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Sigles / abreviations

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
DGALI : Direction Générale de I’ Alimentation

EIL : Essai Inter-Laboratoire

LNR : Laboratoire National de Référence

LRUE : Laboratoire de Référence de 1’Union Européenne

LSEM : Laboratoire Santé Environnement et Microbiologie

NPP : Nombre le Plus Probable

PSPC : Plan de Surveillance Plan de Controle

RASFF : Rapid Alert System for Food and Feed

REMI : Réseau de contrdle 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 synthése des actions, travaux menés par 1’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 a notre
équipe d’étre reconnue au niveau national et international. En effet la Microbiologie sanitaire,
theme de recherche fédérant notre laboratoire, thématique a ’interface de la santé publique, de la
qualité des eaux cotieres 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 scientifigue et expertise
technique.

2. Rappel des objectifs

Le Laboratoire a pour mandat de :

- développer une recherche sur les microorganismes potentiellement pathogénes pour
I’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 validees;

- 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 pathogéne, qu’ils soient cultivables ou non ;

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

- anticiper D’apparition de nouveaux agents pathogeénes (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 :

—Ifremer

coordonner des activités des laboratoires réalisant des analyses microbiologiques sur des
coquillages dans le cadre des contrdles 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 I’administration par 1’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 (TIAC) liées a la consommation de coquillages,
en relation avec Santé publique France 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 & 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 (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, Z.1 de la pointe du diable
BP 21105, CS 10070
44311 Nantes Cedex 03 29280 Plouzané
Téléphone (33) 240374052 (33)2982244 18
Fax (33) 24037 40 27 (33)298 224594
Messagerie Soizick.Le.Guyader@ifremer.fr
Site web https://wwz.ifremer.fr/lsem

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 Joélle T-80% |DESDOUIT Marion C - 100%
GOURMELON Michéle C -100% | GARRY Pascal C - 100%
HERVIO HEATH Dominique** |C - 100% | HUBERT Francoise C -80%
LOISEAU Véronique T-50% | KAELIN Gaélle 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-Céme C -100%
SCHAEFFER Julien C - 100%
VALLADE Emilie T - 80%
VERON Antoine T -100%
WACRENIER Candice T-100%

* : responsable du laboratoire, ** : adjointe & la responsable du laboratoire sur Brest.

—Ifremer
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Personnels titulaires d’un contrat a durée déterminée

Nom - Prénom | Qualification | Date Date Type contrat Laboratoire
arrivée départ
DEBRAY Noélie 20/07/15 |19/01/17 | Surcroit d’activité avec L.SEM Nantes
Recette (coordination REMI)
LEGEAY Erwan 01/07/17 |30/08/18 | Projet micro-plastiques L.SEM Brest
LE FLOCH Anagl 01/08/17 |31/07/18 |Etude EFSA LSEM Nantes
VALLA Claire 18/09/17 |16/02/18 | Poursuite travaux détection LSEM Brest
Vibrions
3.2 Doctorants
Nom Prénom | Débutde |Datede [Sujets Ecoles Doctorales Encadrements
these soutenan d'inscription scientifiques
ce
ED 502
Norovi bt Ecole Doctorale S, Le
approche genomique Université Nantes
Nantes
3.3 Post-doctorants
Date début | Date fin | Sujets Nom Prénom Encadrements
scientifiques
Détermination des sources de
contamination fécale dans les eaux et
coquillages : identification de nouveaux
marqueurs par séquencgage haut débit et BOUKERB M. GOURMELON
21/11/16 | 20/05/18 évaluation de leur persistance en Amine
microcosme complexe
“1fremer Rapport d’activités 2017 Auvril 2018
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3.4 Stagiaires
Début Fin du Sujet Nom - Prénom Catégorie | Ecole Encadrements
du stage | stage scientifiques
Dénombrement des o Université de
10/05/17 | 30/06/17 | Salmonella Méthode NPP | Goupil Thibeault | paster M1 | o000 P. GARRY
miniaturisée.
Impact des changements M2R
environnementaux sur les Microbiol
Vibrio spp. pathogénes pour ogie L
03/01/17 |03/09/17 | 'Homme  dans  les| JACQUIN Justine | Fondamen | Sniversite de | D HERVIO-
écosystemes cotiers tale et ennes
Appliquée
- MFA
M2P
Mise au point d’une ,gvilécrObIOIO
procédure de appliquée &
dénombrement et Iagroalime | Lyon
d’identification des - - L
surveillance écologique ot alb au ed
marine , ernar
I’environne
ment
Utilisation de capteurs
15/02/17 |31/07/17 | PSSIfs pour ladétection | CHUIT Leila Master M2 | Universite de | - v/ cenT
des norovirus en milieu Montpellier
marin
S04/t 16/04/17 | Evaluation de la sensibilité EHE-RMITE 2¢me DUT | IUT ST E. Quenot/M.
e astien .
et de la spécificité de Brieuc Gourmelon
marqueurs de
contamination fécale
associés a la volaille
3.5 Apprentis en alternance
Début du Fin du contrat | Dipléme Nom - Prénom | Ecole Tuteur
contrat
03/09/15 31/08/17 BTS Assistante de Manager | CELLIER Accipio CClI J. MAILLOT
Kelly Nantes - St
Nazaire
L
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3.6 Equipement

Le LSEM a fait I’acquisition d’équipements classiques de microbiologie et biologie moléculaire ainsi
qu’un nouveau systéme 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 périmétre 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 I’extension d’accréditation & la quantification des norovirus
(Gl et GlII) 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 huitres pour les 2 virus (étude de la fidélité,
justesse, robustesse et définition des limites de détection et de quantification). Le Cofrac a réalisé
I’expertise du dossier de validation et les conclusions de cette expertise sont favorables pour
intégrer cette méthode lors de I’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 & Nantes et a 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 a la certification 1SO 9001
de I’Ifremer. L’application de ces dispositions a été évaluée avec succes sur Nantes lors de 1’audit
AFNOR de novembre 2017.

4.2 Coordination technique des laboratoires agrees

o 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 agréés, le laboratoire a organisé, 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 27 mars 2017 et le deuxiéme le 10 octobre 2017. Les deux
campagnes portaient sur la matrice huitres. Chaque essai d’aptitude porte sur les deux parametres
réglementaires E. coli et Salmonella avec envoi aux participants de cinq échantillons pour 1’essai
E. coli et deux échantillons pour I’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 a ces essais

Escherichia coli Salmonella
Mars 2017 32 laboratoires 27 laboratoires
(40 couples laboratoire/méthode) (43 couples laboratoire/méthode)
Octobre 2017 | 31 laboratoires 31 laboratoires
(40 couples laboratoire/méthode) | (34 couples laboratoire/méthode)

-
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Tableau 2 : Résultats des participants (couples laboratoire/méthode) a ces essais d’aptitude
Escherichia coli Salmonella
Satisfaisant Discutable Insatisfaisant | Satisfaisant | Insatisfaisant
Mars 2017 |87,5% 75 % 5% 90,7% 9,3%
(35 couples) (3 couples) (2 couples) (4 couples)
Octobre 2017 | 77,5 % 15 % 75 % 97,1 % 2,9 %
(31 couples) (6 couples) (3 couple) (1 couple)

13}

Figue 1 : Contamination des cquiIIa{ges par bioaccumulation

Des résultats non satisfaisants ou discutables pour le dénombrement des E. coli ont été obtenus
avec la méthode NF EN 1SO 16649-3 et sont dus a des problemes 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 a ses laboratoires pour identifier les causes de ces non conformités et définir
les actions correctives a 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 a cet essai ont recu un échantillon
d’huitres 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 Gl NoV GllI
1 Détecté Détecté
2 Détecté Détecté
3 Non détecté Non détecté

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

Neuf laboratoires ont présenté une performance satisfaisante pour cet essai d’aptitude et trois laboratoires
une performance discutable. Deux laboratoires n’ont pas respecté 1’exigence normative liée au rendu des
résultats (rendement d’extraction ou contrle d’inhibition) et d’évaluation de I’arbre de décision. Le
troisiéme 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.

