nous avons réalisé neuf 

campagnes de prélèvement de fientes d’oiseaux sauvages en Bretagne (environ 200 fientes 

analysées). Environ 500 isolats de Campylobacter d’origine aviaire ont été obtenus et identifiés à 

l’espèce : C. jejuni, C. coli et C. lari par LABEO (technique Maldi-TOF simple ; figure 3). 

Environ 150 souches de chacune des trois espèces majeures de Campylobacter de différentes 

origines animales (volaille, porc, ovin, bovin et oiseaux de bord de mer) et de l’environnement : 

(eaux de rivières et coquillages), ont été sélectionnées pour un typage par Maldi-Tof (méthode 

complète) et par séquençage de génomes complets (analyse principalement des données MLST ; 

Multi-Locus Sequence Typing). Une base de données commune à l’ensemble des partenaires a été 

créée. Les données de génomes complets des souches de C. lari isolées à Ifremer ont été acquises 

par une collaboration avec le LIST du Luxembourg (coordination par C. Penny) et analysées par 

le logiciel SeqSphere. L’analyse préliminaire des données montrent une très grande diversité de 

ces souches.  

 

 
Figure 3 : Distribution des espèces de Campylobacter spp. dans les fientes d’oiseaux analysées 

5.2 Projet COMPARE  

Compare (COllaborative Management Platform for detection and Analyses of (Re-) emerging and 

foodborne outbreaks in Europe) est un projet H2020 financé par l’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 l’homme et l’animal grâce à l'utilisation des nouvelles 

techniques de séquençage (figure 4). A terme une plateforme en ligne de bio-informatique 

permettra de traiter les données de séquençage par rapport aux mêmes références et de générer 

des bases de données. 
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Figure 4 : représentation de l’information génétique commune aux différents agents pathogènes à 

travers les lieux, les secteurs et le temps 

 

 
Cette année, afin d’estimer au mieux la diversité des norovirus dans les eaux usées, la 

méthodologie a été optimisée. Ainsi, pour les virus, l’élution par sonication et addition de 

pyrophosphate de sodium a été évaluée avant la concentration à l’aide du PEG (polyéthylène 

glycol). D’autre part lors de la synthèse des cDNA l’utilisation d’hexamer non-ribosomique 

sélectionnés pour limiter la production de cDNA provenant des eucarytes et procaryotes est aussi 

évalué. Une approche de type métabarcoding, basée sur le séquençage haut débit de produits de 

PCR obtenus à partir des régions de la capside et de la polymérase utilisées pour le typage des 

noroviru a été réalisée sur trois échantillons. Le pipeline bio-informatique construit sous Galaxy 

avec les modules de la suite FROGS permet d’analyser les données utilisant la banque NoroNet 

mise à disposition à travers l’outil GenotypingTool* développé par le RIVM.  

En bactériologie,  nous avons déposé sur la base de données de séquençage haut débit européenne 

(ENA, European Nucleoide Archive) les séquences de génome complet de 19 souches 

environnementales de Salmonella Typhimurium et de 5 souches Escherichia coli. Nous avons 

également participé aux analyses d’attribution de sources des Salmonella Typhimurium 

coordonnées par l’ANSES, Maison-Alfort pour les souches collectées en France.  

 

 

5.3 Projet Envicopas 

Ce projet porte sur la Recherche des organismes pathogènes et évaluation de la dynamique des 

communautés bactériennes dans la colonne d’eau. 

Dans le cadre du suivi environnemental (2016-2017), les prélèvements d’eau de mer ont été 

reconduits à la Floride, (Ronce Les Bains), afin de déterminer l'abondance et la diversité de Vibrio 

spp. cultivables à 37 °C et d’évaluer la structure et la dynamique des communautés bactériennes 

et des populations de Vibrio (metabarcoding). En 2016, les plus fortes abondances de Vibrio spp. 

ont été mises en évidence lorsque la température de l'eau était supérieure à 15 °C (figure 5) et la 

présence de V. vulnificus et V. cholerae a été observée à des salinités supérieures à la salinité 

optimale requise pour la croissance de ces deux espèces en milieu côtier (20 à 25 ppt et 10 à 20 

ppt, respectivement). Pour explorer la diversité et augmenter la résolution taxonomique de Vibrio 

dans le microbiome marin par des approches de « metabarcoding », de nouvelles amorces (gène 

ftsZ) ont été testées et ont permis d’identifier l’ensemble des vibrions présents dans des 

échantillons d’eau de mer naturelle enrichie (versus 31 à 52% avec la région V3-V4 de l’ARNr 

