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limit of detection (limite de détection)

loss on ignition (perte au feu)

limit of quantification (limite de quantifetion)

|l i poprotein antigen precursor (pr®cur seul
Mycobacteriumaviumsubspavium(Mycobacteriumaviumssp.avium

Mycobacterium aviuamtracellulare complex (compleMycobacterium avium
intracellulare)

mycolylarabinogalactan (mycoarabinogalactane)
MycobacteriumaviumsubsphominissuigMycobacteriumaviumssp.hominissuiy




Liste des abréviations |

MAIS:

MAP:

MAS:
MCE:
MFC:
MIRUs:
MLEE:
MLSA:
MOTT:
MPC:
MPN:
MTC:
MtC:
MY:
NCBI:

NJ:
NTM:
OADC:

OEOE:
OEY:
PAH:
PANTA:

PANTAV:

PCA:
PCR:

PCRREA:

PE
PFGE:
PO
POC:
PPE:

Mycobacterium aviuamtracellulare-scrofulaceuntomplex (complexycobacterium
aviumintracellulare-scrofulaceum

Mycobaceriumaviumsubsp paratuberculosis
(Mycobacteriumaviumssp.paratuberculosis

Mycobacteriumaviumsubsp silvaticum(Mycobacteriumaviumssp.silvaticum)

mammalian cell entry (entrée dans les cellules de mammifere)

Mycobacterium fortuitunecomplex (complex®élycobacterium fortuitum
mycobacterialnterspersed repetitive units (unités répétitives parsemées mycobactériennes)
multi-locus enzyme electrophoresis (électrophorese+huitic us dodéenzy mes)
multi locus sequencing analg (analyse de séquencesiti-locus

Mycobacteriunother thartuberculosigMycobacteriumautre queéuberculosi3
Mycobacterium parafortuituraomplex (complexdlycobacterium parafortuituin

most probable number (nombre le plus probable)

Mycobacterium tuberculosmomplex (complexélycobacterium tuberculosis
Mycobacterium terraeomplex Mycobacterium terraeomplexe)
Mycobacterium

otechnol nf or mi

nati onal center for bi

biotechnologie)

ogy i

neighborjoining (matrice de jonction de voisinage)
nontuberculas mycobacteria (mycobactérie ntumberculeuse)

oleic acid, bovine albumin, sodium chloride, dextrose, catalase (acide oléique, albumine
bovin, chlorure de sodim, dextrose, catalase)

me d i ofl oxacin ethambut ol

€egg
polycyclic aromatic hydrocarbonkydrocarbures aromatiques polycycliques)

Ogawa um (mi i et

Ogawa yol k medium (milieu au jaune d

polymyxin B, amphotericin, nalidixic acid, de trimethoprim, azlocillin (polymyxine B,
amphotéricine, acide nalidixique, triméthoprime, carbpgnicilline)

polymyxin B, amphotericin, nalidixic acid, de trimethoprim, azlocillin, vancomycine
(polymyxineB, amphotéricine, acide nalidixique, triméthoprime, carbpewicilline,
vancomycin)

principal component analysis (analyse des composantes principales)
polymerase chain reaction (polymérisation en chaine)

polymerase chain reactigestiction enzyme analysis (polymeérisation en chaine et analyse
par restriction enzymatique)

Pro-Glu (ProlineGlutamine)

pulsed field gel electrophoresis (électrophorése en champs)pulsé
orthophosphates (orthophosphates)

particulate orgaic carbon (carbone organique particulaire)
Pro-Pro-Glu (ProlineProline Glutamine)
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Liste des abréviations |

PPEM:

gPCR:

rep-PCR:
RIDOM:

RIF:
RFLP:

Rpf:
ROX:
RT-PCR:
RT-qPCR:
RWTP:
SDS:
SGM:
Sig:

Sp:

Ss:
SSCP:

ST:
TC:
TET:
TGGE:
TKN:
Tm:
TSS:
tRFLP:

TAMRA:
TTGE:

UPGMA:

VBNC:
VNTR:
WWTP:

potentially pathogenic environmental/cobacteria (mycobacteries environnementale
potentiellement pathogene)

guantitative polymerase chaine reaction (néactle polymérisation en chaine quantitative)
correlation coefficient (coefficient de corrélation)
repetitive sequence typing (typage des séquences répéetées)

ribosomal differentiation of medical microorganisms (différentiation ribosemes
microorganismes médicaux)

rifampicin (rifampicine)

restriction fragment length polymorphispo{ymorphismesle longueur desagments de
restriction)

resuscitation promoting factor (facted&clenchanka ressuscitation)
6-carboy-X-rhodamine (carboxyX-rhodamine)

reverse transcriptase PCR (PCR en transcription inverse)

reverse transcriptase quantitative PCR (PCR quantitative en transcription inverse)
rain water treatment plant (station de dépollutionedas< de pluviales)

sodium dodecyl sulfate (dodécylsulfate de sodium)

slow-growing mycobacteria (mycobactérie a croissance lente)

sigma factor (facteur sigma)

specificity (spécificité)

sensitivity (sensibilité)

single-strandcorformation polymorphism (polymorphisme de conformation de simple
brin)

streptomycin (streptomycine)

total cells (cellules totales)
tetrachloro-6-carboxyfluoresceiiftetrachloro-6-carboxyfluorescéine)

temperature gradient gel electropésis (électrophorése de gel en gradiant de température)
total Kjeldahl nitrogen (azote Kjeldahl total)

melting temperaturéempératures de fusion)

total suspended solids (solides en suspension totaux)

terminal restriction fragment Igth polymorphism (polymorphisme de longs fragments de
restriction terminex)

6-carboxytetramethylrhodamings-carboxytétraméthylrhodamine)

temporal temperature gradient gel electrophoresis (électrophorése de gel en gradiant
temporel de tempature)

unweighted pair group method with arithmetic meaethod non pondérée de groupage
des paires panoyenne arithmétique)

viable but nonculturable (viable mais Roultivable)
variable number of tandem repeat (variations du nomdm@pétition en tandem)
waste water treatment plastdtiond 6 ® pur at i on)
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\ Liste des abréviations spécifiques aux genes \

atpE adenosiné-triphosphate subunitGgusu ni t ® C de | 6ad®nosi ne

atpB adenosiné&-triphosphate subuni (sousunittAde | 6ad®nos)ne triph

bfrA: bacterioferritin (bactérioferritine)

bfrB: ferritin (ferritine)

cmaAl: cyclopropane mycolic acid Al (acide mycolique cyclopropane Al)

dps decaprenyl diphosphate (décaprényl diphosphate)

esx early secretory system (systeme de sécrétion rapide)

fad: fatty acid degradation operon (opéron de dégradation des acides gras)

gyrA: gyrase A subunit (sousmité A de la gyrase)

gyrB: gyrase B subunit (soumité B de la gyrase)

hsB5: 65 kDa stressheat shock protein (protéine de résistance aux chocs thermiques)

ideR: iron-dependent regulatory function (systeme de régulation dépendéer) d

ksiR: 3k et ost @ehyiogenase¥8 ®t o s t Rlehydrogenases 1

lppM: lipoprotein M (lipoprotéine M)

mce mammalian cell entry (entrée dans les cellules de mammiferes)

murA: UDP-NAG transferase (transférase UDIAG)

mbt mycobactin (mycobactin)

nidA: ringhydroxyl ating di oxymgiem@seUUdsuband®sIlig
aromatiques)

nidB: ringhydr oxyl ating di oxymiem@seb bdesuband®siliyg
aromatiques)

recA: homologous recombinatiomecombinaske

relA: guanosine 3',8bispyrophosphate (guanosine 3hBpyrophosphate)

rpoB: RNA-polymerase (ARN polymerase)

rrs: 16SrRNA (ARNr 16S)

rrl: 23SrRNA (ARNr 23S)

ref: 5SrRNA (ARNr 5S)

sodA: superoxyde dismutase (superoxyde dismutase)

tyrS tyrosyHtRNA synthease (synthétase tyrosyRNA)

ure: urea® operon (opéron uréase)

VirS: virulence factor (facteur de virulence)
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« Lorsqu'un homme s'installe avec un travail dans un coin, il
abandonne autant de viel'd acquiert de connaissance

William Butler Yeats
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Introduction générale |

Les besoins vitaux de | 6Humain | ui sont a
sauvegarder pour sa santé immédiate et celle des générations futures. Néanmoins, les activités
de | 6 hatssmgumede développemen des villes et | 6intensific

destinés a la consommation, ont un impact direct sur son environnemegatitiealier sur

| 6 eetalausol des bassins versants, définis par I'ensemble des territoires draum@ésquas
d'eauprincipal et sesaffluents.Ainsi, la directivec adr e sur | 6) é&tablitde6 2 000/ |
objectifs de pr®servation et restauration de
Cette directive implique donc lluan®tchinoiggesd u f |
dans les bassins versants. En France, le bassin versant de la Seine est le plus anthropisé.
Effectivementdans sa partie Parisiennegilst consti tu® douneplugone ul
delOmi I I i ons doéhabitamtss ,dobéeamgtrda wcru®d upgaer idd e nrs®

Par mi |l es poll uants mi crobi ol ogiques de
tubercul euses sont d o seax dersurf&e, tanmeglesaiviedes, &s an't .
lacs, les étangs, et les sources chaudes, ainsiajtare sols, sont considérés comme des
sources majeures de mycobactéries-tutrerculeuses. Parmi les infections humaines causées
par ces mycobact®ries doéoorigine hydriwue, qgu
animauy, les infections pulmonasg et cutanées sont souvent décrites. Cependant, leur cycle
de vi e da ementlesh mal connu,oeh nequiets outils analytiques qui ne sont
actuellement pas adaptés agkantillons environnementaux. lpeésentravail propose donc
d 6 am®I| s oconmaissande® sur les mycobactéries-tnberculeuses dans les bassins
versantsll s 6 i n dansdego®mgrammes OPURObservatoire des Polluants Urbains en lle
de-France)et HREN-Seine(Programme Interdisciplinaire de Recherchers | 6 Envi r onne
dela Seine), et se situe a leur interface.

Pour atteindre cet objectif, un | 6®t at d
versants a tout déabord ®t ® -caltactéristigu®s motipHologiques, g r e
physiologiquesgeénétiques, épidémiologigg écologiqus, ainsi que la description des outils

analytiques permettant leur étudlel consti tue | e ciTur du premie
Le second chapitre, lui, deocal i se sur | e d®vel oppement

mycobactéries dans sleéchantillons environnementaux, et intégre la comparaison de

m®t hodes de cul ture, de cibles mol ®cul aires

nucléiquel | sodéarticule sous: forme de trois public

Article | RadomskiN., E.Cambau, LMoulin, S.Haenn, RMoilleron et F.SLucas (2010).
Comparison of culture methods for isolation of nontuberculous mycobacteria from surface
waters Applied and Environmental Microbiology 76(11): 35143520 (oi:
10.1128/AEM.026599).

Article K RadomskiN., FS.Lucas, RMoilleron, E.Cambau, SHaenn et LMoulin (2010).
Development of a regime qPCR method for detection and enumeratioMgpéobacterium
spp. in surface wateApplied and Environmental Microbiology6(21): 73487351 (doi:

10.1128/AEM.009420).

Article | RadomskiN., E.Cambau, LMoulin, S.Haenn, RMoilleron et F.Lucas (2010).
Effective DNA extra&tion method for quantification dflycobacteriumspp. in surface water
by realtime PCR (soumis &anadian Journal of Microbiology
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Introduction générale |

Les outis analytigues développés ont été ensuite appliqués a des échantillons de

| 6environnement pour d®crire, dans un troisi
di ff® r ents points strat®giques du cycle ¢
mycobactéries -&i | ®t ® sui vi dans wune station do®pu
ouvrages. Ce suivi a été réalisé dans le cadre du theme 4 de la phase 3 du programme OPUR,
qgui porte sur | 6efficacit® ®prasidaaires urlbamesde s f |
aspects microbiologiques et physicleimiques. De méme, les apports diffus de temps de
pluie ont ®t® suivis ~ | 06occasion dobéune <cam

programme PIREN-Seine. Pour compléter ce suivi dans dfifints compartiments
environnementauy, la relation entre composition de agsjori propices au développement

des mycobactéries, et les niveaux de mycobactéries effectivement mesurés a été analysée. Ce
dernier projet est | ec flrou® gturiJgp@alkiedamidPau | a b or .
Virginia Polytechnic Institute. Trois publications, synthétisant les résultats que nous avons
obtenus, structurent ce chapitre

Article m RadomskiN., L.Betelli, R.Moilleron, S.Haenn, LMoulin, E.Cambau,
V. Rocher, A.Goncgalves et F.3ucas (2010).Mycobacteriumbehavior in wastewater
treatment plant during dry weather, a bacterial model distinct fscherichia coliand

Enterococcus Environmental Science and Technolog¥5(12): 53805386 (doi:

10.1021/es104%10).

Article n RadomskiN., E.Cambau, F.9.ucas, SHaenn, RMoilleron, A.Pruden,
J.O.Falkinhamlll et L. Moulin (2010).Factors affecting the nepbacteria densities in solls.

Article 0 RadomskiN., E.Cambau, SHaenn, LMoulin, R.Moilleron etF.S.Lucas (2010).
Mycobacteriadensity decreases in surface water of urban;yban and rural areas during
storm weather

Pour finir, le quatriéme chapitre est réservé a une discussion sur la transposition des

outils analytiques cliniques aux matsce envi r onnement al es, ai nsi |
nouvelle strat®gie de d®vel oppement doéoutil :
dans | 6envi r on n edroeahdpitre de livre efraittde la coltaboration avec le

Pr. J.O.Falkinnamlll, etd 6un articl e, gui r®sul te doune ¢

initiative avecle DocteurM. A.Be hr de | 6 UdGill etderDedteturi® Vegrier dé
|l 6l nstitut :Pasteur de Paris

Article p RadomskiN., R.Moilleron, F.S.Lucas et D. Falkinhamlll (2011). Challenges in
environmental monitoring of pathogens: Case studiMytobacterium aviumA. Méndez
Vilas Eds. Badajoz Current Research, Technology and Education Topics in Applied
Microbiology and Microbial Biotechnolog@(2): 15521561 (SBN 13: 97884-614-61950).