Ifremer Rapport d’activités 2017 Auvril 2018



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 VV08-106 - 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 1SO 16649-3 - Technique NPP, qui avait eu a deux EIL
successifs une performance non satisfaisante. Il a également été sollicité par quelgques laboratoires
sur I’utilisation de la table NPP.

Le laboratoire a apporté son assistance aux laboratoires dans 1’application de la norme XP CEN
ISO/TS 15216-2 pour la détection des norovirus et plus particulierement dans le cadre de la mise
en place et du démarrage de 1’étude européenne sur la prévalence des norovirus dans les huitres.

4.3 16°™ workshop des Laboratoires Nationaux de Référence
de I’Union européenne

Le laboratoire a participé au 16°™ workshop des LNRs microbiologie des coquillages (Split,
Croatie, 3-5 mai), réunissant 34 personnes représentant 26 pays.

Les thématiques habituelles ont été abordées :
- Contr6les officiels/ Surveillance et classification des zones de production
- Les vibrions marins
- Lesvirus (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 17°™ workshop se déroulera du 16 au 18 mai 2018 a Southampton, Royaume Uni.

-
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Centre for Environment ‘E:%Tﬁ Cefas

Fisheries & Aquaculture
H European Union Reference Laboratory
Sc'ence - for monitoring bactericlogical and viral

contamination of bivahwe molluscs

RESOLUTIONS OF THE 16™ WORKSHOP OF NRLS FOR MONITORING
BACTERIOLOGICAL AND VIRAL CONTAMINATION OF BIVALVE MOLLUSCS, 3 — 5T
MAY 2017, SPLIT, CROATIA

Future of the network

1. The workshep thanked Mr Paclo Cancato (DG SANTE) for setting out the immediate future
for the EURL and the network of NELs in this field. following the UK’s vote to exit the EU,
and welcomed the extension to the existing EURL designation for ome calendar year to
December 2018. The workshop further welcomed the formation of an EURL for vinses in
foods.

2. The workshop noted the excellent progress that the network had made with respect to
microbiological controls for bivalve molluses since its establishment in 1999 It was agreed that
this was due largely to the integrated appreach that the application of diverse scientific
disciplines and expertise has allowed.

3. Further, it was noted that live bivalve molluses are a high risk food stuff that present a unigue
set of public health challenges due to their mode of production and consumption, and that they
therefore require highly specific monitoring systems at the primary production stage for
controlling the public health nsks that they present.

4. The workshop further acknowledged that a particular strength of the network 1s its role as a
forum to advance and disseminate applied scientific knowledge within this field, as evidenced
by the ongoing development of the Guidance for Best Practice for Micrebiological Monitoning
of Production Areas and Commumity Guidance, in addition to the network’s support for the
EFSA baseline survey for norovirus in oysters.

5. The workshop expressed significant concems with respect to future plans described by DG
SANTE to split the methodological and monitoring aspects of the network, particularly with
regards to the specific techmical demands of the bivalve mollusc matnx, and to integration of
analysis and management.

6. Itwas noted that EURL networks exist for E. coli (although currently limited in scope to human
pathogenic E eoli), Salmeonella and now viruses, therefore, it was emphasised that bivalve
molluse matrix-based proficiency testing should be continued. It was however noted there was
no network for vibries within the ETJ.

7. The workshop identified substantial concems with respect to maintaining sufficient scope and
depth of expertize in the EU in the absence of a defined EURL covering momtoring of
bacteriological and viral contamination of bivalve molluscs. The absence of a specialist EURL
for this topic in EU Regulations would result m the dishbandmg of the NEL network, and
discontinuation of NRL designations within Member States as there would be no legal
requirement for continuation.

8. Further to the above, WELs were encouraged to discuss these concerns with their Competent
Authorities and to encourage them to commumicate to the Commission

Bamack Road, The Nothe, Weymouth DT4 BUB | wew eurcefss org
E: feoficefas co.uk | T: +44 (D) 1305 208600 | F: +44 (0} 1305 206501

World Class Science for the Marine and Freshwater Enviromment

I 1 III,,'-""-\.I -L..up:__l .
® @& ()
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Official Controls

9.

10.

11.

NELs reported on the use of seasonal classifications and the methodology implemented in their
Member State for determining seasonally classified areas. On the basis of the mformation
provided, the expert Working Group responsible for the Good Practice Guide on
Microbiological Monitoring would consider the issue with a view to the inclusion of a
harmonised approach in the next issue of the Guidanece.

The workshop noted the publication on April 722017 of Regulation (EU) 2017/625 on Official
Controls. Regulation 288272004, Articles 32 and 33 covering the role of Ewropean Union
(formerly Comnmmity) and National Eeference Laboratones were replaced by Articles 95 and
101 of the new regulation respectively. INFLs were advised to familianse themselves with these
Articles which defined an expanded scope for Reference Laboratories and which would come
into force on 29® April 2018.

The EURL informed the workshop that the US Food and Dug Admimistration had aceepted
additional statistical amalysis that demonstrated the contimued equivalency of US approved and
EU class A areas consequential to the enfry into force of Commission Fegulation (ETT)
2015/2283% amending the EU class A enterion

. Further to the above the workshop noted the current exclusion of US states with implemented

control plans for Fibrie valnificus from the bilateral US-EU trade agreement. The workshop
were informed that the formation of a technical working group was anticipated to evaluate the
potential nisks of I parahaemeolyticus in product exported from the EU to TUS.

Marine vibrios

1.

14.

The workshop thanked the invited expert Professer James D. Oliver (University of North
Carolina at Charlotte} who provided an overview of vibriosis in the USA, vibno control plans
and post-harvest treatments for reduction of vibnos in live bivalve molluses.

The workshop thanked the invited expert Dr Jan Semenza (ECDC) for his presentation on the
ECDC food and waterbome surveillance systems (FWD-NET). The workshop noted the
emerging risks of non-chelera wibrie mmfections in the EU as determined by sea surface
temperature and to a lesser extent salimity. It was further noted that more structured
epidemiological reporting in the EU would mmprove understanding of the health burden from
vibrios associated with shellfish consumption.

. Further to the above the workshop noted that in order to extend the ECDC FWD-WET

surveillance system to I parahaemolyticus and 17 vulnificus, requests to ECDC via the naticnal
focal points, and agreement at the Member State level would be required The EUEL would
consider the options with the Commussion and report progress at the next workshop.

E. coli and Salmonella

16.

17.

The workshop noted the publication of ISO 6887-3 on Preparation of test samples, imitial
suspension and decimal dilutions for microbiolegical examination — Part 3: Specific les for
the preparation of fish and fishery preduets, which harmonises the minimmwm number of
individual amimals comprising a sample for Official Contrel testing for E. coli m live bivalwve
molluses of 10 animals with Commussion Regulation (EC) No. 2073/2003.

The continued good performance of NELs m EURL proficiency testing for E. coli and
Salmonelln was noted. Laboratories were reminded that with respect to denvation of
MPN/100g values of E. coli, gmdance m IS0 7218:2007/Amd 1:2013, clause 10, Enumeration
should be used; this amendment replaces all previous ISO guidance on bacterial enumeration
in this standard.