16S). Les amorces ftsZ seront d'un grand intérêt pour étudier les associations potentielles entre 

les pathogènes et le microbiome des huîtres et l'impact des différentes conditions d'exposition sur 

ces interactions / associations. 
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Figure 5 : Abondance des Vibrio spp. totaux et des vibrions potentiellement pathogènes pour 

l’Homme (log10 NPPx10.L-1) en fonction de la température et de la salinité de l’eau 

 

 

 

5.4 Culture cellulaire et infectiosité virale  

La détection des acides nucléiques viraux dans les échantillons d’eaux usées ou de coquillages 

pose la question du risque infectieux associé à cette présence virale. Pour mesurer ou mettre en 

évidence le pouvoir infectieux d’un virus, la technique de référence consiste à infecter des cellules 

en culture. Jusqu’à présent, les norovirus n’étaient pas cultivables dans de tels systèmes. Plus 

récemment, une nouvelle technique permettant la réplication des norovirus sur des organoïdes 

intestinaux humains a été mise en évidence par l’équipe de M. Estes (BCM, Texas) (Etteyabi et 

al, 2016). En collaboration avec cette équipe, nous avons développé la technique au LSEM et déjà 

pu cultiver deux souches de norovirus à partir d’échantillons de selles En 2017, le développement 

de la technique de culture des norovirus humains a été poursuivi, avec notamment des tests 

concernant les protocoles d’élution du virus depuis la matrice coquillage. La croissance des 

entéroïdes humains est encore problématique et reste à optimiser, mais la technique fonctionne et 

des virus de génotypes différents, issus de selles, se sont répliqués in vitro.  

En parallèle, le laboratoire travaille à l’optimisation d’un protocole d’élution des norovirus pour 

la culture cellulaire en utilisant une solution acide complexe simulant le liquide gastrique, ainsi 

que d’autres solutions acides moins complexes. Pour étudier la compatibilité de cette méthode à 

la culture cellulaire, des tests de toxicité cellulaire (en flasque et par TCID50) en utilisant le tulane 

virus (TV) ont été réalisés et ont montré une faible efficacité pour le liquide gastrique et un effet 

toxique important pour la solution acide. 

 

 

5.5 Projet IQUINOR 

La détermination de la dose infectieuse en équivalents génomiques a déjà été expérimentalement 

déterminée pour le virus de Norwalk (NoV GI.1) sur des volontaires humains (Atmar et al., 2014). 

Cependant, les experts ont souligné que les étapes-clés des méthodologies appliquées, sont 
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toujours l'extraction du matériel nucléique et sa concentration à partir de l'échantillon brut 

(Gensberger & Kostic, 2013). 

De plus, il entre en considération les paramètres tels que l'infectiosité, la pathogénicité des 

différentes souches et une sensibilité individuelle variable (Frenck et al. 2012; Thebault et al., 

2013). De ce fait la détermination sur cette unique base d'équivalents génomiques pour la sécurité 

des aliments pourrait se révéler peu fiable.   

Ce projet, menée en collaboration avec l’université de Liège, se propose de développer et de 

comparer à la 'binding long-range RT-PCR', une méthode alternative sur la base de l'utilisation 

du PMA associée à la cytométrie de flux et ou la spectrométrie de masse, et de déterminer quels 

sont les paramètres à prendre en compte pour obtenir une corrélation optimale entre copies 

génomiques détectées et particules infectieuses. Ce projet est essentiellement basé sur l'approche 

mollusques bivalves, matrice alimentaire régulièrement impliquée dans les toxi-infections 

alimentaires collectives. Le norovirus murin sera utilisé comme modèle avant validation avec les 

norovirus humains. 

Dans ce projet qui a démarré en 2016 le LSEM est impliqué sur la fourniture d'échantillons 

d'huîtres, dans des zones d'élevage en lien avec des foyers de toxi-infections alimentaires 

collectives. Le laboratoire procédera également à la bioaccumulation d'huîtres avec du norovirus 

murin et avec du norovirus humain. 

 

5.6 DEVIB  

Le projet DEVIB porte sur le développement et la standardisation d’une méthode miniaturisée 

pour le dénombrement de Vibrio spp. potentiellement entéropathogènes pour l’homme dans les 

produits de la mer. 

Les systèmes de PCR en temps réel proposés dans la norme ISO 21872:2017 ou publiés 

récemment pour la détection de V. cholerae et V. vulnificus ont été testés pour leur spécificité sur 

des ADN cibles (50 par espèces) et non cibles (30). L’évaluation de la sensibilité des systèmes 

les plus performants sur des matrices coquillages contaminées artificiellement par V. cholerae et 

V. vulnificus (deux niveaux de contamination : 102 et 105 UFC/g) est en cours. Les systèmes 

retenus seront appliqués pour le dénombrement de V. cholerae et V. vulnificus (méthode NPP-

PCR temps réel sur plaques 96 puits) dans des coquillages contaminés naturellement. Cette 

méthode sera proposée au groupe de travail TAG15 Vibrio (CEN/TC 75-Food analysis, WG6-

Microbial contamination). 