Article g RadomskiN., F.Veyrier, E. Cambau, RMoilleron, L.Moulin, M.A. Behr,
F.S.Lucas (2010). New strategy forin silico identification of exclusively conserved
sequences iMycobacteriunspp. genomes
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« L0 a re reproduit pas le visible, il le rend visible
Paul Klee
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Chapitre I: Mycobactéries et bassins versants \

| / Les mycobactériesnon-tuberculeuses

Sans parler dialéepred o n't | 6i ncidence en pascanmee m®t r
dont la prévalence étastimée a 0,018as pourl0000habitantsd ans | es Quteer r i t o
Mer entrel995 et 1998Flageul 2009)il a été observé entre 1985 et 198% diminution des
cas de tuberculosst, dans¢ méme temps, ureugmentation des cas de mycobactésaae
centre hospitalier universitaire de Nan@ailloux et al. 1999) Néanmoins, contrairement a
la tuberculose qui est une maladie a déclaration obligatoifeagiceetdontt 6 i nci dence ¢«
estimée &,5cas pour 10000 habitants en 2046 336 déclarationg)rincipalement dankes
populatiors sociceéconomiquement vulnérablesé idé-Feance et de Guyan€he 2008) il
nbexi ste pas actuel |l ement dé®val uati on de
naionale francaiseC6 e st e n c e les teois ty/ps deupatholpgercansées par des
mycobactéries distinces, les mycobactérioses causées par les mycobactéries non

tuberculeusesnpn tuberculousnycobacteria: NTM s ont déoun ipou l@r °t gr
santé publiqueen Farce L 6 or i g INTIM étadtereconnel comme environnementale
(Falkinham 2009)ce premier chapitreef ocal i ser a d o ndes cennaissancés®t at

sur les mycobactéries et plus particulierement suiTéd dans les bassins versants.
.1/ Les ggnéralités
I.1.a/La taxonomie

1 Le genreMycobacterium

Déapr s | e BMurayetyl61989)reagantedadctérieklycobacteriunest
le seul genre de la famille dbf/cobacteriaceaCette famille bactérienne fait partie du sous
ordreCorynebacterineged e | @Adinothycetalesde la souglasseActinobacterineaget
de la classé\ctinobacteria Les especes du geniycobacterium communément nommées
mycobactéries, sont aussassembléesau sein du groupe CorynebacteriurNocardia
Mycobacterium(CNM), dans lequel a été ajouté dernierememgelereRhodococcugMurray
et d. 1989) Effectivement, les cellules des genres bactéridgcobacterium
Corynebacterium Nocardia et Rhodococcus mais aussi le genr®ietziaz Gordona et
Tsukamurellgprésentent un génome riche en bases nucléiques GuytimgEineentre 48 et
73% (Cocitoet al. 1994 ; Gangadharam et Jenkins 1998a ; Prestatt2003 ; Casas Botero
et al. 2007 ; Euzéby 2010) ai n s i gudun ni veau (Barkgaleeda ant d
Kim 1977 ; Holt 1989 ; Gangadharam et Jenkif88a) En raison de ceiveau important en
acide mycolique, les genres bactériens du groupe CNM, ainsi que les genres moins décrits
Dietzia, Gordonaet Tsukamurellasont aussnommés bacilles acidalcoolorésistantgacid
fast bacilli: AFB) en raisondes caractéristiques particulieres de leur membrane qui leur
conferent des propriétés tinctoriales.

1 Lesensemblesiu genreMycobacterium

Au sein du genréMycobacterium t r oi s grands ensemled es do
mycobacteries du complexaberculasis (Mycobacterium tuberculosisomplex:MTC) qui
sont responsables de la tuberculose telleMjueberculosigaussi nommeé bacille de Koch et
anciennement nommeéBacterium tuberculos)s M. africanum M. bovis M. canettij
M. caprae M. microti et M. pinnipedii; les mycobactéries responsables de la lepre humaine
et féline, respectivemeM. leprae(aussi nommée Hansen et anciennerBaterium leprag
et M. lepraemuriunt et les NTM, qguodi l est encor e possi bl e
nominations comme myobactéries atypiques, mycobactéries environnementales
potentiellement path@ges (potentially pathogenic environmentalycobacteriaPPEM), ou
Mycobacteriumautres quetuberculosis(Mycobacteriumother thantuberculosis MOTT)
(Inderliedet al. 1993 ; Carus@t al. 2009 ; del Rio Camachet al. 2010) Il est a noter que,
méme si elles présentent des virulences atténuées, les seactiealesrommées bacilles de
Calmette et Guérin (BC@ ®r i v e nt Mdbevislettsensdpnc classées dé&MTC.

| 20 |




Chapitre I: Mycobactéries et bassins versants |

1 Les complexes doesp -tebersuledess mycobact ®r i es

Au sein defNTM, des ense mduldesouedpécessspnt aussisdécrits sous
| 6appel |l ati on dspecedes nopdtiteaxtsont @ra goursl ddescription. Le
plus connu estonstitué de mycobactéries du complaxeintintracellulare (Mycobacterium
aviumintracellulare complex: MAC), avec historiquementles espécesM. intracellulare
(Cuttino et McCabe 1943t M. avium (Thorel et al. 1990) et plusrécemment les espéces
M. chimaera (Tortoli et al. 2004) M.colombiense (Murcia et al. 2006)
M. bouchedurhonensél. marseillenseM. timonensgBen Salahet al. 2009) et M. vulneris
(van Ingenet al 2009c) De p | u sM. avidmbécenspprie cgeatre sotespeces
génotypiquement distinct(Radomski et al. 2010): M. aviumssp.avium (MAA),
M. aviumssp. paratuberculosigMAP), M. aviumssp. silvaticum(MAS) (Thorel et al. 1990)
et M. aviumssp. hominissuifMAH) (Annexel).

Un second complexe d&ITM integre les mycobactéries du complefatuitum
(Mycobacterium fortuituntomplex: MFC), avecles deux espéces historiques fortuitum
(Da Costa Cruz 193&t M. peregrinum(Kusunoki et Ezaki 1992rinsi que plus récemment
les especebl. boenickei M. brisbanenseM. houstonenset M. neworleansenseguparavant

r

connuessont le nom de biovar 8Schinskyet al 2004) De pl u#, fortdithne s p c e

comprend deux sousespeces nommeées M. fortuitumssp. fortuitum et
M. fortuitumssp. acetamidolyticunfKusunoki et Ezaki 1992)

Un troisieme complexe tres procesespeces diMFC, integre les mycobactéries du
complexe parafortuitum (Mycobacterium parafortuituntomplex: MPC), avec lesespeces
M. diernhoferi M. parafortuitumet M. austroafricanum(Tsukamuraet al. 1965 ; Tsukamura
et al. 1983c) et un quatriéme complexiategre les mycobactéries du completezrae
(Mycobacterium terrae complex: MtC), avec les espéecesM.terrag M. triviale et
M. nonchromogenicuniTsukamura 1965 ; Wayne 1966 ; Kubiegal. 1970) Il est aussi a
noterun ancien complexe intégrales mycobactéries dcomplexeM. aviuni intracellularel
scrofulaceum (Mycobacterium aviurmtracellulare-scrofulaceum complex: MAIS)

(Kirschneret al. 1993 ; Wayneet al. 1993) quoi l est encore possi lt

littérature(van Ingeret al.2009c)

i Les espéces de mycobactéries #toberculeuses

Sans parler dMTC dont les especes ont toutes une croissance lente, ni du complexe

lépreux dont les espéces ne sont pas cultivahlastro (M. leprae ou trés difficilement

(M. lepraemuriuny, lesNTM sont divisées en deux grands ensemblesNTM a croissance

rapide (fastgrowing mycobacteria: FGMet lesNTM a croissance lentéslowgrowing
mycobacteria: SGM Il est communément admis que I8FM a croisance rapide sont

Vi si bl e savant8jodrd ai37°C siamilieu Lowensteinrlensen, alors que 185TM a
croissance lente le sont aprepurs dans les mémes conditiofSsuzeby 201Q)Néanmoins,

cette segmentation repose réalité sur plusieurs criteredsque lacroissanceglans certaines
conditions de substrats et de températures, la pigmentation, ainsi que la résistance et la

tol ®rance ~ certains c¢omp Mp@ers(Thkarhudaetalc ept i o

1983a)qui est considérée comme UN&M a croissance intermédiaire, la derniére estimation
du nombr e d o eespgecegsppartanant ad genkycobasteriuntecense/8NTM

a croissance rapide et RIM a croissance lenf&nnexe2). Ce recensement des espéces ou
sousespecesiu genreMycobacteriumarrive a une estimation dé&68 NTM (Annexe?2), soit

au total 167 especes difféerentes du gdyeobacteriumdont seulement 41 especes ou sous
especes, ont été officialisées dans la derniére liste des noms bactériens §Skeptémet

al. 1989)
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Chapitre I: Mycobactéries et bassins versants

I.1.b / Les caactéristiques morphologiques
1  Organisation de la paroi

Les mycobactéries sont dég-B mesurant entre 1 et 10n de longueur et 0,2 et
0,6 um de diametrgPrescottet al. 2003 ; Bruijnesteijn van Coppenraet 2008yec une
épaisseur du peptidoglycane variant de 4 art@Takadeet al. 2003) Les bacilles du genre
Mycobacteriumpeuvent étre de forme droite incurvée ou spirdleescottet al. 2003)
Néanmoins, la forme du bacile6est pas un crit re doéidentifi
paroi des mycobactéries présente des points communs avec céldetees a Gram positif
Contrairement aux bactéries a Gram positif classiques, la paroi des mycobactéries, tout
comme les AFB, a une organisation tripartite, avec une membrane cytoplasmique
accompagn®e douyn dpgeuphe ipatiétajel de angcolate transparente aux
électronet doune c(hagrardetal.£899%) er ne

1 Les polyosidesariétaux de la paroi

Chez lesmycobactéries, cette couche externe organisée comme une monocouche
structurée, se comporte comme une bicouche fonctionfielgrandet al. 1999) constituée
de polyosides pariétaux mycoarabinogtdae (MAG) et lipoarabinomannane (LAM) qui
forment une pseudocapsule-@essus de la couche extefhegrandet al. 1999 ; Alsteen®t
al. 2008 ; Verbeleret al.2009) Ces deux polyosides pariétaux joueraient un réle majeur dans
la virulence des mycobactéries, et dans la résistance naturelle AER@six antituberculeux
classiques. Le polyoside pariétal MAG est un polymeére linéaire de galactose fixé a la
bicouche phospholipidique de la membrane cytoplasmique, prolongé par un polymére
doarabinose ramifi® ou non, et se terminant
intercalant (LI) qui tapissent la surface de la pafa\re 2). Le polyoside pariétal LAM est
un polymere linéaire ou randf de mannose fixé par liaison ester aux phospholipides du
peptidoglycane ou a des phosphorites aux acides mycoliques, prolongé par un polymere
l i n®aire ou ramifi® doéarabinose, Figare2).4de& ter m
LAM jouerait un role dans la cohésion de la pdEizéby 201Q)Les acides mycoliques sont
des acides-Bydroxy carboxyliques avec une chaine aliphatique en position -ZHOH)
CH(R2)}COOH), et un haut pads moléculaire (entr80 et 90 atomes de carbones). Les acides
mycoliquesde 60 et 90atomes de carbon@avec au maximum deux insaturatips®nt
caractéristiques du genMycobacterium(Gangadharam et Jenkins 1998a ; Goodfellow et
Magee 1998) alors que les acides mycoliques 22 a 72 atomes de carborevec au
maximum 5 insaturationssont rencontrés dans lésctinobacteriaapparentéesu genre
Corynebacterium Dietziaz, Gordonage Nocardia Rhodococcus et Tsukamurella
(Gangadharam et Jenkins 1998apncernant le gentdycobacterium7 formesstructurales
déacides mycoliques peuv e rFigureQoQefieosgueture tiema s ur -
particuliere de la paroi mycobactériengeu i peut c on% delpides, expligsegq u 6~ 6
au moins parellement, les propriétés tinctoriales, la pathogénicité et la résistance a divers
antibiotiques et aux agents chimig&innikin 1982)

1 Les autres constituants de la paroi

La paroi des mycobact ®ri es, en plus des
matrice de phospholipides simples ou contenant du mannose, des molécules amphiphiles
comme les sulpholipides, les phénolglycolipides et ley/dolates de tréhalose, ainsi que de
protéines comme les porines, et de peptidoglycolipides nommés myq@sidéby 2010Q)

22 |




Chapitre I: Mycobactéries et bassins versants
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AM : acide mycolique CAP: capsule CM: membrane cytoplasmiqueCWS: squelette de la parpiETL :
couche pariétale de mycolate transparente aux élegttbnscouche interne LAM : lipoarabinomannangLl :
lipide intercalant LM : lipomannane MAG : mycoarabinogalactameOL : couche externgP: porine; PG:
peptidoglycane PL : phosphdpide; TL : couche membranaire transparente aux électrons

Figurel: Vue sch®matique de | 6organisat(@egandgt@ni®e®,al e de |
Alsteenset al.2008 ; Verbelenet al.2009)
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OH COOH

I I
B CH;3(CH); — CH=CH — (CH3),, —CH— CH— (CH2)x —CH3

CH; CHy OH COOH
I AN I I
C CH3(CH2)1— CH—CH — CH— (CyHjy ») —CH—CH— (CH2)x —CH3

?Hg o OH COOH
" I I
D cH3(CHy) -cH-C— (CyHyy 3)—CH—CH— (CH2)x —CH;

CH; OCHj, OH COOH
I o
E cH;(cHy) - cH-CH = (CyHy, )~ CH- CH— (CH2)x —CH;

OCH; CHj OH COOH
| |
F cH;-CcH-(CH2)1— CH=CH- (CH2);y— CH=CH - CH— (CHz).,—CH CH (CH2)x —CH3

cis trans

?Hs o OH COOH
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Figure 2: Structurestypesd 6 a ¢ i d e myntyocl oi | gaut eenycolate) (B), épbgymycolate (C), céte
mycolate (D), méthoxymy c o | a t-méth¢xiemycolate (F) et éther de mycolate (G)les valeurs de |, m,
n et x varient de 11 a 35 atomes de carboi@angadharam et Jenkins 1998a)
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I.1.c / Les caractéristiques physiologiques
1 Un métabolisménétérotrophe intermédiaire

Les mycobactéries ont un métabolisrhétérotropheintermédiaire aux bactéries
prototropheset auxotrophegRamakrishnaret al. 1972) Effectivement, és mycobactéries
sont aérobies ou microaérophiles, chimphes ( sour c e do®nergi e p a
organotrophe( donneur do6®Il ect r o rs(saurcagde carbgne eryanique),®t ®r ¢
et pour la plupart relativement auxotropl{Esizéby 201Q) Concernant le métabolisme des
glucides, les mycobactéries peuvent assimiler les sucres simples par voie oxydative en
utilisant la glycolyse ou la voie des pentoses phosphates, et présentent un cycle de Krebs
(Ramakrishnaret al. 1972) Elles possedent par conséquent une catalase qui leur permet de
contrer | 6accumul ation de peroxyde doéhydrog
mycobactéries, le métabolismes @ | i pi de s -oxgdationf et idés bipsgnthesds
lipidiques sont présentes pour produire les acides (Rasakrishnaret al. 1972) Quatre
syst mes doé®l ongati on desaturés ltaexistemient, dnésgsteined e s
a®robie de production dbéacides gras insatul
ddaci des gras, | 6un pour | es rami fications
deuxiémepour les ramifications méthylées hiples du co6té carboxyle des chaines, et le
troisieme pour la ramification des acides gras présentant de longues chaines et une ou deux
fonction oxygénéesHgure 2). Des biosyntheses de lipides particuliers sorsi présentes
telles que les synthéses de lipopolysaccharides (MAG), de phénolglycolipides (mycosides) et
de phospholipideRamakrishnaet al. 1972)

bl Des vitesses de croissance faibles

LesNTM sontconsidéréeesommemeésophiles, avec une multiplication débutant entre
18AC et 22AC, optimale entre 28AKazda 20003 1AC,
Seule laNTM a croissance rapid®l. psychrotoleransest capable de se multiplier a des
temp®ratures tr s bélaufleetal.dof®d) | ddr chrbee xdes t4e pal
sur le temps de génératon d§M dans | 6environnement . N®a n mo
optimales en laboratoire, les tempsgd#mération vont de 2 heures pouN&M a croissance
rapide M. smegmatisa 21 heures pour INTM a croissance lent®. aurum ce qui est
comparable au temps de génération de 24 heures mgclabactériea croissance lentdu
MTC M. tuberculosis (Hiriyanna et Ramakrishnan 1986 ; Willianet al. 1998) Des
exceptions sont aussi a noter commeN@$/1 a croissance lentel. marinumdont le temps
de g®n®r ati on n o6 e s aviumssp.pdratuberculdsidént ldtemps des |, et
généra i on peut aller jusqudé”™ 7 jour $Rybhikeres des
al. 2003 ; Harriset al.2005)

1 Des propriétés caractéristiques des colonies

En fonction des milieux solides de culture utilisgsuzéby 201Q) les différentes
especes de mycobactérie donnent des colonies lisses ou rugueuses, présentant une taille
importante (colonie eugonique) ou non (colonie dysgonique). Certaines especes produisent
des pigments caroténoides non diffusibla la lumiere (espece photochromogeéne) ou a
| 6obscurit® (esp ce scotochromog ne), et dba
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I.1.d / Les caractéristiquesgénétiques

La comparaison des génomesMetuberculosis M. bovis M. lepraeet MAP, montre
que ces derniers présertedes voies similaires de fonctionnement concernant le
métabolisme énergétiq, la biosynthese des acides aminés, la biosynthese des cofacteurs, le
métabolisme nucléotidique, et le métabolisme des macromoléddées et al. 2006) De
plus en comparaison ° d 6 k& @enreyxobagteriompeesentelesa c t ®r |
caractéristiques génétigues suivantes.

| L6i mportance des capacit®s codantes

bY

Mise a partM. leprae qui posséde un génome de plus petite tailie tgs autres
mycobactériesil est remarquablgue les génomes slespéeces du MTE@tdes NTMaient une
capacité codante importante allgmar exemplede 92,4% pourM. smegmatis 73,4% pour
M. ulcerans(Tableaul).