Page 2 of 4
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Outhreaks

1%

The workshop discussed outhreaks of bactenological and viral illness linked to consumption of
live bivalve molluscs in the previous twelve months within the EU. A relatively small number
of confirmed or unconfinmed outbreaks were reported, however it was considered that under-
reporting of illnesses and, in some Member States, inefficiencies within surveillance systems
may have contributed to the number of outbreaks reported.

Viruszes

19.

[ %)
[

I
[

The workshop noted the publication of ISO 15216-1:2017, a walidated standard for
quantification of viruses in food matnees imcluding bivalve molluses and the fortheoming
publication of ISO 21872:2017, the method for detection of potentially pathogenic vibrios
seafood. The contmbution to the development and validation of these standards by the NEILs
network and the EURL was acknowledged, demonstrating the value of the network with respect
to important method development and standardisation activities within the field of food safety.

20. The workshop noted the expenience of a small number of NELs with respect to the quality of

test results for norovirus in bivalve molluses provided by some commercial laboratomies. The
EURL agreed to produce gmdance aimed at mdustry stakeholders giving recommended
regquirements on selection of commercial testing services.

. The workshop thanked the invited expert Dr Nele Meens (JR.C) for her presentation on the

fimctions of JR.C with particular respect to Beference WMaterials and noted the collaboration
between the EURL and JEC. The ongoing development by JEC of matmx-based Feference
Matenals for norovirus m bivalve molluscs was welcomed. The need for other matnx-based
Eeference Materials for detection and quantification of other determinands in bivalve shellfish
and for viruses in other foods, was expressed.

. With respect to the EU-EF5A European baseline survey of norovirus in oysters the EUEL

agreed to provide free participation in matrix-based virus proficiency testing dismbutions
throughout the duration of the survey to all laboratories designated to undertake guantitative
testing for the surveillance. The EURL would inform EFSA of any performance 13sues to ensure
the highest possible standard of data is used in the final assessment.

23, The workshop noted the good progress reported in the first & months of the baseline survey as

presented by EFSA. The workshop further noted some evidence of a lack of accuracy in some
reported data fields. and agreed the need for good communication between the laboratories and
Competent Authorities. The EUFRL undertock to reinforce this point with Competent
Authorities at the next Restricted Working Group on bivalve molluses in June 2017.

. NERL Italy presented data regarding a 2013 outbreak of hepatitis A linked to contanunation in

a shellfish production area in Southem Italy. The network noted the sigmificant prevalence of
shellfish with hepatitis A identified during surveillance of LEM in the surrounding areas of the
outbreak, and the use of the reference method coupled to modelling to track the reduction in
prevalence of hepatifis A over time. It was agreed that this study provided an execellent example
of integration between laboratory analysis and management of production areas.

. The workshop noted preliminary molecular data on Toxeplasma gondii detected in mussels and

oysters from France, and agreed that more information in this and related areas to elucidate the
public health risks from parasites associated with consumption of bivalve molluscs would be
valuable. The EURL undertock to commumicate with the EURL for parasites on thas topic.

26. The workshop noted an interesting presentation by NEL France regarding recent progress in

the dewvelopment of a cultivafion method for norovimus. The utility of appreoaches for the
propagation of norovirus using entercids was outlined and the successful replication of
norovirus was noted The potential finture applications of this technology to a wide range of
1ssues sumounding the viral nsk posed by bivalve molluses was lughlighted.

Page Y of 4
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27. NFL Sweden presented data on the application of digital PCE. for quantification of viruses m
bivalve molluscs. It was agreed that m the future this technology may become more widely
used within the field. The workshop also noted the potential of mismatches between PCR
primers and probes and target vims sequences te confound accurate quantification.

28, The next workshop will be held 16%— 18% May 2018, in the United Kingdom (confirmation of
veme to follow).

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 1’administration centrale (DGALI et SPF), de
I’administration locale (ARS, DDTM, DDPP, CIRE) des agences de I’eau, des professionnels
(CRC) et des laboratoires agréés.

Les thémes 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 DGAI) 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/intéréts
- Suivis sanitaires & péche a pied récréative en Bretagne
- Bilan des connaissances sur la purification des coquillages

4.5 Assistance a I’administration

En tant que Laboratoire National de Référence, le laboratoire a assisté a différentes réunions:
- le 2 mars copil surveillance dans les locaux de la DGAI,
- le 30 mars journée de la référence, dans les locaux de 1’ Anses,
- le 6 décembre collége de la référence au ministére de 1’agriculture
- 15juin coordination des EILA, dans les locaux de I’ Anses,

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

prévalence de norovirus dans les huitres au niveau des zones de production et des centres
d’expédition.

-
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4.6 Normalisation

Le laboratoire est membre de la Commission Afnor V08B et de ses groupes de travail (GT), ainsi
gue 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 1SO16140
validation des méthodes d’analyse ;

- GT « Vibrio » : pour préparer les propositions francaises concernant les normes 1SO 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 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

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 2017 sont de 18 foyers en France
pour 69 cas connus sur 90 exposés.

Concernant ces 18 foyers, nous avons recus 35 échantillons, dont 30 échantillons d’huitres, 2 de
moules et 3 de palourdes.

Les analyses ont concerné 31 recherches de norovirus sur 29 échantillons d’huitres, 2 de moules.
Ces analyses ont conduit a la mise en évidence de norovirus dans 19 échantillons, les 12 autres
ayant été détectés négatifs (Figure 2). Le virus de I’hépatite A a été recherché sur 4 échantillons,
le virus n’a été détecté dans aucun des échantillons.

Moules NoV +; 1

Huitres NoV-; 11

=

Moules NoV -; 1

Huitres NoV+; 18

Figure 2 : Résultats de recherches de norovirus de coquillages en lien avec des TIACs
NoV + (-) : échantillons positifs en norovirus (ou négatif)
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Ces 18 foyers ont fait 1’objet de 15 saisines de la DGAI et de 1’émission de 17 rapports d’essais.

o Notifications RASFF
Aucune notification RASFF n’a conduit a des demandes d’analyses microbiologiques
0 Alerte sur les dysfonctionnements des structures d’assainissement d’eaux
usées en période d’épidémie hivernale gastro-entérite aigiie (GEA)

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

4.8 Participation aux essais du LR-UE et PHE

Le LSEM a participé a différents essais inter-laboratoires européens au cours de 1’année 2017.
Ces essais sont organisés par le laboratoire référence de 1’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 un
essai sur lenticules organisés par le PHE 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 a EIL organisé par le PHE, sur lenticules

Méthode Score
d’analyses
Dénombrement E. coli ISO 116649-3 Satisfaisant
Recherche Salmonella spp. NF EN 6579 Satisfaisant

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

Méthode d’analyses Echantillon

. NF V 08-106 Satisfaisant
Dénombrement E. coli
1ISO 16649-3 Satisfaisant
Recherche Salmonella spp. NF EN 6579 Satisfaisant

o Norovirus

-
Ifremer Rapport d’activités 2017 Auvril 2018



21 |

Au cours de I’année 2017, le LSEM a participé a un essai inter-laboratoire pour la recherche et
la quantification des norovirus et du virus de I’hépatite A, organisé¢ par le LRUE (Cefas), I’Eil

portait sur 4 échantillons d’huitres

Tableau 6 : Résultats obtenus a PEIL (PT 72) organisé par le LRUE

Echantillon Virus cible Résultats Performance du laboratoire
attendus
Analyse qualitative | Analyse quantitative
Huitres 1 NoV Gl Détecté Satisfaisante Satisfaisante
NoV GlI Détecté Satisfaisante Satisfaisante
VHA Non détecté Satisfaisante Satisfaisante
Huitres 2 NoV Gl Non détecté Satisfaisante Satisfaisante
NoV GlI Non détecté Satisfaisante Satisfaisante
VHA Non détecté Satisfaisante Satisfaisante
Huitres 3 NoV Gl Non détecté Satisfaisante Satisfaisante
NoV GlI Détecté Satisfaisante Satisfaisante
VHA Détecté Satisfaisante Satisfaisante
Huitres 4 NoV Gl Détecté Satisfaisante Satisfaisante
NoV GlI Non détecté Satisfaisante Satisfaisante
VHA Détecté Satisfaisante Satisfaisante