 

5.8 BACTRAC 

L’approche Traceur de Source Microbienne ou « Microbial Source Tracking » développée au 

laboratoire depuis de nombreuses années se poursuit dans le cadre du projet BacTrac, Bactéries 

fécales Traceurs des sources de contamination dans les eaux qui a débuté en juin 2016 (projet 

coordonné par le LPL, Laboratoire des Pyrénées et des Landes, avec la participation du laboratoire 

EPOC, de l’Université de Bordeaux et financé par la Région Adour Garonne, les communautés 

d’agglomération Sud Pays basque et Côte Basque-Adour et le syndicat intercommunal du bassin 

d’Arcachon ; 2016-2019). 

Dans le cadre de ce projet, deux principales méthodes basées sur la recherche de Traceurs de 

Sources Microbiennes (TSM) ou l’approche « Microbial Source Tracking, MST » ont été 

sélectionnées par les partenaires du projet la méthode « MST PCR » ciblant des marqueurs 

bactériens par amplification génique (Polymerase Chain Reaction) et la « MST culture » avec 

culture et génotypage d’une sélection d’isolats d’Escherichia coli. Le développement de 

nouveaux marqueurs aviaires, non décrits dans la littérature, a été initié au cours de cette année 

au laboratoire. Plus de 500 fientes d’oiseaux (38 espèces d’oiseaux différentes) et d’échantillons 

non cibles (autres sources qu’aviaires ; plus de 100 échantillons) ont été collectées et utilisées 
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pour caractériser les communautés bactériennes (microbiomes) et identifier de nouvelles 

séquences spécifiques par séquençage haut débit Illumina (metabarcoding ciblant la région V3-

V4 du gène codant l’ARN 16S ; plateforme Genotoul, Toulouse) et donc d’identifier de nouveaux 

marqueurs aviaires (spécifiques par exemple des anatidés). Le traitement des données et l’analyse 

des séquences (détermination d’un pipeline complet) est en cours. La figure 6 présente les 

premiers résultats de distribution des différents phylums bactériens en fonctions des groupes 

d’oiseaux étudiés. 

 

 

 
Figure 6. Distribution taxonomique (phylum) des communautés bactériennes associées aux fientes 

d’oiseaux d’élevage et de bord de mer. 

 

 

5.9. Projet MERLIN-MICROPLASTIQUES  

Le laboratoire intervient dans le Work Package 3.2 Sous action Espèces : les Micro plastiques 

vecteurs d’organismes pathogènes et toxiques, et plus particulièrement dans les sous-tâches 3.2.1 

« Rechercher les micro-organismes pathogènes pour les coquillages et pour l’homme et les 

micro-algues toxiques » et 3.2.2 « Caractériser les interactions micro-organismes pathogènes-

micro plastiques ».  

Des essais ont montré que l’extraction des acides nucléiques à partir des trois polymères (PET, 

PA et LDPE) contaminés en NoV est possible avec le protocole Nuclisens (Biomérieux). Ce 

protocole sera comparé aux autres protocoles testés par le LSEM afin de pouvoir ensuite réaliser 

les analyses sur les échantillons de micro/macroplastiques (lagunes Corse et monitoring à Brest 

et La Tremblade). 

Six protocoles d’extraction (kits et PCI) des acides nucléiques ont été testés sur trois types de 

polymères (PP, PA et LDPE) préalablement immergés pendant 15 jours dans de l’eau de mer 

naturelle (août 2017). L’utilisation de la PCR en temps réel (TAQMAN V. parahaemolyticus en 

présence d’un contrôle interne d’inhibition et SYBRGreen Vibrio spp.) a permis de comparer le 

« taux » d’inhibition et d’évaluer la présence de Vibrio spp. dans les différentes suspensions 

d’ADN. La recherche d’autres micro-organismes (B. ostreae, M.refringens, TSM, herpesvirus, 

virus entériques, dinoflagellés toxiques) par PCR en temps réel ciblée et l’évaluation de la 

composition des communautés bactériennes et de la diversité des vibrions sur ces différents 

polymères par des approches de « metabarcoding » sont en cours. 
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5.10 Projet Vivaldi  

Dans le cadre du projet VIVALDI, les capteurs passifs ont été testés pour la première fois sur le 

terrain par exposition pendant 48 heures et 15 jours de décembre 2016 à juillet 2017 sur deux sites 

(aval de STEP, zone ostréicole). Au total 88 échantillons ont été analysés pour les norovirus, 

sapoviorus et virus de l’hépatite A. Quel que soit le site, des norovirus ont été détectés en période 

hivernale sur les trois types de membranes (zetapor, LDPE, et nylon) exposées 48 heures, alors 

que les autres virus ont été très peu détectés. L’analyse de OsHV-1, Vibrio et les TSM est en 

cours. En parallèle, afin de valider l’intérêt des capteurs passifs, un protocole permettant 

d’extraire les virus à partir d’eau prélevée en zone côtière a été optimisé.  