Tableaul: Densité codante etapacité codante de génomesycobactériens séquencés entierement

(OB ] [
n = 9 vy =
£2 53 58 s
) O .0 L 8
) 9 28 8

[} o o I
© 5 B g S wX
og 88 Eg 22
St 9 L, &

‘ = . ES 58 T8 g
Espece du genre Référence Taille du <ZD S A~ k© 8
Mycobacerium génome (pb) ©
M. abscessus (Ripoll et al.2009) 5067172 4920 1030 958 93,0
M. aviumssp.paratuberalosis (Li et al.2005) 4829781 4350 1112 1012 91,3
M. bovis (Garnieret al.2003) 4345492 3953 1099 995 90,6
M. gilvum (Ripoll et al.2009) 5619607 5241 1072 986 92,0
M. leprae (Stinearet al.2010) 3268203 1605 2036 1010 49,6
M. marinum (Stinearet al.2010) 6636827 5424 1233 1101 89,3
M. smegmatis (Li et al.2005) 6988209 6897 1013 936 92,4
M. tuberculosis (Coleet al.1998) 4411532 3959 1114 1012 90,8
M. ulcerans (Stinearet al.2010) 5631606 4160 1353 979 734
M. vanbaalenii (Ripoll et al.2009) 6491865 5979 1086 988 91,0
1 La variabilité des capacités de mutabilité

Il est remarquable que les especes pathogénes intrdoedlusirictes au sein des
mycobactéries, a savoir celles responsables de la lepre et de la tubestatis® matériel
génétiquefaiblement mutable suggérant que ces pathogenes ont développé des mécanismes
de conservation de leur génome afin de se pnému des attaques de |
phagocytaire de la cellule hot€lark-Curtiss 1990) Par opposition, la diversité des espéces
de NTM (Annexe2), ainsi que leur taille de génome relativement piapartante que les

especes pathogenes intracellulaire stri¢tesgel et al. 1999) suggeratqu 6 el | es ont
muabilité plus importante afin d#évelopper divers types de mécanismes leur permettant de
sbadapter ° diff®rentes niches ®col ogiques

que des événements de recombinaisons homologues sont détectables a la fois chez les
mycobactéries a cr@ance rapide et a croissance lgB@ulardet al. 1996)

1 Les possibilités de transferts horizontade genes

Des éléments de prophages sont détectables dans les génom@d/dik abscessus
M. marinum et M. ulceransqui en catiendraient respectivement 40 et 2(Ripoll et al.

2009) Depuis les récents profet de s®gquen-age de | 6ensembl e
especes dBITM, la comparaison de ces derniers est désormais podsiblee ne de ces ®
souligne qde d tmdbseoadant pour des d@anzlg mes d

génomes de MARar compaaison aux génomes dé. tuberculosis M. boviset M. leprag
pourrait suggérer 6 e x i @ tmox anportant de transfede génes pour cette espéce du
MAC (Marri et al. 2006) Une autre étude de comparaisde génomes mycobactérieas
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permis de décrypter a différentes strates phylogéniques 137 transferts horizinigemxes

entreM. tuberculosisH37Rv et des especes N&M a croissance leni@/eyrier et al. 2009)

Plus précisémentedécryptage a mis en évidence des gemdwlogues géenes homologues

de deux esp ces et descendant débune wunique
commur) codant le fonctionnement meétabolique et la modification des lipides des
mycobactériesc € q U | a corrobor® | 6hypoth se concer
entre M. tuberculosis H37Rv et certainedfNTM a croissance lente reconnues comme
potentiellement pathogenes. En particulier, 28 génég. deberculosisH37Rv ont été acquis

d e antétre commun des mycobactéries a croissance lente éthdiéamngasij M. marinum

M. ulcerans M. aviumssp.avium M. aviumssp.hominissuisM. aviumssp.paratuberculosis

et M. intracellulare) , 40 g nes acqui s de |IMmamaimumhitre co
M. ulcerans; M. kansasii; M. tuberculosis 14 g nes acquis de | 6anc?®
M. kansasii; M. tuberculosis ai nsi gue 55 g nes acquis sp

| 6 esp c e Matabereuledis(Veyriedeeal. 2009) Par ailleurs, une autre étude vient

de détecter dans le génoreatier reccemment séquencé de NIM a croissance rapide

M. abscessuysdes transferts horizontauwke génes acquis de bactéries environnementales
génétiqguemenproches ou no, comme les ActinomyceteRhodococcuset Streptomyces

ainsi que des bactéries pathogenes fréquemment isolées de fibroses cystiques comme
Pseudomonas aeruginosd Burkholderia cepacigRipoll et al. 2009) Ces genesodentla

biosynthese dwolorant bactéricide phénazineckte | 6 aci de ph®nac®ti que
| 6aci de h oansiguedds precesqusdiigradation de 6 A Ripoll et al. 2009)

i L6i mportante variabilit® des polarit®s de

Le s®quen-age de | MaubercrlosisH3ERY d perme @enneettnee  d e
en évidence guseulement 5% des genes étaient transcrits dans la méme polarité contre
75% chezBacillus subtilisdont la croissance est nettement plus rapide. Cette observation a
i nitial ement c que dette variabilité tded polarfiés dehranscaption, allant de
paire avec les capacités codantes des mycobacidriddeaul), pouvait expliquer leur faible
vitesse de croissancgCole et al. 1998) Cette observation a aussi était faite suite au
séquencage de la totalitt du génome de N&AM & croissance lenteM. avium
sspparatuberculosigjui présente aussi 39 de ces genes treerits avec lanéme polaritéLi
et al.2005) Néanmoins, ces auteurs ont aussi fait remarqueEscigerichiacoli, qui a aussi
une vitesse de croissance nettement plus itapta que celle des mycobactériespnesente
que 55% de ces génes transcrits avec la méme polarité, et donc que ce facteur ne pouvait pas
expliquer a lui seul la croissance faible des mycobact@riext al. 2005)

bl Une variabilit® de | algSaill e de | 6h®lice 1

Le séquencage du gers (16SrRNA) codant lasousuni t ® 16 S dealel 8 ARN
a permis de confirmague lesnycobactéries appartenaient bien a un mgemge bactérien, et
également quéa segmentation entre les mycobactéries a croissances lente et rapide qui avait
été faite initialemensur la base des observations physiologigi&tahl et Urbance 1990 ;
Shinnick et Good 1994Effectivementgcontrairementux mycobactérie a croissance rapide,
les mycobactéries a croissance lente se caractériseraient par une courte ou longue hélice 18
(Menendezet al. 2002 ; Tortoli 2006) sur la base du modéle de la structure secondaire de
| 6 A R®&lproposé par Kempsaedt al pour | 6es pM. tabercubbgEgKen®del®r e nc e

et al. 1992) Coest en ce sens que | a recherche dt
croissancel ent e et rapide sbdéest focalis®e sur | 060
1 Lafaibl esse des c dbopsormigue de | 6op®r on

Al ors qubéaucune di ff ®rleetalle desgéndéreesdesNTTMeama r q u a
croissance rapide et lenf€ableau2), la majorité desNTM a croissance lentee possedd
gubune seul e 163 etilaanajaritd dds énycebhictéries a croissance rapide
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possedentleux (Bercovieret al. 1986) Certaines exceptions sont a noter commeNéM a

croissance rapideM. chelonae M. abscessuset M. alvei qui possédent une copie de

| 6 A R68(Domenechet al. 1994 ; Wallaceet al. 1996; Menendezt al. 2002) et lesSNTM

a croissance lentd. terraeet M. celatumqui en possedent deux différen{dinetet al. 1996

; Reischlet al. 1998b) Néeanmoins, les ARNE6S en deux exemplaires sont généralement
identiques ou tr® similaires au sein des espé€Esrenneet al. 2001) L 6 orm ®adann

les souaunités 16S I6SrRNA: rrs), 23S R3SrRNA: rrl) et 5S 6SrRNA: rrf) du ribosome
mycobactérien @snommé opérorrrnA, et est situé en aval du génaurA (UDP-NAG

transfeasg codant pour laransférasé&JDP-NAG. Le second opéron, qui est présent chez des
mycobactéries a croissance rapide, est nomnig et est situé en aval du gétyeS (tyrosyt

tRNA synthetase)codant pour lasynthétae tyrosyHHRNA (Menendezet al. 2002 ;
StadthagerGomezet al.2008) L ®t ude ef f ect u®e sur Mlcdausmp c e
qui posséde deux opérons comme les mycobactéries a croissance rapittique que

l 6anc°tre commun des myc arbAeat mn® rtigeesla ppre sles ®d a i |
| 6op@Boaurait engendr ® | 6appariti(Stadthayens my c C
Gomezet al.2008) Parmi les especesdTMdont | e nombre @68estopi es
connu, 80% des especes a croissance ragidpossedent une copie (12 espéces sur 15) et

71% des espéces a croissance lentgossédent deux copies (5 espéces sur 7)

Tableau?2: Taille du g®nome et nombr renddmycabactprieensh de g nes
tuberculeuses a croissanszapide (A) et lente (B)
Espéce Taille du génome Nombre do® ®menrnns da
kpb Référence 16S ITS 23S 5S ARNt Référence

47 (Ripoll et al.2009)
(Menendezt al.2002)
(Menendezt al.2002)
(Domenectet al.1994)
(Menendezt al.2002)
(Menendezt al.2002)

46 (Klappenbactet al.2001)
(Menendezt al.2002)
(Menendezt al.2002)

2 2 2 (Klappenbactet al.2001)

(Menendezt al.2002)

(Menendezt al.2002)

2 2 2 47 (Klappenbactet al.2001)

. abscessus 5067  (Ripoll et al.2009)
.agri

. alvei

. chelonae 4045  (Fogelet al. 1999)

. diernhoferi

. fortuitum 5000 (Fogelet al.1999)

. gilvum 5619 (Klappenbacletal. 2001)
mucogenicum

. peregrinum

phlei 6311 (Fogelet al.1999)

. porcinum

. senegalense

. sSmegmatis 7168  (Fogeletal.1999)
vaccae 4045  (Fogelet al.1999)

. vanbaalenii 6491  (Klappenbactet al.2001)
. wolinskyi

.avium 5838  (Fogelet al.1999)

. celatum

. farcinogenes 7023  (Fogeletal.1999)

. intracellulare

NNNNNNNNNREREERDNPRE
N
N

2 2 49 (Klappenbaclet al.2001)
(Menendezt al.2002
1 1 1 46 (Klappenbactet al.2001)
(Reischlet al. 1998b)

NEFEDNDN

(Klappenbactet al.2001)

LTI ZIZIZIZIZIZIZIZIZIZIZIZIZIIZLIZLIZIZIZILL
o
o
o
=

. gastri 6796  (Fogelet al.1999)

. gordonae 7395  (Fogeletal.1999)

. intracellulare 5016  (Fogeletal.1999) 1 (Bercovieret al. 1986)
. kansasii 6197  (Fogelet al.1999)

. marinum 5825  (Fogelet al.1999) 1 46  (Ripoll et al.2009)

. scrofulaceum 5639  (Fogelet al.1999)

-terrae 2 (Ninetet al. 1996)

. ulcerans 5631 (Klappenbactet al.2001) 1 1 1 45

. Xenopi 5324 (Fogelet al. 1999)

1 Une variabilité du nombre de promoteurs des opérorss

Pl usi eurs ®tudes rmBgepmycobaetéries pgru®s el ndt oep ®yruobnu n
promoteur qguodell e soit , alorscqueli 6sospa@méoethes r a pi d ¢
mycobactéries a croissance rapide possede plusieurs promdtaesa(8). Par antagonisme
” | 6 0bs erexigtdpil urs qwed iplr o mo trreAiquasurs 6 o prenB,alp ®r o n
semble quece dernier pouta NTM a croissance rapid®l. fortuitum contribte plus a la
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production de prARN que son opérorrnA (Menendezt al.2002) Il semble donc difficile

doaffirmer gue | es NIMsoed sanideemeot sd ancend
nombre de promoteur sliré o p®A MU p ®r i eur ° cel urmmBoPars er v ®

aill eur simAlddomg®obract ®r i es ) Croissance rap
promoteurs | orsqgue | 6ermB, cequiestie cap poardes especep a s |
M. chelonaeet M. abscessuqTableau 3). Cette observation a ame&® | 6 hypot h se

laquelle les mycobactéries a croissance lemte p os s ®d a n trnB,plimitaient & o p ®r o 1
d®f i ci't par plus dA mruemmtdeeunr so n"t |l Gecsp ®Myocno b a

rapi de pos sl @ontzalety-Mergh&®debah1997)

Tableau 3 : Nombre de promoteurs des opérongnA et rrnB de mycobactéries a croissance rapide et a

croissance lente possédantounon(na non appl i gcrabbl e) | 6op®r on

Croissance et nombre Espéce Nombre de promoteurs Référence
déop@®mMons A rnB
Rapide & deux opérons M. phlei 3 1 (Gonzalezy-Merchandet al. 1997)

M. smegmatis 3 1 (Menendezt al.2002)

M. fortuitum 4 1 (Menendezt al.2002)

M. neoaurum 3 1 (Gonzalezy-Merchandet al. 1997)
Rapide & un opéron M. chelonae 5 na (Gonzalezy-Merchandet al.1997)

M. abscessus 5 na (Gonzaez-y-Merchandet al. 1997)
Lente & deux opéren M. celatum 2 1 (StadthagerGomezet al.2008)
Lente a un opéron M. tuberculosis 1 na (Gonzalezy-Merchandet al.1997)

l2/L6®pi d®mi ol ogi e
I.2.a /Le pouvoir pathogéne

Les mycobactéries peuvent étre regroupées en fonction de leur pouvoir pathogene
Certains auteurs parl ent de | 6ensembl e des
intégrant leespeces dMTC etM.leprag de | 6ensemble des mycoba:
pathogenes en y intégrant IBEM M. ulcerans M. marinum M. abscessysM. fortuitum,

M. chelonae M. kansasij M. avium M. intracellulare, M. malmoense M. xenopi et

M. haemophilum ai nsi gue de | 6ensemble des mycobac
qgui i nt®grerait | 6enNIMIfKadda2008 eKazdaaet Pavlike 2009e s p C ¢
Pavlik et al. 2009) Déautres auteurs parlent de | dense

pathogenes en y regroupant &speces dMTC, M. leprag M. ulceranset M. marinumcar

elles provoquent des pathologies caradirgss connues sous les appellations respectives de
tuberculose, lepre, ulcere de Buruli et granulome de piscine, ainsi quebden s emb |l e d
mycobactéries pathogenes opportunistes en y regroupant les eddeéasuitum