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

Q

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

Distribution

Février

Novembre

Vibrio parahaemolyticus

Satisfaisant

Satisfaisant

Vibrio cholerae

Satisfaisant

Satisfaisant

Vibrio vulnificus

Satisfaisant

Satisfaisant

4.9 Diffusion de I’information a ’administration et/ou aux

laboratoires agréeés

Liste des documents diffusés :

Rapport d’activités LNR 2016 et relevé des dépenses (Convention LNR — DGAI 2016)

Rapports des essais d’aptitude E. coli et Salmonella sur des échantillons d’huitres du
27 mars 2017 et du 10 octobre 2017.
Rapport de I’essai d’aptitude norovirus sur des huitres du 9 octobre 2017

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

Etude sur la prévalence de norovirus dans les huitres : bilan intermédiaire

—Ifremer
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4.10 Etude européenne sur la prévalence des norovirus dans
les huitres

La commission européenne a mis 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. Dans le
cadre de cette étude qui se déroule de novembre 2016 a octobre 2018, le LSEM, en tant qu’expert
EFSA et dans sa mission de LNR, assiste la DGAI a la fois au niveau technique, organisationnel
et analytique.

Dans le cadre de cette I’étude pour la France 241 points de prélevement ont été sélectionnés (74
zones de production dont 10 claires et 167 centres d’expédition). Les prélévements 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
agrées 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 prélévements.
Le LSEM assure la saisie des résultats et données associée dans la base EFSA.

Pour la premiére année de I’étude, le taux de réalisation des prélevements pour les zones de
production est de 98,8% et de 91,8% pour les centres d’expédition.

4.11 Developpement /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 I’objet de la validation est une méthode
développée en interne, adaptée de la norme NF EN 1SO 15216-1 (2017). Les limites de détection
sont de 124 copies d’ARN (cARN) /g de tissus digestifs (TD) pour NoV Gl et 196 cARN / g TD
pour NoV GlI. Les limites de quantification sont de 124 cARN /g TD pour NoV Gl et 389 cARN
pour NoV GlI. Pour la quantification de NoV Gl, la plage de concentration produisant une réponse
linéaire est comprise entre 124 cARN /g TD et 3,18 x 10* cARN/g TD et pour NoV GlI entre 389
cARN/g TD et 1,00 x 10* 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 a 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 I’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 huitres plates et des moules collectées dans la baie de
Malostonski (avril 2015 a aout 2016). Environ 10% Parmi les 80 échantillons d’huitres 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 ’homme.

Le projet Campyshell a débuté en janvier 2017 (projet coordonné par I’ANSES de Ploufragan
avec la participation de I’Université de Caen et le laboratoire LABEO de Saint-L0 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 pathogénes
pour I’Homme, les Campylobacter, de valider ’'usage d’un outil de diagnostic pour tracer cette
bactérie et déterminer son hote animal et d’évaluer le risque pour I’homme. Dans ce projet, deux
zones conchylicoles, une située dans les Cotes d’Armor (Baie de La Fresnaye) et [’autre dans la
Manche (estuaire de la Sienne) ont été sélectionnées. Au LSEM, nous avons réalisé neuf
campagnes de prélevement de fientes d’oiseaux sauvages en Bretagne (environ 200 fientes
analysées). Environ 500 isolats de Campylobacter d’origine aviaire ont été obtenus et identifiés a
I’espece : C. jejuni, C. coli et C. lari par LABEO (technique Maldi-TOF simple ; figure 3).
Environ 150 souches de chacune des trois espéces majeures de Campylobacter de différentes
origines animales (volaille, porc, ovin, bovin et oiseaux de bord de mer) et de I’environnement :
(eaux de riviéres et coquillages), ont été sélectionnées pour un typage par Maldi-Tof (méthode
compléte) et par séquencage de génomes complets (analyse principalement des données MLST ;
Multi-Locus Sequence Typing). Une base de données commune a I’ensemble des partenaires a été
créée. Les données de génomes complets des souches de C. lari isolées a 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 trés grande diversité de

ces souches.
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Figure 3 : Distribution des espéces 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 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 ’homme et I’animal grace a l'utilisation des nouvelles
techniques de séquencage (figure 4). A terme une plateforme en ligne de bio-informatique
permettra de traiter les données de séquencgage par rapport aux mémes références et de genérer
des bases de données.
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Figure 4 : représentation de ’information génétique commune aux différents agents pathogénes a
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, I’élution par sonication et addition de
pyrophosphate de sodium a été évaluée avant la concentration a 1’aide du PEG (polyéthyléne
glycol). D’autre part lors de la synthése des cDNA [I’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 séquencage haut débit de produits de
PCR obtenus a 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 a disposition a travers 1’outil GenotypingTool* développé par le RIVM.

En bactériologie, nous avons déposé sur la base de données de seéquencage 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
¢galement participé aux analyses d’attribution de sources des Salmonella Typhimurium
coordonnées par I’ANSES, Maison-Alfort pour les souches collectées en France.

5.3 Projet Envicopas

Ce projet porte sur la Recherche des organismes pathogénes et évaluation de la dynamique des
communautés bactériennes dans la colonne d’eau.

Dans le cadre du suivi environnemental (2016-2017), les prélévements d’eau de mer ont été
reconduits a la Floride, (Ronce Les Bains), afin de déterminer I'abondance et la diversité de Vibrio
spp. cultivables a 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 I'eau était supérieure a 15 °C (figure 5) et la
présence de V. vulnificus et V. cholerae a été observée a des salinités supérieures a la salinité
optimale requise pour la croissance de ces deux especes en milieu c6tier (20 a 25 ppt et 10 a 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 (géne
ftsZ) ont été testées et ont permis d’identifier I’ensemble des vibrions présents dans des
échantillons d’eau de mer naturelle enrichie (versus 31 a 52% avec la région V3-V4 de I’ARNr
16S). Les amorces ftsZ seront d'un grand intérét pour étudier les associations potentielles entre
les pathogenes et le microbiome des huitres et I'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 pathogénes pour
I’Homme (log10 NPPx10.L?) en fonction de la température et de la salinité de ’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 a cette présence virale. Pour mesurer ou mettre en
¢vidence le pouvoir infectieux d’un virus, la technique de référence consiste a infecter des cellules
en culture. Jusqu’a présent, les norovirus n’étaient pas cultivables dans de tels systémes. Plus
récemment, une nouvelle technique permettant la réplication des norovirus sur des organoides
intestinaux humains a été mise en évidence par I’équipe de M. Estes (BCM, Texas) (Etteyabi et
al, 2016). En collaboration avec cette équipe, nous avons développé la technique au LSEM et déja
pu cultiver deux souches de norovirus a 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
entéroides humains est encore problématique et reste a optimiser, mais la technique fonctionne et
des virus de génotypes différents, issus de selles, se sont répliqués in vitro.

En paralléle, le laboratoire travaille a I’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 a
la culture cellulaire, des tests de toxicité cellulaire (en flasque et par TCIDso) 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 déja 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 a partir de I'échantillon brut
(Gensberger & Kostic, 2013).