 

 

 

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 avec la direction générale de 

l'alimentation (DGAl) pour la mise en œuvre du REMI et la réalisation d’études sanitaires. 

La surveillance réglementaire des zones de production conchylicole est une responsabilité de 

l’état, pour laquelle l’Ifremer apporte son concours via la mise en œuvre du REMI. Dans ce cadre, 

le rôle de l’institut va évoluer au 1er janvier 2018. l’Ifremer jusqu’à présent maitre d’œuvre de la 

surveillance, assurera désormais une mission d’assistance à maitrise d’ouvrage. Cette nouvelle 

organisation a nécessité un travail préparatoire important en 2017 avec la direction générale de 

l'alimentation (DGAl), et les nouveaux opérateurs de la surveillance. Ce nouveau rôle inclut la 

définition de la stratégie d’échantillonnage et la réalisation des études sanitaires associées, ainsi 

que la gestion et la valorisation des données. En 2017, 392 lieux de prélèvement REMI ont été 

suivis à fréquence mensuelle ou bimestrielle, 12 études sanitaires ont été finalisées, 5 autres études 

sont en cours et aboutiront en 2018. En 2017 le réseau REMI a ainsi produit près de 4 000 données 

interprétées dans 25 rapports. A l’échelle Européenne, la coordination du REMI a contribué à la 

révision du guide européen des bonnes pratiques de surveillance des zones conchylicoles   

  

 
Figure 7 :   Distribution géographique des points de suivis REMI  
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8. Conclusion et perspectives 2018 

 

Ce bilan montre la diversité de nos actions effectuées en 2017 alliant, comme par les années précédentes, 

référence, expertise et recherche, tryptique qui nous permis de constituer un groupe performant sur ces 

axes divers. Les perspectives 2018 sont dans cette continuité avec la poursuite de nos actions de LNR, 

notre accompagnement dans l’AMO pour la surveillance mais également notre engagement dans les 

projets de recherche. Le travail d’accréditation va se poursuivre ainsi que notre implication dans l’aide 

aux réseaux de laboratoires agréés, missions étendues aux prélèvements sur le terrain. Le support à la 

normalisation va se poursuivre aux travers des méthodes développées sur les vibrions, et l’étude sur la 

prévalence des norovirus dans les huîtres au niveau européen va contribuer à établir une cartographie au 

niveau national mais également européenne. 

La transition de la microbiologie basée sur la culture ou sur l’identification de micro-organismes ciblés 

vers une évaluation plus globale de la diversité de la flore microbienne par l’approche de séquençage 

global est amorcée. Les études mises en place avec l’accueil de doctorant ou stagiaire vont nous 

permettre de progresser et d’acquérir de nouvelles données et compétences tout en transmettant notre 

savoir-faire.  
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Nom de l’agent Organisme Niveau Sujet Durée 

(en h.) 

Faculté de 

Médecine et 

Science de la 

Santé 

Master Biologie-

Santé Parcours 

Alimentation, 
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Santé 

 

Identification des sources de 
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Virus entériques humains et 
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2 

Soizick Le Guyader 
Université de 

Nantes 
Master 2, Science 
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techniques de détection, 
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Harvesting Areas" 

Pascal Garry : 

-  Commission AFNOR V08B  - Microbiologie des aliments 
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-  Comité d'experts spécialisés Biorisk de l'ANSES. 

-  Communauté Européenne, Laboratoire National de Référence pour la 

Microbiologie des Coquillages 

- Membre du comité scientifique des Editions Lavoisier Tec & Doc Sciences et 

Techniques Agro-alimentaires 
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Evaluation du projet DYNAPAT Seine- Aval 5 (rapport final; coordinateur Fabienne 

Petit, Université de Normandie). Juin 2017 
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- Communauté Européenne, Laboratoire National de Référence pour la 

Microbiologie des Coquillages (depuis 2002) 

- EFSA, groupe de travail ‘Scientific and technical assistance on the baseline survey 

of norovirus in oysters’ 

 