M. chelonae M. kansasij M. avium, M. intracellulare, M. malmoense M. xenopj

M. haemophilum M. scrofulaceum M. simiag M. celatum M. gordonae M. szulgaj

M. genavenseet M. asiaticum (Gangadharam et Jenkins 1998H#)est aussi possible de

trouver dans la littérature lesspéces dMTC, | 6 &slgpraecagnsi que les espéces de

NTM M. ulcerans M. kansasii et M. haemophilum regroup®es dans | 6
mycobactéries pathogenes obligatoipes opposition aux autreBlITM considérées comme
provenant de (Kaxdan200Qr oh h e meryt da codsensus sup &s
pathogénicité dedNTM. Effectivenent, certainesNTM peuvent coloniser les surfaces
cutanées, les muqueuses ou les sécrétions biologiques sans provoquer de(lfapadiell

et Bloom 2000) mais rares sont les espescdeNTM q u i néont jamais ®t®
cas infectieux humains ou anima(Dortoli 2006)

l2b/L6ori gine environnementale

En | 6absence de -humaisescenmiesRadomskset al. 2000 il
sembl erai't gue | 6homme, au m°me titNPiM que
provenant de (Andegel)yEffecivemet, res descriptions des espated
ont ®t ® faites ©° partir doisolemehtsndappat]l
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en fait mycobactériose ou ° partir doi s ol Atmerer2t Par d e | &
exempl e, une ®tude de cohorte effectu®e avec
la populationen Floride indique que le sol est un réservoir majoritaire d¢TIRl M.°avium,

associée a des pathologies humaines, etlagipersonnes ayant des activités agricoles sont

l es pl us e x p o(Re@detsal.2006)I Pariailielurs, wrte iétade de compswa de
séquencesiucléiques a Riode Janeiro, rapporte ques espécede NTM isoléesde cas

humai ns et d e | Soaventsemblabien®emaat al. 2008) Dansle cas
présentlesNTM d6éor i gi ne environnementale avaient @
bovines et de porcs. Les isol&isvironnementaux présentant des similarités avec les isolats
cliniques avaient été majoritairement attribués i M. aviumssp. eM. fortuitum (Senna
etal.2008)Bi en que | 6envi r onesoerceenndure ses mfbctioeNBY,t r e

par comparaison avec des isoldmsmains et animaux pgolymorphismegle longueur des

fragments de restrictio(restriction fragment length polymorphisnRFLP) etvariations du

nombre de répétition esandem et des unités répétitives parseméagcobactériennes

(variable number of tandemrepeat mycobacterialinterspersed repetitive unit8/NTR-

MIRUS), il a étédémontré lors de mon mastgue des isolats ddAH issus de cas humains

ou animaux présentaient des combinaisons de profils génétiques identigues ou similaires
(Annexel),etdbnc que | e risqgue z o {Radomskie al.2010) &®t ai t

Finlande, une ®tude de comparaison xdpari sol at
analyse des lipides membranaires, tests conventionnels et séquencage dis génde
| 6 espace nea(aterrmlctransctibedi spatee T S) i ndi gwarusgeate | 6 e a

pourrait étre une origine majeure de mycobactérioses humaines nedles)i en particulier
| 6 e sNb. boheeicundont les isolats humains etvironnementauyprésentaient des profils
identiqueqTorkko et al.2002)

l2c/L6i nci dence

i Mondiale
M° me oganisatiod mondiale pour la sardéléclaré leSITM pathogénes émergents
dans | 6 e @edeyetral.2004)0 41 | néy a pas doéo®valuation

mycobactérioses pour chagespéce dBTM. Néanmoins, la mycobactériose majeure sur le

globe, provoquée pd. kansasij représente environ 11,6 cas pour 000 habitants en 2009

(Kazda et Pavlik 2009)soit environ 78800 casdans lemonde s | 6on consi
popul ati on mondi al e en 20009 ®t ai t déenvir
comparaison, ce chifre st sup®ri eur ~ |1 0incideél@casende | a
2004 et21826 cas dans | 6 h @&azdasepHRaviik 2009)st tres inférieur 2 0 0 6

| 6i nci dence de | a tuber cull dgemigation MoRdialepouRldz pr i
santé esti m®e actuel |l ement - environ 1,7 mi
majaitairement en Afrique, en Asie dbiudEst et dans le Pacifigue Oud§&angadharam et

Jenkins 1998hb)

1 Francaise

En 2006, 2007 et 2008, le réseau Azay de surveillance des mycobactérioses en France
(Maugein et Bauriaud 2009 recensé respectivement 242, 207 et 231 cas sur 20 centres
hospitaliers, majoritairement causés par les espbtes/iumintracellulare et dans une
moindre mesure par les espedelsabscessysM. xenopj M. marinum M. kansasii et
M. chelonagFigure3A). Sans prendre en compte les hdpitaux locaux, les centres hospitaliers
spécialisés en psychiatrie, les centresutte contre le cancer, ainsi que les ésdgiments de
lutte contre les maladies mentales et les établissements de soins de courte, moyenne et longue
durées] 0dstitut national de la statistique et des études économiques recensait en France 527
centres hospitaliers perelgleicesscenteen hoRoilalers.ont R (e
m° me capacit® dbébaccuei |, ce qui ne refl te ¢
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moins5000l es cas de mycobact ®ri oses en HRIMnce pc
confondues hors établisseneprivés.

I.2.d / Les formes de mycobactériose

Le recensement des mycobactérioses en France entre 2006 et 2008 par le réseau Azay
de surveillance des mycobactériogdtaugein et Bauriaud 2009)ndique que les formes
pulmonaires sont prédominantes et majoritairement provoquéedd. paiunmintracellulare,
et, dans une moindre mesure, parabscessysM. xenopiet M. kansasii(Figure 3B). Les
autres formes de mycobactériose sont moins fréquentes et regroupent des formes cutanées
provoquées principalement pavl. marinum et M. chelonae des formes disséminées
provoquées parmM. aviumintracellulare, des lymphadénites provoquées pavl. avium
intracellulare pr i nci pal ement chez | 6enfant, et des
principalement paM. xenopiet M. arupense(Figure 3B). Ces observations suggerent des
voies d 0 e x paacsitairemeat respiratoire$ dans une moindre mesure cutanées.
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Figure 3: Synthésedu nombre de cas (A) et de forme (B) de mycobactérioses humaines recensées dans les
20 centres hospitaliers francais du réseau de surveillance Azay (12 concernihtmarinum) entre 2006 et
2008 @données adptée (Maugein et Bauriaud 2009)
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l2e/lLes voies doéoexposition
Les données frangaises sur les formes de mycobactériigase@3B) sont totalement

en accord avec |l es ®tudes dbébautres pays pou
ganglionnaires seraient caus®es ou soup-onngd
(Annexe 3). Ces observations suggerent aussi dasnds respiratoires ou cutanées
soulignent | 6exi stence de cas attri bu®s

nosocomiales suite a un acte chirurgi¢Rajini et d. 2007) ou les infections post
traumatiguegAdékambiet al. 2006e) Ces mycobactérioses acquises par s/mspiratoire,
cutan®e ou iatrog ne seraient principal ement
natures, all ant de Ivheaw dcwm mpalsismentt pal 6dadl
a®rosol s ou de AnreeduParnadeu®, cunespeaaetide en Floride

indique que le soseraitun réservoir dAUMAC associéa des infections humaines, et que les
persomes ayant des expositions prolongées aas@ienu n r i sque accru doi
MAC (Reedet al. 2006) Néanmoins, aucune étu@ece jour ne décrit la ou les voies

d 6 e x p 0 x NTtMi provenaat alsol.

T Voie doébexposition aux infections pul monairr
Parmi les infections humaines abldiM | i ®e s ~ | 6eau, |l 6i nfecti
d®crite. Dans ces Cc a sest intrim@ée wt causeudss infectionsm@ d O a

M. szulgaichez des adultes immunodéprinighanget al. 2002)ainsi que des infectiorgar

le MAC (Khoor et al. 2001 ; Falkinham 2003b ; Lumét al. 2004 ; Primmet al. 2004 ;
Marras et al. 2005 ; Soodet al. 2007) et, dans une moindre mesure, des infections a
M. fortuitum (Khoor et al. 2001 ; Soocet al. 2007) M. immunogenungFalkinham 2003b ;

Kim et Yur 2004 ; Primmet al. 2004) etM. terrae (Jussilaet al.2002) M. chelonag(Primm

et al. 2004) chez des adultes immunocompétentgs Gnfections par inhalation ont été
observées dans des jacuziahana et Kay 1997 ; Khoet al.2001) des enceintes de loisirs
(Falkinham 2003b ; Lumbt al.2004 ; Primmet al. 2004) des | ocaufussilaaf il tr
et al. 2002) des locaux de trava(Falkinham 2003bet méme des enceintes hospitalieres
(Zhanget al. 2002) et des maisons individuell¢alkinham 2003a ; Marrast al. 2005) au
Canada, en Australie, en Finlande et aux USA. Certaines formes pulmonaires de
mycobactériose humaines ont aussi été décrites sans pour autant pouvoir les relier a des
i nf ecti on ydriqghésoQela g éténleecas abx USA, Corée, Israél, Afrique du Sud ou
Canada, et les espéces incriminées étaient majoritairdvhdsainsasii(Corbettet al. 1999 ;
Marraset al. 2004 ; Manaliet al. 2005 ; Yimet al. 2005 ; Shitritet al. 2006) ainsi que Is
especes dWMAC (Corbettet al. 1999 ; Eckburget al. 2000) M. gordonae(Barberet al. 1991

; Corbettet al. 1999 ; Eckburget al.2000) M. mucogenicungEckburg et al. 2000M. xenopi
(Parket al.2007) M. flavescensM. fortuitum M. malmoensgM. scrofulaceumM. szulgaiet

M. terrae (Corbettet al. 1999)

T Voie dbéexposition aux infections cutan®es

Les nfections cutanéesuxNTM | i ®e s~ | 6eau sont aussi tr
cutan® de Burul.i CcauldQlcepmasd ath  elad®h ® gRogs@ M M@ e s
al. 1997 ; Stineaet al. 2000 ; Pedleyet al. 2004 ; Williamsonet al. 2008) do&ATM r es
causent dans | 6h®mi sph re nord des infectio
incriminée dans des cas de dermatites ulcératives causédd. pahemicumchez des
personnes agées en Finlan(leorkko et al. 2001) Aux USA, de nombreuses études
rapportent des cas déinfections cut an®es
immunocompétentes, provoquées pardéMay ant contami n® | 6eau de
comme M. fortuitum (Winthrop et al. 2002 ; Sniezeket al. 2003 ; Vugiaet al. 2005)

M. chelonae(Sniezeket al. 2003) et M. mageritense(Gira et al. 2004) Des infections
cutanées des membres, sous forme de nodules, ont aussi été observées chez des personnes
immunocompétentes ayant contradfémarinumapr s un contact cut an
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contaminée de piscines en Chif@ai et al. 2006)o u d 0 a g uxaUSA (Cassettyaeti

Sanchez 2004)Sans pourwat a nt relier | 6i nf eciguedmespune
M. cosmeticuma été déc i t e dans | e présantant des IEsions sblermaes
suite © des bains de pieds etxUSA(Bookseata. dans
2004)

T Voi e doe x pniestions gaoghonnairtex i

Loeau en g®n®r al est une origine possible
aussi nommées lymphadénites et pouvant @éies auxespeces dMMAC, M. kansasij et
M. scrofulaceum(Falkinham 2003a ; Primret al. 2004) Plus précisément, des infections

ganglionnairesaux NTM o n t pu °tre caus®es par dles | 6eau
especes dMAC ou M. haemophilumaux PaysBas (Lindeboomet al. 2005) et de | d0ea
robinet contaminée paM. gordonae en Suisse et en ltali€Tortoli et al. 1999)
respectivement chez des enfants et des sujets immunodéficients. Sarism@im | 6 eau co
vecteur de | 6i nfection, des l' ymphad®nites

M. mucogenicunen France chez des personnes immunocompeét@dékambiet al. 2006b)
et parM. palustrechez des enfants en Finlanderkko et al.2002)

T Voie dbébexposition aux infections articul ai

Sans vecter de contamination connu, des infections articulaires et osseuses sont a
noter. Ces infections peuvent prendre plusieurs formes comme des ostéomyélites (infection de
| 6 os) @anoet a.p004)et des arthrites septiquasflammation de l'articulationen
Israél (Neubergeret al. 2006) provoquées pak. kansasij desténosynovite (inflammation
d'un tendon et de sa gaisgnoviale) en Chine provoquées parmarinum(Tsaiet al.2006)
des spondylites (inflammation sleertébres) en France provoquées axenopi(Meybeck
etal.2005)D6apr s uRra®tedel @mau du robinet doun
de contamination B. xenopia u ¢ o u r s b @hirurdicales sue des patents soufrants
débhernies discal es. Les infections des vert
apres les mesures de contréle mises en hstagneatet al.2001)

T Voie dbébexposition aux infections particuldi

Certaines infectiongaux NTM | i ®e s~ | 6eau surviennent e
additionnels. Par exemple, les parees a risques comme les patigmisteus du virus e
|l 61 mmu n o dh®mainchunegan enenunodeficiency virus: HIV3ont particulieement
sensibles aux infectiomsd o r i g i naauséey mhr MAG (Falkinham 2003b)Les actes
chirurgicaux, comme & laparoscopies, sont aussi des facteurs augmentant le risque
doi nf eMW.ichelomael T ®e  (Rajihi @teah A007) Il a été aussi décrit un cas
d idfectiona M. conceptionensehez une personne ayadjourné lonp e mps dans | 6 e a
riviere suite a une lésion ouverte accidentelle du tiBi@dékambiet al. 2006e) Léeau de
riviere sembleaussipouvoir véhiculerMAP (Pickup et al. 2005) soup-onn®e °tr
étiologique de la maladie de Crofiregrandet al. 1999) Cette maladie est, en général, une
inflammationdtr gr os intestin sous forme de granul or
présente des caractéristiques culturales et biochimiques semblables a ctigB.d& ce
jour, | 6®t at des recherches rend diafigdeci | e
Crohn est MAP, ou une nouvelle espece de mycobactérie, ou encore une cause
multifactorielle(Thorel 1989) Sans r el i er ces cas ~ une cont
formes trés particulieres de mycobactérioses sont observables comme des néphrites
(inflammation du rein) en Itali¢Serraet al. 2007) et des nécroses des tissus en Finlande
(Lehtinenet al. 2005) provoquées paM. fortuitum, ai nsi gue dobéautre i nf
Zambie provoquées p#. lentiflavumet M. intracellulare (Buijtels et Petit 2005)
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|.2.f / Les facteurs de virulence
1 Les familles de protéines P&t PPE

Une importante proption des capacités codantes des mycobactésagtilisée pour
produire deux familles de protéines mycobactériennes de surface énigmatiques qui ont la
particul arit® dafatfamdle PEietclh amille @RE. @pinngecleun reom
| 61 ndifgmilles,de praémes présentent toutes en N terminal les profi&lRr{PE) et
Pro-Pro-Glu (PPE), suivis de résidus conservés de taille variable, et de répétions de motifs
riches en glycine en position C termiri@lole et al. 1998 ; Garnieet al.2003 ; Liet al. 2005
; Stinearet al. 2010) A titre doéoexempl e, ces f a¥des | es d
protéines deM. tuberculosis(167 PE et PPE), 1% pourM. bovis (57 PE et PPE), 0%
pour M. aviumssp.paratuberculosig42 PE et PPE), 2% pourM. ulcerans(115 PE et PPE)
et 5,2% pourM. marinum(281 PE et PPE). Sans pour autant avoir défini clairement leur role,
ces familles de protéines PE et PPE joueraient un role antigénique majeur dans les
mécanismes de réponse immunitaif@enis et Perronne 2004pPe plus, une étude de
comparaison de génomes a souligné que la différence principale entre ceux de
M. tuberculosis M. bovis M. leprae et MAP, était les genes codant la $@de de ces
protéines riches en glycir{Marri et al.2006)

1 Les protéines ESAT

Les genesodant les familles de protéines PE et PPE seraient associés apeatéine
de 6 kDa (early secretory antigenic tatgeESAT-6) qui encode un systéeme de sécrétion
antig®ni que d®pendant (adkeosindétrglib&hateATPN(Ripoll r i p h 0 ¢
et al. 2009) Ces protéines ESA® sont codées par groupe de genes nonmesggearly
secretorysystem) en particulier le genesx3 a, a ce jour, été trouvé chez toutes les
mycobactéries dont le génome a été totalement séquence, et joueraih ddlecfondamental
dans le cycle de vie des mycobactéries, ainsi que le eg¢le nécessaire a la propagation
dans les macrophages et a la formation de granulomes, deux clefs essentiddes de
pathogénicité des mycobactér{&inearet al.2010)

1 Les protéines MCE

Les protéinesl 6 ent r ®e dans | es mamedliancell ensy: MICE), ma mmi |
per mettant aux mycobact ®aniésigantdlan® lesurnadiophages, e s
sont codées par un opérorcedont le nombre serait lié a la pathogénicité des actinomyceétes.