De plus, il entre en considération les parameétres 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 1’université de Liége, se propose de développer et de
comparer a la 'binding long-range RT-PCR', une méthode alternative sur la base de I'utilisation
du PMA associée a la cytométrie de flux et ou la spectrométrie de masse, et de déterminer quels
sont les paramétres a prendre en compte pour obtenir une corrélation optimale entre copies
génomiques détectées et particules infectieuses. Ce projet est essentiellement basé sur I'approche
mollusques bivalves, matrice alimentaire réguliérement impliquée dans les toxi-infections
alimentaires collectives. Le norovirus murin sera utilisé comme modéle avant validation avec les
norovirus humains.

Dans ce projet qui a démarré en 2016 le LSEM est impliqué sur la fourniture d'échantillons
d'huitres, dans des zones d'élevage en lien avec des foyers de toxi-infections alimentaires
collectives. Le laboratoire procédera également a la bioaccumulation d'huitres 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 entéropathogénes pour I’homme dans les
produits de la mer.

Les systemes 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 espéces) et non cibles (30). L’évaluation de la sensibilité des systémes
les plus performants sur des matrices coquillages contaminées artificiellement par V. cholerae et
V. vulnificus (deux niveaux de contamination : 10? et 10° UFC/g) est en cours. Les systémes
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 I’Université de Bordeaux et financé par la Région Adour Garonne, les communautés
d’agglomération Sud Pays basque et Cote 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 I’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 decrits dans la littérature, a été initié au cours de cette année
au laboratoire. Plus de 500 fientes d’oiseaux (38 espéces 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 specifiques par sequencage haut débit Illumina (metabarcoding ciblant la région V3-
V4 du géne codant I’ARN 168 ; plateforme Genotoul, Toulouse) et donc d’identifier de nouveaux
marqueurs aviaires (spécifiques par exemple des anatidés). Le traitement des données et 1’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.
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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 Espéces : les Micro plastiques
vecteurs d’organismes pathogeénes et toxiques, et plus particuliérement dans les sous-taches 3.2.1
« Rechercher les micro-organismes pathogenes pour les coquillages et pour I’homme et les
micro-algues toxiques » et 3.2.2 « Caractériser les interactions micro-organismes pathogenes-
micro plastiques ».

Des essais ont montré que 1’extraction des acides nucléiques a partir des trois polymeéres (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 a Brest
et La Tremblade).

Six protocoles d’extraction (kits et PCI) des acides nucléiques ont été testés sur trois types de
polymeéres (PP, PA et LDPE) préalablement immergés pendant 15 jours dans de 1’eau de mer
naturelle (aoGt 2017). L’utilisation de la PCR en temps réel (TAQMAN V. parahaemolyticus en
présence d’un contréle 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 I’évaluation de la
composition des communautés bactériennes et de la diversité des vibrions sur ces différents
polymeres 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 premiére fois sur le
terrain par exposition pendant 48 heures et 15 jours de décembre 2016 a juillet 2017 sur deux sites
(aval de STEP, zone ostréicole). Au total 88 échantillons ont été analysés pour les norovirus,
sapoviorus et virus de I’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) exposees 48 heures, alors
que les autres virus ont été tres peu détectés. L’analyse de OsHV-1, Vibrio et les TSM est en
cours. En parall¢le, afin de valider I’intérét des capteurs passifs, un protocole permettant
d’extraire les virus a partir d’eau prélevée en zone coticre 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
I'alimentation (DGAI) pour la mise en ceuvre du REMI et la réalisation d’études sanitaires.

La surveillance réglementaire des zones de production conchylicole est une responsabilité de
1”état, pour laquelle I’Ifremer apporte son concours via la mise en ceuvre du REMI. Dans ce cadre,
le role de I’institut va évoluer au 1* janvier 2018. I’Ifremer jusqu’a présent maitre d’ceuvre de la
surveillance, assurera désormais une mission d’assistance a maitrise d’ouvrage. Cette nouvelle
organisation a nécessité un travail préparatoire important en 2017 avec la direction générale de
I'alimentation (DGAI), et les nouveaux opérateurs de la surveillance. Ce nouveau role 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 prélevement REMI ont été
suivis a frequence 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 prés de 4 000 données
interprétées dans 25 rapports. A 1’échelle Européenne, la coordination du REMI a contribué a la
révision du guide européen des bonnes pratiques de surveillance des zones conchylicoles

Points de suivi
REMI

400 Total des points

Sources : Ifremer 0

Figure 7 : Distribution géographiqﬂe 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 I’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 1’aide
aux réseaux de laboratoires agréés, missions étendues aux prélévements sur le terrain. Le support a la
normalisation va se poursuivre aux travers des méthodes développées sur les vibrions, et I’étude sur la
prévalence des norovirus dans les huitres au niveau européen va contribuer a établir une cartographie au
niveau national mais également européenne.

La transition de la microbiologie basée sur la culture ou sur I’identification de micro-organismes ciblés
vers une évaluation plus globale de la diversité de la flore microbienne par I’approche de séquengage
global est amorcée. Les études mises en place avec ’accueil de doctorant ou stagiaire vont nous
permettre de progresser et d’acquérir de nouvelles données et compétences tout en transmettant notre
savoir-faire.

-
Ifremer Rapport d’activités 2017 Auvril 2018



ANNEXES

Production scientifique et technique

Revue a comité de lecture

De Graaf Miranda, Beck Relja, Caccio Simone M., Duim Birgitta, Fraaij Pieter L. A., Le Guyader
Soizick, Lecuit Marc, Le Pendu Jacques, De Wit Emmie, Schultsz Constance (2017). Sustained
fecal-oral human-to-human transmission following a zoonotic event. Current Opinion in
Virology, 22, 1-6.

Hubert Francoise, Morga Benjamin, Renault Tristan, Le Guyader Soizick (2017). Adsorption of
norovirus and ostreid herpesvirus type 1 to polymer membranes for the development of passive
samplers. Journal of Applied Microbiology, 122(4), 1039-1047.

Le Mennec Cecile, Parnaudeau Sylvain, Rumebe Myriam, Le Saux Jean-Claude, Piquet Jean-
Come, Le Guyader Soizick (2017). Follow-Up of Norovirus Contamination in an Oyster
Production Area Linked to Repeated Outbreaks. Food and Environmental Virology, 9(1), 54-61.

Mcleod Catherine, Polo David, Le Saux Jean-Claude, Le Guyader Soizick (2017). Depuration
and Relaying: A Review on Potential Removal of Norovirus from Oysters. Comprehensive
Reviews in Food Science and Food Safety, 16(4), 692-706

Marti Romain, Ribun Sebastien, Aubin Jean-Baptiste, Colinon Celine, Petit Stephanie, Marjolet
Laurence, Gourmelon Michele, Schmitt Laurent, Breil Pascal, Cottet Marylise, Cournoyer Benoit
(2017). Human-Driven Microbiological Contamination of Benthic and Hyporheic Sediments of
an Intermittent Peri-Urban River Assessed from MST and 16S rRNA Genetic Structure Analyses.
Frontiers in Microbiology, 8(19), 1-15.

Miura Takayuki, Schaeffer Julien, Le Saux Jean-Claude, Le Mehaute Philippe, Le Guyader
SoizickVirus Type-Specific Removal in a Full-Scale Membrane Bioreactor Treatment Process.
Food and Environmental Virology

Petit Fabienne, Clermont Olivier, Delannoy Sabine, Servais Pierre, Gourmelon Michele, Fach
Patrick, Oberle Kenny, Fournier Matthieu, Denamur Erick, Berthe Thierry (2017). Change in the
structure of Escherichia coli population and the pattern of virulence genes along a rural aquatic
continuum. Frontiers in Microbiology, 8(609), 1-14.