Par exemple, il est possible de dénombrer cheabscessysNocardia farcinica et

M. smegmatisrespectivement 7, 6 et 4 opasmce alors quoil ndy en a
chez les actinomycétes non pathogeg#eptomyces avermitilist Streptomyces coelicolor

(Ripoll et al.2009) Respectivement 4 et 8 gemaseont été dénombrés ch&k tuberculosis

et M. aviumssp.paratuberculosis ce géne a aussi été identifié cihdzbovis M. smegmatis

etM. avium(Li et al.2005)

1 Les protéines LpgH

Les lipoprotéinesde 19k Da pr ®c ur s e (lipoproteth éaatigen iprgcursoe s
LpgH) sont les antigenes immunitairesycobactérienanajoritairement reconnus par les
lymphocytes T.es LpgH joueraient un rtle dans | a mc
protéines LpgH sont détectables dans le sérum de patients tuberculeux et sont encodées sous
des formes similaires ou non, par exemple, dans les génomb§ beb. abscessugRipoll
et al.2009) M. marinum(Stinearet al.2010)et M. bovis(Garnieret al.2003)

| Les régulateurs defacteurs de virulence

Certaine NTM comme M. smegmatiset M. abscessuposseédent des régulateurs de
contrdle @& la virulence proches déacteurssigmade M. tuberculosis(SigA, SigC, SigD,
SigE, SigH: sigma factors) Plus précisémentl. smegmatiset M. abscessupossederaient
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respectivement 4 et 5 de ces régulateurM.edbscessugproduirait en plus un facteured
transcription de la virulence homologaecelui deM. tuberculosiscodé parvir S (virulence

factor) (Ripoll et al. 2009 ; Stinearet al. 2010) Par ailleurs le systémde régulation
dépendanaufer (iron-dependenregubtory functior), codé par le genideR jouerait un réle
majeur dans la régulation de la virulence des mycobacteried ect i vement , en pi
concentration intracellulaire importante en, fegusée par un environnement riche en fer, le
syseémeideR augmenterait les défenses contre ce stress oxydant, activerait lesbfjdnes
(bacterioferritin et bfrB (ferritin) codant les protéines badbferritine et ferritine de stockage

du fer, et réprimerait le genmbt (mycobactin) codant la productio de mycobactine
(sidérophore), ce qui aurait un impact direct sur la virulence, car le systeme ideR contrélerait
aussi la production des protéines antigéniques PE e{N&Eela Rodriguez et Smith 2003)

i Résistance aux antibiotiques

La structure et &clitecture complexe et particuliere de la paroi des mycobactéries
suggere que cette derniére joue un role primordial dans leur virulence mais aussi dans leur
résistance naturelle aux antibiotiqu€segrand et al. 1999) Plus pécisément, les
antibiotiqgues, comme | a rifampicine, la cl a
clofazi mine, | 6 ®t hambut ol , l a rifabutine, | a
dans le traitement des infectiomsausées par IMAC (Inderlied et al. 1993) qui peut
présenter des résistances a la clarithromycine et a la rifamgicareelosiet al. 2001)

Néanmoins peu de donnégcentesexistent concernant la iéseance aux antibiotiques des
NTM, not amment pour <ceux cl assi qu baotériertnesut i | i
(Tableawd).

Tableau4 : Caractéristiques résistante (B, intermédiaire (1) et sensible (S) des antibiotiques
classiquement utilisés pour traiter les infectiond/. aviuntintracellulare,vis-avi s dobéautres esp
de mycobactéries nortuberculeusegTortoli 2006)

Espéce Antibiotiques
AK CIP CLM EB RIF  STR

M. arupense \% R S S R R
M. caprae S S - S S S
M. chimaera Y Y Y, R Y, Y
M. florentinum \% R S \% \% -
M. parascrofulaceum Y R S R S Y
M. parmense - S S S S S
M. pinnipedii - - - S S S
M. pseudoshottsii - - - S S -
M. saskatchewanense S S S I S S
« M. sherrisii» - R S R R -

AK : amikacine, CIP ciprofloxacine, CLM: clarithromycine, EB
ethambutol, RIF rifampicine: ST: streptomycine

[.2.g / Le mécanisme de virulence

Le mécanisme de ndlencedesespéces du MACqui fait office de modeéle pour les
NTM, n 6 e st que p ar tes enhcrophapes humanhs® auraient la faculté de
phagocyteM. aviumssp., autre quparatuberculosisyia le composant C3 du complément,
qui fixeraitunehéma g gl ut i ni ne | i abindinglhéntaglotain HbhA@ de(ah e par i
membrane du bacille et qui activerait la phagocy{bgeller-Ortiz et al. 2001) Le récepteur
fibronectine serait aussi r es paphages,behe de
rel ation avec | 0 axydeisecreté (@r lalcéllule phagocyt@neerlisdetp e r
al. 1993) Déautre part, une exp®ri mentation par
moelle osseuse de souris a démontré geiedpeces dMAC ont la capacité deésister ax
attaques de macrophages et de se multiplier
physiologique de cederniers(Schaibleet al.1998) De pl us, dOauquentes obs
que des souches dMAC o n't | a c aherapaitidlegnentd |ési fusions entre les
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phagosomes et les lysosomes, ce qui freine la lyse des mycobactéries par les enzymes de
prot ®ol yse des (Hehelebabl986elsderiiceet al. 1893) t e

I3/L6O6®col ogi e

Rares sont les études ayant proposé une estimation de la quartiiéMddans les

environnements terrestres t

aq

uat.

ques,

guoi | @ableaw5).e nt

n

Néanmoins, la prévalence dd¥M dans ces environnements, ainsi que certaines études plus

spécifiguesp er met t ent

Tableau5: Raresc a s

de

d®cr i

re

des milieux aquatiqueset terrestres

GHTMt a i

d 6e®uantificatiordnon normalisée de mycobactéries nortuberculeusesdans

nes facette

Espéce Type dbdeau Pays UFC/I Référence

M. xenopi réseau d'eau potable France 1,0.10-1,0.10° (Dailloux et al.2003)
M. paratuberculosis  riviére UK 1,0.10-1,0.16° (Pickupet al.2005)

M. avium Spa Australie 1,0.10>-4,3.10 (Lumbet al.2004)
Mycobacteriunmspp.  ruisseau Finlande 8,010%-2,210° (Torkkoet al.2002)
Mycobacteriunspp.  biofilm (eau potable) Afrique du Sud  0,110-4,6.10 (Septembeet al.2004)
Mycobacteriunspp.  réseau d'eau potable USA 0,210~1,0.10°  (Hilborn et al.2006)
Mycobacteriunspp. réseau d'eau potable Plusieurs 0,110-3,5.1G (Vaerewijcket al.2005)
Mycobacteriumspp.  milieu naturel Finlande 9,7.16-5,8.10 (Torkkoet al.2001)
Mycobacteriunspp.  réseau d'eau potable Finlande 0,110-1,0.1C° (Torvinenet al.2004)
Mycobacteriunspp.  souterraines et de réseau» France 0,110-5,0.1¢° (Le Dantecet al.2002b)
Mycobacteriunspp.  ruisseau Finlande 0,110~2,2.1G (livanainenet al.1993)
Mycobacteriunspp.  Sols Finlande 1,010-1,010°  (Nieminenet al.2006)
Mycobacteriunspp.  sols humiques Finlande 1,010°-1,01¢°  (Nieminenet al.2006)
Mycobacteriunspp.  sols neutres Malawi 2,010%-1,010" (Chilimaet al.2006)

|.3.a /Les habitats terrestres

Méme si les études sur la diversité 8&8M dans les salsontrares,elles soulignent
| 6i mpor t ademiere(TdhldeaB)e t t e

rapportant | mycgbac@resnomubercdléusesdans ces de

différents types desols

Tableau6: Raresé ude s

Type de sol NTM Origine Référence

Sols acides de foiéts 12espeéces Finlande (Niva et al.2006)
Sols acides de foré&t de marécage M. avium Plusieurs (Kirschneret al. 1999)
Sols neutres 18 especes Malawi (Chilimaet al.2006)
Sol s do6®l evages 7 especes USA (Texas) (Norby et al.2007)

Plus précisément, est avéré que leNTM se multiplient dans les sols riches en acides
humiques présentant un pH failflealkinham 2009)Les marécages et les sols de certaines
foréts présentant des valeurs faibles de pH et de fortes teneurs en acides humiques, seraient
ainsi propices a la présence deNTM comme les especdd. senegalenseM. porcinum
M. flavescens M. farcinogenes M. septicum,

M. septicum M. fortuitum, M. cookii,
M. farcinogenes M. manitobensge M. terrae et M. elephantis (Niva et al

2006)

Effectivement,il a été démontré que la croissanceMleavium est stimulée par les ackle
humiques et fulvigueen milieux pauvres en oxygene dissqiKirschner et al. 1999)
Quantitativement, unseuk étude sur des sols en Einde, proposant une méthodesbe sur
| 6 hybr i dat fluorescergefflunseentsamdwichhybridization FSH), estimeque

certai

ns

de <ces

s 0 | $-10%myaohaetémi¢s/goo HOratlao fiois moins u s q u 6

en utilisant les outils classiques de bactériologiqi#sminenet al. 2006) Une autre étude

focal i

sant

sur

| easndiqué dudes cuifu®@s$ positizeged esgecedu n s

MAC, du MtC, du MAIS, ainsi que des espedésgordonag M. scrofulaceumM. asiaticum

et M. abscessysétaient significativemenassociég avec des valeurs de faibldsi pH, des
concentrations en calcium faibles, et des concentrations fortes en fer, zinc et manganese
(Norby et al. 2007) Durant une étude des sols au Nord du Malales especes du MFC
furentisolées dang 6 e ns e mb |

e des
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étude réalisée sur des sols présentant des pHivetaent neutres, mesuréentre10? et 10°
mycobactéries/gle sol en utilisant la coloration de Zidkéelsen(Chilima et al. 2006) qui

par aill eur s pe uAFB (ahaptre i$.1.a/p Biem gue leNTMOisolées des s
sols soientplus fréquemment dasspeces a croissance rap{@hilima et al. 2006) un centre
expérimental en Angleterrede plusdémontré que le sol pouvait contenir différentes especes
de NTM a croissance rapide proches Mefortuitummai s aus si déautres
proches dé/. lentiflavum(Mendumet al. 2000)

Par ailleurs,dsNTM comme M. avium peuvent survivre dans les s@lssgrandet al.

1999) Sefocal i sant sur la survie de MAP dans |
effectivementque cette sousspece du MAC peturvive j usqud”™ 55 semai nes:¢
de paturageset ot al ement ~ | 6obscurit ®, et daeens wune
(Whittington et al. 2004) Cette ®tude souligne aussi gue
au sol nébaffectait pas |l a survie de MAP, qui

de rentrer en dormance gré@eleséléments génétiquesemblablesaux géneslpscodant la
synthesedu décapenyl diphosphate et relA codantla guanosine 3',&ispyrophosphate
(Whittington et al. 2004) Le génedps conféreait une résistance au stress oagtd comme

cel ui du peroxyde dbéboxyg ne, rencontr ®e chez
ou les microorganises symbiotiqueqPark et al. 2006) et le generelA jouerait un réle
maj eur dans | a r®gul ation des traits ph®not

virulence et de la persistance des bactépathogenegNascimentoet al. 2008) Dd aut r e s
meécanismes de négance auxmoisissure peuvent aussi B observéscomme par exemple

pour laNTM M. fluoranthenivorangqguial a possi bi |l it ® depoar®gr ader
prémunir des attaques daspergillusflavuspouvant étre présents dans les gbligrmischet

al. 2004)

I.3.b / Les habitatsaquatiques

La diversité des especes @M dans les habitats aquatiquasté beaucoup plus
décrite que celle des habitats terrestiest comme celle des habitats terrestres, la diversité
des NTM est trés importantelans les habitats aquatiqueaturels, mais asi dans les
environnements aquatiques non naturels commes canal i sat,leprdsgeauxd 6 e au
d 6 e a ylesefluBrds hospitaliers, ou Ibases de loisiraqudiques(Tableau?).
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Tableau7:Et udes rapportant | mycopact@isssortleercdesesds pnsededkedeau de
de | 6eau de consommation (B), des eaux us®es (C), de |
type dbéeau (F)

Type ddeau NTM Origine Référence
A Riviere M. paratuberculosis UK (south wale) (Pickupet d. 2005)

Riviére M. paratuberculosis UK (south wale) (Pickupet al.2006)

eau de Intemtn plusieursespeces Malawi (Karonga) (Chilimaet al.2006)

rivi re dobe 15espeéces Nouveau Mexique (Rio Grande) (Blandet al.2005)

Etang M. psychrotolerans Espagne (Trujillo et al.2004)

lac peu profond M. ulcerans Austrie (Langwarrin) (Stinearet al.2000)

bassin d
eau de | en
eau de | 6en
B systéme de distribution
systeme de distribution
eau du robinet
eau potable et glace
systeéme de distribution
biofilm de tuyauterie
eau du robinet
eau potable
eau souterraine
station doé®
eaux uUs®es
eau non traitée
D Hopital
eau
Dentiste
bain de thérapie
Hopital
E eau de bain de pied
eau de bain de pied
Jacuzzi
eau de bain de pied
bain public
bain déun s
F fluide en métallurgie

un

[e)Ne Ve

d6h®mod

M. parascrofulaceum

M. bohemicum

2 espéeces

3 espéces

34 espéces

M. tusciae

10 espéces

4 espéces

4 espéces

6 especes

2 espéces

8 espéces

M. fortuitum

M. paratuberculosis
M. paratuberculosis
2 espéeces
plusieursespeces
plusieursespéces
5 espéces

6 espéeces

9 especes

2 espéces

M. bohemicum
M. fortuitum

7 espéces

M. avium/intracellulare

M. immunogenum

USA (Norris Geyser)
Finlarde (western coast)
Plusieurs

USA (western)
Plusieurs

Italie

USA

Finlande

Afrique du Sud (semiurban)
Chine (Yuan)
Plusieurs

France (Parjs
Plusieurs

USA (Californie)
Irlande du Nord
USA (Houston)
Espagne (Mallorca)
Angleterre (SW)
USA (midwestern)
Plusieurs

USA (Californie)
USA (Californie)
Canada (Ontario)
USA (Californie)
Plusieurs

Australie

USA et Canada

(Santoset al.2007)
(Torkko et al.2001)
(Primmet al.2004)
(Hilborn et al.2006)
(Vaerewijcket al.2005)
(Tortoli et al.1999)
(Covertet al. 1999)
(Torvinenet al.2004)
(Septembeet al.2004)
(Changet al.2002)
(Primmet al.2004)

(Le Dantecet al.2002b)
(Primmet al.2004)
(LagunasSolaret al.2005)
(Whanet al.2005)
(Zhanget al.2002)
(Gomilaet al.2007)
(Walkeret al.2000)
(Angenentet al.2005)
(Primmet al.2004)
(Vugiaet al.2005)
(Sniezeket al.2003)
(Kahaneet al.1997)
(Winthropet al.2002)
(Primmet al.2004)
(Lumbet al.2004)
(Wallaceet al.2002)

syst me doi M.ulcerans Australie (Phillip Island) (Stinearet al. 2000)
eau résidentielle 3 espéces Plusieurs (Primmet al.2004)
eau de baignoire M. avium/intracellulare Canada (Toronto) (Marraset al.2005)
syst me doi 4especes Australie (Phillip Island) (Rosset al.1997)
i mmeubl e i n M murale Finlande (Helsinki) (Vuorio et al.1999)
Dans cette |itt®rature sur | occuypesence

d 0 e @ableay?), les espéces de NTM. fortuitum M. gordonae M. aviumintracellulare
M. scrofulaceum M. simiae M. chelonae M. ulcerans M. intracellulare, M. kansasij
M. lentiflavum M. nonchromogenicupM. aviumsspparatuberculosiet M. szulgaj sont les

6

d

plus citéesFigure4) . I 1 est noter quodWNIMnhn@omatndea P ap
°tre i dentifi ®es | 6 ®poque de | estbraiséegap| e mer
| 6 ®poque, | e lleiseudidd i®y celnd mesn unliseshaoxdcewss da 6 i s o |
temps ai nsi g u @ue pataitl 4 6r at@ef the, sur | 6 ®t ude
responsables majoritairement des pathologies humainesnatles(Figure 4). Néanmoins,

ces donn®es doboc cidiguerdqued & eaatu dlee diownmesroamma® i o n,
du robinet, | 6eau des r®seaux de dérestde i but.i
potabilisaton est un type dbébeau majoritairement ci:
hydrique en compar ai s oune4p Qexi est cettamerentdldyfagg e s d 0 «
quel 6eau de ceshwe marad largemedtudiée dans un souci de sant

publique, en comparaison ° | 6eau de | denviro

38 |




Chapitre I: Mycobactéries et bassins versants

16

14

/ 12

10

8

6

4

i = o | B
/ / : ; 3 ==/ non définie
/ fortuitum

gordonae
—
‘ g —
—
L2

avium-intracellulare
AR
— sty
'

scrofulaceum
simiae
chelonae
ulcerans
intracellulare
— kansasii
.' lentiflavum
nonchromogenicum
L paratuberculosis
— szulgai
gastri/kansasii
mucogenicum
peregrinum
terrae
smegmatis
tusciae
xenopi
abscessus
aurum
bohemicum
gadium
gilvum
phiei
— septicum
= marinum
= asiaticum
— botniense
brumae
celatum
chitae
chlorophenolicum
diemhoferi
flavescens
— gastri
— genavense
. haemophilum
immunogenum
= interjectum
— mageritense
— malmoense
.' malmoense/marinum
murale

- . — == [ peoaurum
— —-— — parascrofulaceum
! = == == [ psychrotolerans
- — shimoidei
— — — triplex

(Kahana et Kay 1997 ; Kahaefal. 1997 ; Ros®t al. 1997 ; Tortoliet al. 1999 ; Vuorioet al. 1999 ; Stinearet al. 2000 ;
Walkeret al. 2000 ; Torkkoet al. 2001 ; Changet al. 2002 ; Le Danteet al.2002b ; Le Danteet al. 2002a ; Wallacet al.
2002 ; Winthropet al.2002 ; Zhanget al.2002 ; Sniezelet al.2003 ; Lumbet al.2004 ; Primnet al 2004 ; Septembest al.
2004 ; Trujilloet al.2004 ; Angenengt al. 2005 ; Blancet al. 2005 ; Lagunasolaret al. 2005 ; Marragt al. 2005 ; Pickup
et al. 2005 ; Vaerewijclet al. 2005 ; Vugiaet al. 2005 ; Wharet al. 2005 ; Chilimaet al. 2006 ; HIborn et al. 2006 ; Pickup
et al.2006 ; Gomileet al.2007 ; Santost al.2007)

Figure 4 : Proportion (%) de citationsd 6 e s p my®&lsactéties nortuberculeusesdans la littérature

rapportant leur occurrence dans différentsec hant i | (#6566 dbeatuions dbéesp ces

publiés entre 1997 et 2007
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1 Les habitats aquatiquesaturels

Tout comme les habitats terrestres naturels, il a été démontrésfi€M peuvent se
multipierdans | 6 eau pr oc apgH fabte@Ealkinham @00 Efectvamest
dans | 6eau de rivi re doéun bEwaséiércorrgléddesant f i
val eurs faibles de pH al or s spaotéiesthé&drorope® a p a
(livanainen et al. 1993) Par ailleurs, dans cette étude un modele expliquab &s
variations a été proposé, jestifie la présence deNTM dans cette riviere pared valeurs
faibles de pH5,6-5,9), la présence de plaines de toudiele zones de drainageproximité
ainsi que pamune demande chimique en oxygene (DCO) élgd&et 140mgQOy/l) et une
concentration forte en potassiuiivanainenet al. 1993) Cette étude @&galemenbbservé
une corrélation positive entre le dénombrement des NTM par bactériologie et les
concentrations de Fe, Al, Cu, GaCrdans | 0 e a ulivadaenstuak I993¢ e
Effectivement, les NTMsesont adaptées awonditions salines des eaux doupes i squdel | e
peuvent résistej u s g3w/d de NaCl (Dailloux et al. 1999) et sont majoritairement
mésophiles” | 6 e x c M psychmtolerashsgui peut se multiplier & detempératires
basseqDerz et al. 2004) ce qui leur permet de se multiplier dans les eaux de riviere des
régions tempéréePar ailleurs, @ raison du temps de génération long des mycobactéries dans
| 6 envi r onhewesmur M.,smegmabset 7heurespour M. marinum par exemplg
dans des conditions favorables en laborat@a@tmann 1975)ces derniéres ne peunegas
en théoriecoloniser efficacement les environnements aquatiques natoaelelles sont en
compétition aveades especes aux temps de génération plus rapides comme beaucoup de
Protéobactérieikazda 2000) Tout ef oi s i | est " noter que d
especes bactériennes ont des tempgémeration longs allant de 20 a 2@ureset que les
bactéries copiotrophgwivant dans des environnements riches en nutriments, en particulier
riches en carboney temps de génération courts sont le plus souvent sous forme dormante
attendant un appoen matiere organiquéRoszak et Colwell 1987)a nature hydrophobe
desNTM et leur résistance aux UV, confere sans dautes dernierdsa capaci t ® doc
des micreenvironnements spécifiques, par exemple les interfacesmairiches en lipides et
exposées aux UV comme le neusfensemble des organismes liés a la surface de,l'eau)
bien les interfaces eawurfaces (particules, plantes, pierres) ou la matiére organique
hydrophobe va ®gal ement uxsatided $eorrcontnre .aussi enu r r
avantage sélectif.Effectivement, ne rencontrant que peu de compétition dans les
environnements acideauxquet el |l es rr ®si stent, l es NTM seml
dans ces conditions que dans un environnement paésetgs pH neutreplus propices a la
multiplication de microorganismes neutrophiléssi, lesNTM sembl@t donc se multiplier
pr ®f ®r enti el |l ement danshumigbeeau de surface ric

i Les filieres depotabilisation

Les espéces d&lTM M. gordorag, M. nonchromogenicumM. aurum M. gadium
M. fortuitum, M. peregrinum M. chelonaeet M. intracellularequée | | es pr ovi ennen
souterraines ou doeaux de sur f acpotabpisatioly e nt °
coloniser les granulés deharbon actif de ces stationst ensuite étre élimin@&s par un
traitement final par chlation, comme cela a été rapporté pour la ville de RaesDantecet
al. 2002b) Ainsi des stations de potabilisation utilisant des granuléshdedon actif ou
peuvent se multiplient deNTM, et présentant une étape de chloration inefficace, peuvent
apporter certaines especes 888M dans | e r ®s eau de di strib
Effectivement,l 6 ®t uldéee fdfe caci t ® du t sires deepotabiisatonau ¢ h
(coefficient de létalité k exprimé do'min/mg), montre queles espéced. fortuitum (k =
0,02) etM. chelonagk = 0,03) sont plus résistantes que les espdcgsrdonag(k = 0,09) et
M. aurum(k = 0,19), quiquanta ellessont 1@ a 330 plus résistantes ghecoli (Le Dantec
et al. 2002a) De plus, il a été démontré que la résistance au chlor®.deium et
M. intracellularee st si gni fi cativement plus i mportant e

| 40 |




Chapitre I: Mycobactéries et bassins versants |

biofi |l m sur du pol ystyr n e(Steed et Balkkinhane 2006ku,suje u 6 e n
de la résistate au chlore, il est a noter quedésinfectionpar utilisation dechloramine

(produits de chloration en présence de matieres orgaigstgsius efficace sivl. aviumque

la chloration (chlore libre) en raison des interactions corrosives aveanalsationsen métal
(Nortonet al.2004)

1 Les réseaux de distributiord 6 epatable

Concernant les espéces N&M q u i arrivent dans | e r ®seau
croissance de ces derniéres sous forme de biofilm serait favpaskeprésence de matiere
organique (Falkinham et al. 2001) ainsi que la faible présence de compétiteurs qui ne
r®si stent pas aux tr ai t(kazde et Pavlik 2009Em aeffét,autei | | s a't
étude pilote a démontré que la désinfection dasalisationséliminait les bactéries
hétérotropheamais conduisait a une sélection quasiment a% @M. avium(Nortonet al.

2004) En outre, dans [tibneaaxWSAM avsemenM istracklulare ot a b i |
ont ®t ® retrouv®es enaiaptr@eden phusofbr eed:
réseau de distributior(Falkinham et al. 2001) Dans cette étudela turbidité et la

concmt ration en mati re organique de NIMeau on:
Ceci d®montre que ces derni res se multipli
facilementqud i | est ri che @akinhaadt al. 2008) Effectigementi, lgsu e
mycobactéries sorés plushydrophobes des bactéries en raison de la composition lipidique

i mportante de | eur paroi, ce qui |l es conduli
ddéair dans |Ideauvbul'l daa dsmedwceans | dair, ou
(George et Falkinham 1989 ; Falkinhaet al. 2004) La forte hydrophobicité des
mycobact ®ries | es condui ¢eadarnod lainatieyecorganauec e nt r
se concentre aussi par | e m° mdFalknha®gn260d) ne d ¢
entra’nant |l a formation de biofil ms mycobact

potable. De plusune forte corrélation a été démontrée entre la résistandé. deium et

M. intracellulare auc h | or e phobicité @ds ybbfiints(Steed et Falkinham 20Q6)

suggérant que la résistance au chlore des NBEMenpartie causée par la formation des
biofilms dans | es c Rlusadcamsant, une ritede d déenantré guneo t a b
| 6 e s M. ntaenum produisait pendant la phase stationnaire de croissance une
pseudocapsul e constit u®de4@kbDayln pernettaat da se #xerd ®s h'y
" une surface hydrophobe comme | e polystyr
formation doéun biofil mARaweetalk®t) ant en condi ti

|.3.c /Les interactions

Léassociati on demgandmdhe semnldguasétedia typeamersal
(quandune espéce inhibe le développement de l'autre), mais pletbtpecommensal (le
commensabénéficiede son hbétesans i nuire), ou parasitaire (Igparasite se nourrit de la
substance méme de son hétele détruisantlConcernant le mutualistée§ deux organismes
sont physiologiqguement indépendantais tirent un bénéficeunt u e | " coop®rer),
actuell ement aucune indication de b®n®fice p
bénéfice quelconque a coopérer avec une espece mycobactéRamgrécisément, en
fonction de |l ésosigionawleshes edTM,s, dobéaut pudles mi cr ¢
végétaux semblent dgg/pp e c o mme n s a hssociaidn cavedes amphébienk, des
reptiles,les mammiféeres terrestres et les poissons semble parasitaire ou de type commensal.
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1 Léassociatiomalde type commen

Les associations connues entre les NTM, les protozoaires, les végétaux ou les
invertébrés semblent plutdt de type commensal. La bactiéaiet bénéfice de son héte sous
forme de source de matiere organique ou de facteurs de croissancait possil udliser
commeun abri contre des conditions adverses. Il est possible que dans certains cas cette

association soit de type mutualiste, |l 6htlte
exemple | a bact®ri e pour r aants, vipoineg facteurs der * | e
croissance ou en acides gr as essentiel s, 0
déoenvahir | 6htte, ou bien d®grader des d®che

jusqubé”™ pr®sent ce t yegdécrd, @estd@no dGfficiledestatudr sur p a s
la possibilité de relations mutualistes avec les NTM.

- Avec les protozoaires

Le protozoaire aquatique du genrAcanthamoebasemblerait étre un hote
environnemental des NTNCirillo et al. 1997 ; Steineret al. 1998 ; Miltner et Bermudez
2000 ; Adékambet al. 2006d) Effectivement, il a été démontmé vitroqu 6 une souche
référenceM. aviumavait lacapaci t ® ddéentrer d aActanthameebap r ot o .
castdlani et de s O (Cirlimetlat 1097 | Milmer et Bermudez 20006 aut r e par
il a été démontré vitro que 26 especes differentesNiEMav ai ent | a capacit ®
les trophozoites et les kest du protozoaire aquatiqgdepolyphaga et doy survi vr
voir 24h en présence de 13g/ de chlore libre(Adékambiet al. 2006d) Plus précisément,
contrairement &egionellapneumophilegui peut se multiplier en eculture dans le kyste du
protozoaireA. polyphaga M. aviumsurvivrait™ | 6 ext ®r i eur de | a doubl
et utiliserait les nutriments excrétés par ce dernier pour se multiplier de fagon saprophyte
(Steinertet al. 1998) Des études plus récentes proposent un mathis lequeles NTM
résisteraient aux secrétions de toxines de ces protistes unicellulaires, se répliqueraient a
| 6i nt ®r i eur du protozoaire et ®vi teraient
intracellulaire des mycobactéries leur permettrait aussi de se protiges s conditions
d®f avorables de | eur environneme(salah P09 s qu e
Concernant | es r ®secablxnmee ®duser shut il dradodeaau
indique que ks Legionellaet les Mycobacteriums o n t d®t ect ®es au print
Acanthamoebgaet en automne avées amibed/ahlkampfiaet Naegleria(MarcianeCabralet

al. 2010) sugg®rant que | dassociation de ®es bac
par les saisos. Par ailleurs, ette capacé des NTM a survivre dans les amibes, leur
conférerait un pouvoir pathogemeh ez | 6 ho mme . raultiflieatioh damseesne nt
ambes f avori sait | 6 e nt rd® la myeobactdriedangnlasl nhacrgphages at i o1

humains (Cirillo et al. 1997 ; Miltner et Bermudez 2003t les cellules épithéliales
intestinales humaine@Miltner et Bermudez 2000)De plus,la présence dé. avium dans

A. castellaniipermettrait a la bactérie désistera des traitements par antibiotiques comme la
rifabutine, | 6azithromycine et | a terllemsr i t hr c
mycobactériose@Miltner et Bermudez 2000)

- Avec ledégumesetles végétaurquatiques

Indirecement lis au sol, il a été démontré que d&sxyumes entrant dans la
consommation humainecomme les brocolis,les salades]es poireaux,le basilic, les
champignons oles pousses de Daikgmouvaient étre contaminés par &&EM (Yoderet al.