Pretzer Carina, Druzhinina Irina S., Amaro Carmen, Benediktsdottir Eva, Hedenstroem Ingela,
Hervio-Heath Dominique, Huhulescu Steliana, Schets Franciska M., Farnleitner Andreas H.,
Kirschner Alexander K. T. (2017). High genetic diversity of  Vibrio cholerae in the European
lake Neusiedler See is associated with intensive recombination in the reed habitat and the long-
distance transfer of strains. Environmental Microbiology, 19(1), 328-344.

Randazzo W., Khezri M., Ollivier J., Le Guyader F.S., Rodriguez-Diaz J., Aznar R.,
Sanchez G. Optimization of PMAXXx pretreatment to distinguish between human
norovirus with intact and altered capsids in shellfish and sewage samples. International
Journal of Food Microbiology. en revision

-
Ifremer Rapport d’activités 2017 Auvril 2018



31 |

Actes de collogque

Boukerb Mohamed, Quenot Emmanuelle, Jayaprakash B, Pitkdnen T, Gourmelon Michele
(2017). Bacterial community profiling of shellfish and waters in a shellfish-harvesting area
and its catchment in France. UNC Water Microbiology Conference 2017 - 19th International
Symposium on Health-Related Water Microbiology . May 15-19, ChapellHill, USA.

Rapports

Alvarez Cristina, Latini Mario, Piquet Jean-Come, Caricato Paolo, Dore Bill, Lee Ron, Hartnell
Rachel, Pol-Hofstad Irene, Schultz Anne Charlotte (2017). Microbiological Monitoring of
Bivalve Mollusc Harvesting Areas. Guide to Good Practice: Technical Application. Issue 6:
January 2017.

Debray Noelie, Piguet Jean-Come, Lamort Laure (2017). Etude sanitaire de la Céte Fleurie : zone
entre Houlgate et Bénerville-sur-mer. Département du Calvados. ODE/LERN/17-01.

Garry Pascal (2017). Synthese de la journée Santé Environnement et Microbiologie 2016.
Laboratoire Santé Environnement et Microbiologie, - Laboratoire National de Référence de
Microbiologie des coquillages.

Garry Pascal, Kaelin Gaelle, Kergaravat Cedric, Vallade Emilie, Veron Antoine, Wacrenier
Candice (2017). Rapport d’essai d’aptitude. Programme Coquillages vivants. Essai du 21 mars
2017 : dénombrement des Escherichia coli dans les huitres. Rapport définitif n° 17/01 Ec-Hu.

Garry Pascal, Kaelin Gaelle, Kergaravat Cedric, Vallade Emilie, Veron Antoine, Wacrenier
Candice (2017). Rapport d’essai d’aptitude. Programme Coquillages vivants. Essai du 21 Mars
2017 : recherche des Salmonella spp. dans les huitres. Rapport définitif n°17/02S-Hu.

Garry Pascal, Kaelin Gaelle, Kergaravat Cedric, Vallade Emilie, Veron Antoine, Wacrenier
Candice (2017). Rapport d’essai d’aptitude. Programme Coquillages vivants. Essai du 10 octobre
2017 : dénombrement des Escherichia coli dans les huitres. Rapport définitif n® 17/03 Ec-Hu.

Garry Pascal, Kaelin Gaelle, Kergaravat Cedric, Vallade Emilie, Veron Antoine, Wacrenier
Candice (2017). Rapport d’essai d’aptitude. Programme Coquillages vivants. Essai du 10 octobre
2017 : recherche des Salmonella spp. dans les huitres. Rapport définitif n°17/04S-Hu.

Ollivier Joanna, Garry Pascal, Kergaravat Cedric, Le Guyader Soizick (2017). Rapport d’essai
d’aptitude. Essai du 9 octobre 2017 : Recherche des norovirus dans les coquillages. Rapport
définitif n°® 17/01NoV.

Rapports d'activité

Garry Pascal, Hervio Heath Dominique, Le Guyader Soizick (2017). Rapport d’activités 2016.
Laboratoire Santé Environnement et Microbiologie, Laboratoire National de Référence de
Microbiologie des coquillages

Expertises / Avis
Brach-Papa Christophe, Marco-Miralles Francoise, Piquet Jean-Come (2017). Révision du
classement sanitaire des zones de production conchylicole. DDTM 13 - Direction Departementale

des Territoires et de la Mer des Bouches du Rhone, Marseille, Ref. CM/D/17-146, 3p., 9p., 4p.

Halm-Lemeille Marie-Pierre, Piquet Jean-Come (2017). Avis Ifremer sur l’arrété portant

-
Ifremer Rapport d’activités 2017 Auvril 2018



| 22

classement de salubrité et surveillance sanitaire des zones de production de coquillages vivants
dans le département de la Seine Maritime. Préfecture de Seine-Maritime, Rouen, Ref.
LERN/PB/17-030, 4p.

Piquet Jean-Come, Schmitt Anne, Cochennec-Laureau Nathalie (2017). Demande d'exploitation
d'un gisement naturel a éclipse "44.09 Estuaire de la Loire". DDTM 44 - Direction départementale
des territoires et de la mer de la Loire-Atlantique, Saint-Nazaire, Ref. LER/MPL/17.83 Tm, 2p.

Chapitres d'ouvrage

Gourmelon Francoise, Cahu Chantal, Euzen Agathe (2017). La maritimisation des usages. In
L'océan a découvert. 2017. ISBN : 978-2-271-11652-9. Partie 5 Les usages de I'océan. 1. pp.181
(CNRS Editions).

Gourmelon Francoise, Cahu Chantal, Euzen Agathe (2017). The growth of maritime uses. In
The Ocean revealed. ISBN 978-2-271-11907-0. Part 5, 1. pp.181 (CNRS Editions).

Hervio-Heath Dominique, Garry Pascal. (2017). Vibrio, espéces pathogénes. 2017. ISBN : 978-
2-7430-2106-1. Agents infectieux et/ou toxinogenes aveérés, émergents et réémergents. Chapitre
22, pp 547-558 (Editions Lavoisier).

Le Guyader Soizick, Cahu Chantal (2017). Produits de la mer et santé publique. In L'océan a
découvert. 2017. ISBN : 978-2-271-11652-9. Partie 5 Les usages de I'océan. 13. pp. 204-205
(CNRS Editions).

Le Guyader Soizick, Cahu Chantal (2017). Seafood and public health. In The Ocean revealed.
ISBN 978-2-271-11907-0. Part 5, 13. pp.204-205 (CNRS Editions).

Posters

Cozien Joelle, Leroi Laura, Jacquin Justine, Quintric Laure, Marquer Fanny, Dussart Caroline,
Travers Marie-Agnes, Hervio Heath Dominique (2017). Génes de ménage et NGS afin d'explorer
la dynamique et la structure des communautés Vibrio spp. dans les milieux marins cotiers.
AFEM2017 - Vllle Collogque de I'Association Francophone d'Ecologie Microbienne. 17-20 oct.
2017 Camaret-sur-Mer (France).

Desdouits Marion, Schaeffer Julien, Le Mennec Cecile, Le Pendu Jacques, Le Guyader Soizick
(2017). Diversity of norovirus genotypes and presence of the emerging GII1.P17-.17 in shellfish
linked to outbreaks. ICMSS17 - 11th International Conference on Molluscan Shellfish Safety:
Protecting consumers, assuring supply, growing confidence. May 14 - 18, 2017, Galway, Ireland.

Gourmelon Michele, Cozien Joelle, Walczak C, Hubert Celine, Boukerb Mohamed, Rince A,
Ragimbeau C, Mossong J, Megraud F, Cauchie Hm, Penny C (2017). Diversité des
Campylobacter lari en zone littorale: étude au niveau d’une zone conchylicole en Bretagne.
AFEM2017 - Vllle Collogue de I'Association Francophone d'Ecologie Microbienne. 17-20 oct.
2017 Camaret-sur-Mer (France).

Gourmelon M., Thépault A., Cozien J., Boukerb A., Chemaly M., Rivoal K.

Campylobacter jejuni at the level of a coastal catchment in France. CHRO 2017 - 19th
International workshop on Campylobacter, Helicobacter and related organisms. 10-14 september
2017, Nantes, France.

Guesdon Stephane, Travers Marie-Agnes, Hervio Heath Dominique, Derrien Annick, Genauzeau
Sylvie, Schmitt Anne, Quintric Laure, Leroi Laura, Pepin Jean-Francois (2017). Microbial
balance, and triggering of recent mussel mortality events in France: Is there a link? AMMR 2017

-
Ifremer Rapport d’activités 2017 Auvril 2018



33 |

- 2nd International Symposium on the Advances in Marine Mussel Research. 7th to the 8th of
September 2017, Séte, France

Cozien Joelle, Leroi Laura, Jacquin Justine, Marquer Fanny, Quintric Laure, Travers Marie-
Agnes, Hervio Heath Dominique (2017). Génes de ménage et NGS afin d’explorer la
dynamique et la structure des communautés Vibrio spp. dans les milieux marins cétiers.
Vllle Colloque de I'Association Francophone d'Ecologie Microbienne. 17-20 oct. 2017 Camaret-
sur-Mer (France).

Hubert Francoise, Morga Benjamin, Lozach Solen, Quenot Emmanuelle, Hervio Heath
Dominique, Gourmelon Michele, Renault Tristan, Le Guyader Soizick (2017). Développement
de capteurs passifs pour la détection de pathogénes viraux et bactériens en milieu marin. Vllle
Colloque de I'Association Francophone d'Ecologie Microbienne. 17-20 oct. 2017 Camaret-sur-
Mer (France).

Monfort Patrick, Toubiana Myléne, Aujoulat Fabien, Jumas-Bilak Estelle, Hervio Heath Dominique
(2017). Dynamique et diversité des vibrions pathogenes humains dans des lagunes du
Languedoc et en Corse. MicrobioOccitanie. 24-26 avril 2017. Toulouse (France).

Piquet Jean-Come, Le Guyader Soizick (2017). Trend analysis of Escherichia coli levels in French
shellfish harvesting areas. ICMSS 2017 - 11th International Conference on Molluscan Shellfish
Safety: Protecting consumers, assuring supply, growing confidence. May 14 - 18, 2017, Galway,
Ireland.

Toubiana Myléne, Aujoulat fabien, Hervio Heath Dominique, Jumas-Bilak Estelle, Monfort Patrick
(2017). Dynamique et diversité de Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, et

Vibrio cholerae dans la lagune de Biguglia, Corse. Ville Colloque de ['Association
Francophone d'Ecologie Microbienne. 17-20 oct. 2017 Camaret-sur-Mer (France).

Toubiana Myléne, Aujoulat fabien, Hervio Heath Dominique, Colwell Rita R., Jumas-Bilak Estelle,
Monfort Patrick (2017). Dynamics and diversity of Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus and
Vibrio cholerae in the Biguglia lagoon, Corsica, France. Vibrio 2017 : The Biology of Vibrios 12-
15 nov. 2017. Chicago (USA).

Communications sans actes

Boukerb Mohamed, Quenot Emmanuelle, Jayaprakash B, Pitkdnen T, Gourmelon Michele
(2017). Bacterial community profiling of shellfish and waters in a shellfish-harvesting area and
its catchment in France. UNC Water Microbiology Conference 2017 - 19th International
Symposium on Health-Related Water Microbiology . May 15-19, ChapellHill, USA.

Boukerb Mohamed, Quenot Emmanuelle, Jayaprakash B, Pitkdnen T, Gourmelon Michele
(2017). Diversité des communautés bactériennes présentes dans les coquillages et les eaux d’une
zone conchylicole et de son bassin versant en Bretagne. AFEM2017 - Vllle Colloque de
I'Association Francophone d'Ecologie Microbienne. 17-20 oct. 2017, Camaret-sur-Mer (France).

Garcia Celine, Garry Pascal (2017). Les EILA : un outil d’évaluation au suivi des laboratoires
agréés. DGAL Séminaire de la Référence. 6 décembre 2017, Paris.

Garry Pascal, Le Guyader Soizick (2017). Les norovirus. 18°™ Carrefour des Gestions Locales
de I'Eau. 26 janvier 2017, Rennes.

Garry Pascal (2017). Bilan des activités du Laboratoire National de Référence microbiologie des

-
Ifremer Rapport d’activités 2017 Auvril 2018



| 54

coquillages. Journée Santé, Environnement et Microbiologie. 19 octobre 2017, Nantes.

Garry Pascal, Le Guyader Soizick (2017). Actualités en surveillance. LNR Microbiologie des
coquillages. Comité de pilotage Surveillance Sanitaire des Coquillages, le 02 mars 2017.

Garry Pascal, Le Saux Jean-Claude, Parnaudeau Sylvain, Le Guyader Soizick (2017). Analyses
officielles. Toxi-Infections Alimentaires Collectives, Rapid Alert System Food and Feed,
Dysfonctionnements réseaux d'eaux usées. Bilan 2016. Comité de pilotage Surveillance Sanitaire
des Coquillages, le 02 mars 2017.

Garry Pascal, Ollivier Joanna, Vallade Emilie, Villena Isabelle, Le Guyader Soizick (2017).
Evaluation temporal variation of enteric viruses and protozoa contamination in oysters and mussel
in shellfish farming areas. 16th workshop of NRLs for monitoring bacteriological and viral
contamination of bivalve molluscs. 3rd — 5th May 2017, Split, Croatia.

C. Penny, J. Cozien, C. Walczak, C. Hubert, A. Boukerb, A. Rincé, C. Ragimbeau, J. Mossong,
F. Mégraud, H.M. Cauchie, M. Gourmelon Diversity of Campylobacter Lari in a one-health
context: focus on shellfish, wild birds, surface water and human health risk. CHRO 2017 - 19th
International workshop on Campylobacter, Helicobacter and related organisms. 10-14 september
2017, Nantes, France.

Gourmelon Michele (2017). Diversity of Campylobacter Lari in a one-health context: focus on
shellfish, wild birds, surface water and human health risk. CHRO 2017 - 19th International
workshop on Campylobacter, Helicobacter and related organisms. 10-14 september 2017, Nantes,
France.

Gourmelon Michele, Cozien Joelle, Walczak C, Hubert Celine, Boukerb Mohamed, Rince A,
Ragimbeau C, Mossong J, Cauchie Hm, Penny C (2017). Diversity of Campylobacter lari in a
shellfish-harvesting area and its catchment in France. WaterMicro2017 - 19th International
Symposium on Health-Related Water Microbiology. 15th-19th March, Chapell Hill, USA.

Hervio Heath Dominique, Cozien Joelle, Leroi Laura, Jacquin Justine, Marquer Fanny, Quintric
Lare, Travers Marie-Agnés. High Throughput Sequencing of 16S rDNA and ftsZ gene regions
to explore bacterial and Vibrio spp. communities in coastal environments. VIBRIO 2017 :
The Biology of Vibrios 12-15 nov. 2017. Chicago (USA).