1999) Effedivement, en Californie, les espécék avium M. gordonae M. genavenseu

M. flavescensont pu étre isolées danses végétaukYoderet al. 1999) Déaill eur s,
a climat tempéré de la Floride semblent étre particulierement a risqteevisisdes
mycobactérioses Bl. avium car le sol ne géle pas en hiver, et les périodes de production
agricole y sont plus longueReed et al. 2006). De plus, sans pour autant décrire de

m®cani smes de symbiose ou de parasitisme, |0
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MAP dans | 0envi,rrocondidgomexpétimentalsrcahirotpesgie cette sous
espece du MAC peut survibme pr ®s ence de f ces dans | 6he
semainessous @ doob,etculjius@Qud”™ 24 s e ma (Whidisgtorseb us ob

al. 2004) Néanmoins, aucune interaction avec ce type de végétaux €l Ik Nnadce jour

ete décrie. Par ailleurs, li serait possible de considérer les algues comme des réservoirs
potentiels deSNTM. En effet, que ce soit des algues de pays tropicaux cdrimmzeclonium

ou des algues communes aux pays tropicaux et temp@rgseHydrodictyon ces derniéres

ont la faculté de stimuler la croissanceMleulceransresponsablede 6 ul ¢ re de Bur
| 6 h®mi s gMuarsallieretall2@04b) Cette ®tude nda pas deOmMor

Croissance pour ddéaut r es, nmigcela ma sighifRerpasegsie - cr
déoautres algues de r ®gi o nlsméme effet Gur |@seespécasade p o u r
mycobact®ries de | 6h®mi sph re nord.

- Avec les insectes aquatiques

Certains insectes pourraient étre des réservoirblTid. Effectivement,M. ulcerans
responsable de | 6ulc re de Bu®nmidpheresufRosss mi s
et al. 1997 ; Stineaet al. 2000 ; Pedleyet al. 2004 ; Williamsonet al. 2008) semblerait
attei ndr gia derfaihsuimecies aquatiguésmar exemple,a p u c eNaucdris a u
cimicoides serait unhéte de M. ulcerans qui survivrait et se multiplierait dans ses glandes
salivaires sandui créer desdommage visibles(Marsollier et al. 2002 ; Marsollieret al.
2004a)

1 Léassociation parasitaire ou degpe commensal

Lédassoci at i on deswrsébrésl padt éaev sojiarasitaire ou de type
commens al en fonction de | 6esp ce de NTM c
bact ®r i e . kes NTdMesont déshpathogénepportunistes et donc peunteétre en
association de typeommensabhvec un hoétesans provoquer de maladie L o r shaisded u n e
des d#fen®e s d tcettedetation commensale peut devenir parasitaire

- Avec les poissons

Beaucoup doéesp ces deésgvoiisde sifémentep especes de °tr
NTM.M.marinume st | a principale esp ce dbébune mycol
chez |l e poi sson. Deux |l i gn®es de <cette esp
uniguementhez les especes poikilothezg{espéce dont latepérature corporelle varie avec
celle du milieg et a la doss chezrces espéces mais aussi chez les homéothermes
(espéce dont la température corporeke régulée par leur métabolign{ean der Saet al.

2004) Concernant les especes llothermes, | e s poi ssons déaquar
Hypancistruszebra(van der Saet al.2004)o u d 6 a q u a ¢ WDicentnarciéus labcaxnme
Chaetodon fasciatysSparus aurata Siganus rivulatusEretmochelys imbricataCyprinus

carpio, Bidyanus bidyanugt Channa striatapeuvent étre infectés par des NTMcko et
Colorni2005) Do6aut r e ¢speces NTN) @ecritas receEnemenine nouvellea été

i sol ®e de bars d6AmM®ri que pr ®sentant des ul
baie de Chesapeake dans le Maryland aux USA et norMnékesapeaki{Heckertet al.

2001) Concernant les poissons destinés a la consommation humaine, certains poissons
congelés présentés en grasdeface en Espagn8dglea soleaMerluccius merlucciusGadus

morhug Genypterus blacoded ophius piscatorius peuvent contenidesNTM dans leurs

ti ssus et dans | 6eau de d ®doterrge®M. peregrioum,, en g
M. nonchromogenicumM. gordonage M. fortuitum, et M. chelorae (Mediel et al. 2000)

Néanmoinc et t e ®tude nda pas pu d®terminer si | e
et aucune myjgbact ®r i ose humaineda,bdoi i gidéngntozalri, me®tt

Léassociation des NTM avec | es manmsnsaems ser
fonction de tobseé&rge. ce de NTM
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- Avec les amphibieret les reptiles

Les NTM sont certaiement les agents étiologiques majeurs des infections provoquant
des granulomes chez les serpents, les tortues et les |¢3afdati et al. 2004) La plus
courané des infections a NTMchez lesamphibiens etlesr ept i | es, est | 0
M. marinum qui peut provoquer des épidémies en captivité chez la grenouille taureau
Pyxicenalus adspersugt des serpent@Maslow et Wallace 2002)et se traduit pard
colonisation deshais d e | (Bizzireti Miller RO05) Par ailleurs des pathologies cardio
vasculaires causées pes NTMsont aussi a noter chez les amphibi@ghsinzTaheny 2009)
Dans | 6environnement, d 6 Musztulgad(€haietsap20@6kes de N
M. gordonae (Kirsch et al. 2008) peuvent provoquer des granulomes viscéraux chez |
grenouilleXenopugropicalis, dont des lignés cellulairesconférent a M. ulceransla capacité
de semultiplier in vitro & des températuresdsasd e | 6 o r d(Prancaliret aR280R)C

- Avec les oiseaux

Les oiseaux de différentes especes sont des réservoirs potenh8IiMdé&n effet, une
étude menée par la Société Zoologique de San Diego aux USA sur les mycobactérioses des
oiseaux de zg entre 1991 et 2005, a observé une prévalence et une incidence respectivement
de1,2%et3@a pour diff ®r e n t(Witte etaals2p08)cCette étublé indiqede a u x
plus g u e sur |l es guel ques i de vk avilm fatala iplasn s do
frequemment détectte DO autr es rsul tats i ssus déobse
M.genavenss e mb | e ° & frégueniméng isgkée chez les oiseaux entre 1986 et 1995
(Hoopet al.1996) a i ansra 1988 etd99%Portaelet al. 1996) De méme, il semble que
dans une moindre mesure, les oiseaux puissent étre infectés par les bsgedestum,
M. tuberculosisM. gordonag etM. nonchromogenicur(Hoopet al. 1996)

- Avec les mammiféres terrestres

Les mammiféres terresttesauvages et doOo®l evage sembl ent
des NTM. Par exemple, en France, la NMMavium peut infecter les animaux sauvages et
|l es ani maux do6o®l evage de | a famill e (Bets bovi
et al. 2005) LoeMpviumeause doaillleesurpgporcchse do®l evag
tuberculeuses serables a celles causées par des especedMdC, et pse donc des
probl mes maj eur s de prophyl axittage dkg bétesa t ub
(Radomskiet al. 2010) (Annexe 1) . D6autres esp ces de NTM p
infections chez |l es ani maux sauv alegsdNIM et do
M. avium M. scrofulaceum M. chelonage M. porcinum M. gallinarum et M. simiae
provoguent des infections dans les élevages de fdiasamedet al. 2009) En République
Tcheque M. aviumegd aussi principalement responsallled i nf ecti ons mycobact
les ovins, et leSNTM M. chelonagM. terrag, M. phlei et M. fortuitum peuvent aussnfecter
ce bétail(Pavlik et al. 2002) Bieniqudials mhaore ® ® prouv®
une voie de contamination, l e Il ait cru de b
Brésil peut contenir les NTMM. simiag M. kansasij M. flavescens M. gordonae et
M. lentiflavumet représentenn risque pour les consommate@srdad Junioet al. 2009)
Les mammi f res sauvages e tesniafewdde cedamesespécesmb | e
parasites de NTM et pourraient les excréter dans leur lait ou les répandre dans
|l 6environnement via | e uesmce MAR dusMAQR&mardgpea r t i c u
Thoen 1977 ; Kharet al.2004)
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1.3.d / Le rble écologique

[ ndexi ste que peu doi nf or matducarbosedes ur | e
| 6azote et du phosphor e .M. tibercubmsisehld. davig la geden a u x
dans celui de MAP de la fumarate rédscea et de | Qre)pidégran leswgén@sa s e (
ureA ureB, ureC, ureD, ureF etureG, i ndi que comdgeenles aivates Sorit ine n

source do®ner gi e nesgeeuwu &MACp et Wque cette NTMepréseotas s
probablement une faible pé&tnce pour les environnements ammoniaqués et dxtaés et

al. 2006) Néanmoins, aucune donnée ne permet de généraliser cette voie préférentielle de
dégradation des acides aminés aux autres NTM. Concéenaytle du carbone, la littérature
souligne n®anmoins | 6i mportance des NTM dans
acides humiques et des lipides.

1 Utilisation des xénobiotiques carbonés

Concernantla dégradation du carbone, la littératuse focdise beaucoup sur la
dégradation de xénobiotiques carbonés, en particulier higgocarbures aromatiques
polycycliques(polycyclic aromatic hydrocarbon®AH). Dans les bassins versants, les sols
polluésen PAH, au méme titre que les sols non pollués, grtEnt une grande diversité de
NTM. Effectivement une étude indique que les sols pollué®AH (pH de 55 a 9,0
carbone organique total de 0,8 a %0 lipides < 50mg/kg) contiennent de®TM a
croissance rapide meétabolisant d®H, commeM. anthraceficum, M. frederiksbergense
M. austroafricanum M. hodleri et M. petroleophilum ou non, comme M. alvei,

M. moriokaensg M. lacus M. mageritensge M. tusciag M. gadium M. isoniacini,

M. holsaticumet M. septicum alors que les sols non pollués BPAH (pH de 7,0 a 8,9
carbone organique total de 1 &7, lipides de 50 a 460fg/kg) ne contiennent pas M
métabolisant le$AH (Leys et al. 2005) Effectivement, dedN\TM a croissance rage sont
capables de dégrader dembreux composés xénobiotiques pouvant étre présents dans les
sols. Plus précisément, |eNTM saprophytes a croissance rapitk anthracenicum

M. aromaticivorans M. fluoranthenivorans M. frederiksbergense M. hodleri,

M. pyrenivorans et M. vanbaalenii sont connues pour dégrader certairdH comme

| 6ant hr ac pyreee, le Hemnthtaeenele biphényl, le chryséne, le fluoranthéne, le
fluoréne,le 1-nitropyrene, le phénanthrene et/ou le pyrereb(eau8). Ces especes &TM
pouvant dégrader dd®AH, ont toutes été isolées de sols ou de sédiments pollués par ces
compos ®s, refl ®&t ant une nouvelle foiINSM.l es ca&
Plus préciément, les génesidA et nidB (U and b subunitring-hydroxylating dioxygenage
codant les sous n i t ® sdesdéshydrogémaseale cycles aromatiques sont présents chez
les NTM M. vanbaalenij M. flavescen®PYR-GCK, M. gilvum BB1 et M. frederiksbergense
FAN9, qui sont connues pour leurs capacités de dégradatiofAtegBreznaet al. 2003)

Tout comme poute genre bactérielsphingomonagjui est aussi capable de dégrader les
PAH, il semble que la structure des communadtégenreMycobacteriunsoit commandée

par la biodisponibilité des PAH dans les s@liyttebroeket al. 2007a) Effectivement, les

NTM capables de dégrader les PAH sont principalement associées a la fraction argileuse des
sols (Uyttebroeket al. 2006) De plus, & NTM a croissance rapidd. montefiorensesemble
dominer la minéralisation doyrene a pH &, alors que dans un sol a pHe7pyréne semble
ddavant age °t commuondauté tel NSTI& crpissance dent@yttebroeket al.
2007b) Sans rapport direct avec la croissanoeeNTM proche deM. diernhoferia aussi été
decrite comme ayant des C auprea type t d® xénobli@iqued ® g r a C
| 6 e nd puwnuriettiaide (Sutherlandet al. 2002) Mais ce type de dégradation reste
néanmoins peu décrit chez N¥M. D 6 a wartycertainedNTM ont acquis des résistances a
certains xénobiotiques métalliques pouvant polluer les sols, commexempleM. marinum
(Stinearet al. 2010) et M. abscessugRipoll et al. 2009) qui possédent un plasmide de
régstance au mercure. La encpee type de dégradation de xénobiotiques reste tres peu décrit
chez les NTM.
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Tableau 8 : Mycobactéries nortuberculeusesisolées de sols pollués et capables de dégrader les
hydrocarbures aromatiques polycycliques

Espéce de Nomdela Contamination Composés dégradés Référence

mycobactérie souche du sol

M. anthracenicum Y15709 industrie non détaillé (Wanget al.1998)

M. aromaticivorans  JS19bl charbon non détaillé (Hennesseet al.2009)

M. fluoranthenivorans FA4 charbon fluoranthéne (Hormischet al.2004)

M. frederiksbergense - charbon phénanthréne, fluoranthéne (Willumsenet al.2001)
pyréne

M. hodleri EMI2 fluorarthene phénanthreneluoréene, (Kleespieset al. 1996)

pyréne, anthracene,
fluoranthéne

M. pyrenivorans 17A3 industrie phénanthréndluoranthéne, (Derzet al.2004)
pyréne

M. vanbaalenii PYR-1 pérole chryséne, anthracéne, (Khanet al.2002)
fluoranthéne, Aitropyréne,
phénanthréne, bigmyl,
benzopyréne

non déterminée RJGIF135 charbon pyréne, benzanthracéne, (Schneideet al. 1996)
benzopyréne,

non déterminée PCO1 sédiments phénanthréne, anthracéne, (Rockneet al.2003 ;

ddest ua fluoranthéne, pyrene, Shoret al.2003)

et benzanthracéne

1 Utilisation des composés carbonBmtiques

La croissance des NTM en biofilm dans | es
parla présence de matiere organiqbalkinhamet al.2001) do6éaut ant pl us que
matiére organique se concemtrelans le méme compartiment, a sadoib i nt er f ace e
(George et Falkinham 1989 ; Falkinhanal. 2004), en raisondpo h® nom ne dbéadso
préférentielledue a leur forte hydrophobiciigalkinham 2004) Dans | denvironn
NTM utilisent aussi c e p hl® poorntaptee lesdéémets or pt |
nutritifs organiques de petites tailles, afin de se multiplier méme lorsque leur environnement
est pauvre en matiére organiqrimm et al. 2004) N®anmoi ns, aucune
disponible sur le processus de dégradation de la matiere organique par les NTM en milieu
naturel.

Alors que la littérature sur 6 ut i | ilsiapgii bens dkeasns | denvironn
est quasiment inexistante, celle $emrsvoiesd 6 assi mi | at i onest@rbfusel e bi o
Sans d®crire | 6ensembl e de slesmhaabactériepesivend e | a

incorpore par endocytose e s aci des g rpasitiqueow nbnaeoléibdéesaus d e
forme libre ou de triglycéridéGoren 1972)Sur le plan génétique, le métabolishipedique

des mycobactéries comporte pas moins de 250 enzymes, incluant des enzymes homologues a
ceux rencontrés chdes plantes etels animauxXMarri et al. 2006) Le catabolisme lipidique

des mycobactéries est tres décrit, et est majoritairement rédi pan p f@d (fatty acid
degradation operonjle dégradation des acides gras, qui senadsez conservé chez les
especesM. tuberculosis M. bovis M. leprag et MAP (Marri et al. 2006) A titre de
comparaison avec une autre bactéfecoli, les espéces de mycobactéries comniem

environ cingfois plus de genes contrdlant le catabolidipielique (Primmet al. 2004) Plus
précisément, le répresseur transcriptionnel dedét8stéroidee 1déhydrognase codé par le

gene kstR (3-ketosteoid @ee idehydrogenasge contrélerait chez M. tuberculosis et
M.smegmatis | 6 expression de 83 et 73 g nes coda
source énergétiqugkendall et al. 2007) Ce genekstRavait été décrit inialement comme

jouant un role dans le catabolisme du cholestérol chez des actinomycétes du sol comme
Rhodococcust dans la survie dgl. tuberculosisdans les macrophagésn der Geizet al.