Hubert Francoise, Morga Benjamin, Le Guyader Soizick (2017). Développement de capteurs
passifs pour détecter les norovirus et le virus OsHV-1 en milieu aquatique. Journées internes du
projet européen Vivaldi. 6-7 décembre 2017, Ifremer Bouin, France.

Hubert Francoise, Morga Benjamin, Lozach Solen, Quenot Emmanuelle, Gourmelon Michele,
Hervio Heath Dominique, Le Guyader Soizick (2017). Capteurs passifs: détection de I’ ARN de
Norovirus In Situ. Journées internes du projet européen Vivaldi. 6-7 décembre 2017, Ifremer
Bouin, France.

Le Guyader Soizick (2017). Detecting infectious viruses in oyster digestive tissues. Virologia
2017 - XIV Congreso National de Virologia. 11-14 junio 2017, Cadiz.

Le Guyader Soizick (2017). Purification des coquillages : les norovirus. Journée Santé,
Environnement et Microbiologie. 19 octobre 2017, Nantes.

Piquet Jean-Come (2017). Le REMI : Bases scientifiques, principes, mise en oeuvre, et points
critigues a maitriser. Formations Locales et Nationales AMOA 2017.

-
Ifremer Rapport d’activités 2017 Auvril 2018



35 |

Piquet Jean-Come (2017). Evolution du dispositif de surveillance des zones conchylicoles.
Formation théorique locale. Département de 1’Herault et du Gard. Formation AMOA Montpellier.
le 22/11/2017.

Piquet Jean-Come (2017). Bilan REMI 2016 et évolutions. Journée REMI. 18 octobre 2017.

Piquet Jean-Come (2017). Etudes sanitaires. Journée Sante, Environnement et Microbiologie. 19
octobre 2017, Nantes.

Schaeffer Julien, Le Guyader Soizick, Vt Phan My, Koopmans Marion, Cotten Matthew (2017).
Optimization of NGS for detection of norovirus in sewage and oyster samples. 14th Smdgen
Summer Symposium on Virology. August 24-26, 2017, Sweden.

Jeux de données

Piquet Jean-Come, Boulben Sylviane, Cheve Julien, Derrien Annick, Lamort Laure, Marco-
Miralles Francoise, Marzin Anahita, Meteigner Claire, Morin Dimitri, Orsoni Valerie, Treguier
Cathy, Verin Francoise, Amouroux Isabelle, Catherine Martial, Miossec Laurence (2017). REMI
dataset : the French microbiological monitoring program of mollusc harvesting areas. SEANOE.
http://doi.org/10.17882/47157
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Participation a la formation

Participation a un jury de these ou HDR

Gourmelon Michéle Jury de thése (examinateur) Cédric Hatard Les bactériophages ARN F-
specifiques comme indicateurs du danger viral lié a la pollution fécale des matrices hydriques et
alimentaires. Université de Lorraine ecole Doctorale BioSE 14 novembre 2017

Gourmelon Michéle Jury de thése (rapporteur) Stéphane KERANGART Convergences
évolutives et différenciations verticales chez les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines
(STEC) pathogenes révélées par analyse de leur propriétés metaboliques et de résistance aux
antimicrobiens Université Claude Bernard Lyon 1 14 juin 2017

Hervio Heath Dominique (2017). Rapporteur de la these de Ayad Elmakki. Résistance
aux antibiotiques dans des eaux urbaines péri-hospitaliéres considérées dans un
continuum hydrologique. These de Doctorat, Université de Montpellier, 3 mai 2017.

Hervio Heath Dominique (2017). Rapporteur de la these de Léa Girard. Quorum Sensing
in Vibrio spp.: AHL diversity, temporal dynamic and niche partitioning. Thése de
Doctorat de I’Université Pierre et Marie Curie, 22 septembre 2017 (Banyuls sur Mer).

Le Guyader S., thése de I’Université Paris Est, Ecole Doctorale ABIES, Catherine Collette-
Hennechart, ‘Détection des virus entériques dans les matrices alimentaire’, 4 octobre 2017,
rapporteur

Le Guyader S., these de I’Université Clermont Auvergne, Ecole doctorale des Sciences de la Vie,
Santé, Agronomie, Environnemnt, ‘Dynamique de circulation des entérovirus de ’homme a
I’environnement : étude par séquencage haut-débit’, 21 novembre 2017, rapporteur

Le Guyader, S. HDR Université Paris Diderot, Mael Bessaud, Unité de Biologie des virus
entériques, Institut Pasteur, Unité Inserm U994, mars 2017, rapporteur

Participation a un comité de thése

Michéle Gourmelon Amandine Thépault Anses, Ploufragan « Capacité de différents
outils de typage moléculaire pour tracer Campylobacter jejuni et identifier 1’origine de
contamination en cas de campylobactériose» 13 mars 2017 (2éme comite de these)

Hervio Heath Dominique (2017). Participation au comité de these a mi-parcours de

Caroline Jain-Beuguel. Potentiels des Poly-hydroxyalcanoates (PHA) bactériens pour
I’encapsulation de molécules a visée thérapeutique. Ifremer, Plouzané, 28 avril 2017.

Formation donnée

Nom de I’agent Organisme Niveau Sujet Dureée
(enh.)

Gourmelon Michéle | UBO M2 ADSM Contamination microbienne du
littoral

-
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Nom de I’agent Organisme Niveau Sujet Durée
(enh.)
Faculté de Master Biologie- Identification des sources de
Médecine et Santé Parcours contamination fécale 1h30
Science de la Alimentation,
Santé Droit, Nutrition,
Santé
Gourmelon Michele | UBO Master 11 Contamination microbienne du 3h
Microbiologie littoral 28 /09/17
Parcours
Microbiologie
Fondamentale et
Appliquée (MFA-
UBO)
Gourmelon Michéle | UBO Master Il "Sciences | Les bactéries d’origine fécale
de la Mer et du en zone cotiére 1h30
Littoral", mention
Biologie
Dominique Hervio UBO Master 11 Vibrio spp. 1h30
Heath "Sciences de la
Mer et du
Littoral”, mention
Biologie
Dominique Hervio  IUEM - Brest | Université d’ét¢é  Microbiologie sanitaire en 1h30
Heath Mer Education milieu littoral
Soizick Le Guyader | Université 2
Francois Master 2 ICMVAT Contamination virale de
Rabelais, et IDOH conjoints | I’environnement
Tours
Soizick Le Guyader Université Master 2 MAPES- 2
Pierre et QUESS, _ _ _
Marie Curie,  Composantes Virus entériques humains et
Paris VI hygiéniquesde la  environnement
qualité, maitrise des
risques
Soizick Le Guyader Université de  Master 2, Science Iaes virus fie}n§ I,es produ_lts 2
Nantes de I’ Aliment ela mer : epldgmlo_logle et
techniques de détection,
Soizick Le Guyader | Institut ) i L e 15
Pasteur Master 2 Virologie Callcmrus ; ep.ldemlologle
L Fondamentale, et role de I’environnement
Paris
Soizick Le Guyader - Master 2 MAN- Shellfish and human enteric 2
Oniris, Nantes .
IMAL VIruses
Soizick le Guyader Brest, faculté = Master 2 MFA Virus entériques et 3
de Médecine | Virologie environnement.

Expertise

Jean-Come Piquet:

- EU working group on the Microbiological Monitoring of Bivalve Mollusc
Harvesting Areas"

Pascal Garry :

- Commission AFNOR V08B - Microbiologie des aliments

—Ifremer
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- Comité d'experts spécialisés Biorisk de '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

Michéle Gourmelon
Evaluation du projet DYNAPAT Seine- Aval 5 (rapport final; coordinateur Fabienne
Petit, Université de Normandie). Juin 2017

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

Soizick Le Guyader:
- 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’

-
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