2007) De plus, un second gene régulateur transcriptionnel noksti@ a été récemment

décrit comme contrélant 15 genes du catabolisme du cholestggalMycobacteriumet
RhodococcugKendallet al.2010)Conc er nant lipidigaedesiycdbacteries ce

| 46 |




Chapitre I: Mycobactéries et bassins versants \

dern er est b as @& 6suunri t|®G6® | scuatgopsteespyme é\samifiees ou

non (Goren 1972) et est contrélé par 65 genes en commun dans les génomes de

M. tuberculosis M. bovis M. leprag et MAP (Marri et al. 2006) Outre la production
do®nergi e, |l e m®t abol i sme | ipidiqgue des myco
des constituants lipidiques de leur paroi.

I/ Les autils analytiques goplicables aux matrices environnementales
Jusquod- pr ®sent | a r e c hsenrattehtiensus leg especes NT M
déint ®r °t en m@tdrieairdainsequehsur teadspeees Eésentant des capacités
de dégradation deRAH. Parconséquet, les outils analytiques actuels ne sont pas adaptés a
| 6®t ude des NTM ccrgeséralEfteetivement; ds outile analytiquede

d®t ecti on, doéi dent i f i oyxdbackres senthajodt@renerdssusc t ®r i S
de développem#s pour des applications dames milieu médicalou vétérinaire Ainsi, ces

outils qui néont pas | es m°mes objectifs, r
environnementales, et | 6®t udenéakssite umytbéebact ®r

méthodologique avant tout développement a ce type de matrices
I1.1/ La détectionet la quantification
II.1.a/ Par microscopie

1  La propriété tinctoriak

La richesse lipidique de la paroi dé$B, dont fait partie les mycobactérjeleur
confére une résistance aux asidg aux bases. Cette résistance est a la base de la procédure
de référence de coloration dAgB, appelée coloration de ZieNeelsen. Cettenéthodea
chaugcol ore ~° | a fuchsine, d®col ore ° | 6acide
D 6 a u olaration desAFB peuvent se faire a froid comme la coloration de Kinyoun qui
utilise les mémes réactifs que la coloration de Ziélsen, la coloration de Tdrhiam-Hok
qui colore avec une solution de Kinyoun et décolore avec une solution de Gabett, et
col oration de Degommier qui colore " | 6auran
thiazine. Les colorations de ZieNeelsen, Kinyoun et TamhiamHo k per met t ent do
en microscopie photonique Ie8FB en rouge orangé sur fond bleu, lat méthode de
Degommier permet de les observer en microscopie a fluorescence en vert jaune sur fond
rouge orangéEuzéby 2010) Cesméthodesne sont pas spécifiques des mycobactéries, car
el l es peuvent a u sté&ies commmg parreremplede$ gearesNoeasdia b a ¢
Legionellaou Corynebacterium(Shinnick et Good 1994)Ces méthodes de détection par
coloration ne per met tseARB détdctdnet nécpsaitentd d @utd e e 5 i |
investigatiors par bactériologie ou biologie moléculaginui seront exposées par la sube
plus, les seuik de détectioret de quantificatiomles ces méthodesnttrés faibles (Woods et
Walker 1996 ; Selvakumast al. 2006 En cons®quence | 6applicatio
peu-étresuffire pour détecteou quantifieles AFB dans des matrices fortement contaminées
comme leséchantillons pathologiquesnais est peu efficace pour des matrices faiblement
contaminés comme les échantillons environnementaux.

1 Lohybrinditat i on

La méthodegoar hybridationin situfluorescentdfluorescentn situ hybridization FISH)
est une tedhique cytogénétiquepermettantde détecter spécifiquement des éléments
g®n®t i ques ° | 6i nt GHId peult doncnéfremeenployé® ypoue quantdidr | u | e
spécifiquement des microorganismes dans des matrices compieiesseulement pour les
especegonnues pour lesquelles des sondes spécifiques ont été déveldfilerécessite
toutefoisde connaitre un élémenticléiqueconservé uniquement au sein du microorganisme
®t udi ®, afin déy hybrider uumemokala luescente,mp | ® me
comme la luorescéine isothiocyanatet la cyanine3, ou par un antigéneéveélé par
conjugai®n doéun anticorps fluorescentobservéens ®c ha
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microscopieparfluorescenceLa méthodd=-1 SH a f ai t | Oemttppuedétectete d ®v e
spécifiguementles espécesde NTM Mycobacteriunkansasii et M. avium dans des
échantillons cliniquegLefmann et al. 2006) M. avium dans les biofilms des réseade

di stri buTorenen ed &@.e280d) et M. avium ssp.paratuberculosisdans des
échantillons cliniques de patients atteints de la maladie de Qlelianathamt al. 2006) et

dans des bi ofi | ms de r @ehwla atxal 20@6) Mlavemh r i but |
ssp.paratuberculosisest aussi suspeetél 6 °t r e | 6agent responsabl e
chez | 6humai n, une (Thorelele89)i oA e ayeurdul @wtiolr
méthode FISH est donc limitée a la détection de quelques espéeces dWgenlacterium

et aucune méthode de ce type ne permetdedéer | 6 ensembl e de ce gen

11.1.b / Par culture

Ces m®t hodes reposent tout es sur | 6 ®I i
mycobactériens en utilisant les facultés de résistance des mycobactéries a certains
antibiotiques et aux composés aclsiquesLes méthodes de quantification d83'M dans
| 6eau ne sont : past noemabtit 8 ®epsas de consen
d®cont ami nati on et Effecevement les auteursdi@vaiBaot|ser metta t .
matrice utilisent diverses méthodologies emptaa a la microbiologie clinique.

Actuel |l ement , ces m®t hodes ndont padNTM®t ® co

dans | 6eau.

il Les m®t hodes de concentration de | 6®chant.i
LarecherchedeéddTMdans | 6eau de | 6envir aliséeavee nt ou

des volumes doé®c hmlmtleo0ml, etren corcentramtnpar filagon 4ud
membrane a 0,22m (livanainenet al. 1993 ; Kamalaet al. 1994 ; Torkkoet al. 2001) a

0,45um (Neumanret al. 1997 ; Le Danteet al.2002b) 20,450 m sui vi ddédun d®cr
cellules au dodécylsulfate de sodiurgsodium dodecyl sulfateSDS (Stinearet al. 2000 ;
Pickupet al. 2005) 4 0,450m s ui vi déoun d®plt (Hilboreettl. sur n
2006) ou par centrifugatio(Lumb et al. 2004 ; Parashaet al. 2004) La méthode de
concentration dese ®cdamvi i domas meddoeralséeeds t d
actuellement.

| Les milieux doéisol ement solide

En raison des exigences métaboliquesMEMI, la quantification par isolement de ces
derni res n®cessite tu@ sdide complexdsicamme hdlieuami | i e u>
j aune do1 dgawaleggQaokamedium OEY),lemi | i eu dbéOgawa ~ I

éthambutol(ogawa mediunmofloxacin ethambutol OEOE), lemilieu sélectif de Falkinham
(Falkinham'sselective medium FSM), le milieu de LowensteirJensen(LJ medium), le
Middlebrook 7HLO (Carsonet al. 1988 ; Kamaleet al. 1994 ; Neumanrt al. 1997) ou le
Middlebrook 7H11 qui correspond adi dd | ebr oo k 7 H1 additd cbksiittéi on n ®
d @cideoléique,d @bumine bovinde chlorure de sodiumge dextroseet decatalase deic

acid, bovine albumin, sodium chloride,dextrose, catalase: OADC), qui augmente la
sensibilité aux mycobactéri¢g€age 1994)Tous ces milieux solidede culture peuvent étre
additionnés demycobactine J un sidérophomécessaire pour cultiver certaines especes
commeM. aviumsppparatuberculosigWhittingtonet al. 1999 ; Donaghyt al. 2003 ; Sung

et Collins 2003 ; Sungt al. 2004 ; de Juamt al. 2006) Néanmoins, la richess#e ces

milieux implique le développement adaicroorganismeson mycobactérieninterférents qui

entravaet le développement dédTM, en particulier ckii desNTM a croissance lent€eci

est le cas pour des échantillons cliniques, vétérinaires et envinenteux.L 6 ut i | i sat i ol
milieux pauvres en conditions oligotrophiques pouraaissiconstituer une alternative pour

i sol er l es NTM de | 6envi r o reineemoiesexigeantesjae ces
celles isolées en milieu clinique.
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1 Les supplémets antibiotiques

Afin de limiter les microorganismemterférents, le milieu de culture Middlebrook
7H1} peut étre supplémenté en antibiotiqu&n milieu hospitalier, pour la détection

automatisée en milieux liquides, il est notammetitisé le complexel 6 a nt i lwongtitué qu e s
en concentrations finales de 40ml de polymyxine B, 40g / ml doamplgnl ®&r i ci r

ddaci de n ad/ml deitrimitiogppriene et dg/ml de carboxypénicilline (Anargyros

et al.1990 ; Stageet al.1991 ; Convilleet al. 1995 ; Realinet al. 1997 ; Brunellcet al. 1999

; Leitritz et al. 2001) (polymyxin B, amphotericin, nalidixic acid, de trimethoprim, azlocillin
PANTA). Ces concentrationent déja été utilisées dans du miligdide Middlebrook 7H11
(Donaghyet al. 2003) Certains auteur s, d atansnés| utiliseata s
de la vancomycine a des concentrations deu@/il (Donaghyet al. 2003) 10pug/ml
(Collins et al. 1990 ; Carbonnellet al. 1996) ou encore 2@ug/ml (Anargyros et al. 1990)
dans le milieu de culture.

i Les décontamiants chimiques

Les car act ®ralceoloiégistarces deslydobactéridgmeuvent étre utilisées
pour éliminer lesmicroorganismesde contamination par décontamination chimique, en
utilisant des acides, des bases ou des détergémisiste quatre méthodes de référence. La
méthode de Lowenstein §HO, & 4% v/v) est généralement utilisée pour des échantillons
médicaux et vétérinaires tres contamifiezold et al. 1968 ; Mitchison et Aber 1974 ; Thorel

et Boisvert 1976 ; Ambrosiet al. 2008) et a aussi ®t ® appliqg

| 6 envi r (Kanmkaehal.l994) La méthode de PetrofPetroff 1915)(NaOH a 4%
v/v) est toujours utilisée en milieu médi¢@Wanget al. 2004 ; Kunskt al. 2006 ; Salenet al.

2007) et a ®t ® test®e sur d@alomidoeeh Rortaals 1998 | ci e |

Une méthode plus récente (SENaOH a 3%-1 % v/v) appelée TacqueTison (Tacquet et
Tison 1961 ; Tacquet et Tison 1966Fté initialement appliquée a des échantillons cliniques
(Narasimharet al. 1972 ; Douet-Populaireet al. 1996 ; Alvarezet al. 2008 ; RuizManzano

etal.2008) etaétast i | i s®e sur de |(Kamadaatalded)eéOedei I 6aa

débusi nes deleanteetl 20020y @neméthade aussi récenfNaOHNALC

a 2%-0,5% v/v) appelée KubicdKubica et al. 1964) est recommandée p#&es centres
ameéricains de maitrise des maladiesnfers ofdiseasecontrol. CDC) pour les échantillons
médicaux en particulier les expectoratior@ette dernierea  ®t ® uti |l i s®e
artificiellement contaminé€Thorntonet al. 1998) et semble conven#é des échantillons trés
contaminégpar des microorganismes interféreotsnme des féecg¥ ajko et al. 1993) Deux
méthodes non référencées sont aussi a notel a m®t hode (COQHH atdai d e
méthode awchlorure decetylpyridininium (etylpyridininium chloride: CPC). La méthode a

| 6 aci dea55dxva ést parfois utilisée en milieu médiqaVhittier et al. 1993 ; Bange

et al. 1999 ; Bange dBottger 2002kt semble convenir a des échantillons tres contarpaes
des microorganismes interféremtsmme des fece&'ajko et al. 1993) La méthode aPC

s u

0 X

(0,005% finale) pr opos®e pour pe®ootamindéithulzeRbbbeatleet | 6 e a u

al. 1991)a été utilisée pourechercher les mycobactériesdahe | 6 eau potabl e
(Tsintzouet al. 2000 ; Nortoretal. 2004 ; Thomsort al. 2008)et hospitaliergVantarakiset

al. 1998) Néanmoins, il estonseilléed 6 ut i | i ser des csgOOs%fmdley at i on:
pour traiter |(Nemrmanret@lrl998) cont ami n®e
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II.1.c / Par chromatographie

Récemment, des outilabés sur la chromajmaphie gazeuse couplée a lacdpamétrie
de massegas ©iromatographiymass spectrometrgzCi MS), ont vu le jour pour détecter des
biomarqueurs potentiels d#&l. tuberculosis c 0 mme hdxdace@sanoiguelans des
échantillons clinique (Kaal et al. 2009) plusieurs acidemycoliques dans les os ancsaie
plus de 1400 an@vinnikin et al. 2010)ou les acidesmycoceérosiqug en particulier les cires
de phthiocéroldimycocérosatesans des squelett¢Redmanet al. 2009) Néanmoins, ces
méthodesse focalisent sumM. tuberculosis et ne sondonc pas utilisables pour détecter

genre Mycobacteriumou des especes ddTM. D6 aut r e part, une ®t u
chromatographie liquide de haute performafagh performanceliquid chromatography:
HPLC) couplée alesspectrometresde masse entandetnans | 6 o b j edifferenfs de dG@

microorganismesiansdes échantillons cliniques et environnementa@gtte méthode est

basée sufa caractérisatiomle lipides membranairesipides neutreset phospholipides de

d®r i v®s de s p o cide,6dprdinig@ersiatilisast les atides hudl&ques des

Gram positifs en état de dormance et du lipopolysacchagde i est | 6endo
caractéristiqualesGram négatif{White et al. 2002) Néanmoinscesméthods nécessitat

desbase de donnégexhaustive de profils spectrométriquegpar microorganismesjui pour

| e jantprasn d aiadéveldppementater-ladoratoires (White et al. 2002 ; Kaalet

al. 2009 ; Redmaeet al. 2009 ; Minnikinet al.2010) Bien que prometteuses, les méthodes de
détection des microorganismes dans les matrices environnementales basées sur des outils de
chromatographie, sotdujoursau stade de développement.

I1.1.d / Par outils moléculaires
En raison ded faible spécificité des outils microscopiques, de la lourdeur analytique

des méthodes obnophages de culture t de | 6absence de recul
chromatographiques, |l a d®tection et plas quant
dedévelppement dbéboutils analytiqgues en biologie

q Les amorces de la littérature

Les amorcede polymérisation en chaingdlymerase chaineaction: PCR de la
littérature, ciblant différents loci des génes de mésagh (superoxyde dismutaseodant &
superoxyde dismutaseecA (homologous recombinatipncodant larecombinase rpoB
(RNA-polymerasex o d a n t -polydétaBeirs (L6SrRNA) c o d RMri69,l h§@%
(stressheat shock proteinjodant une protéine de résistance aux chocs thermignesque
gyrA et B (gyrasesubunit A and B codant les sous unités A et B de la gyrasst été
dessi n®es dans des objectif s andlyse deesaquendes c at i
multi-loci (multi locus sequencing analysi¥ILSA), polymérisation en chae et analyse par
restriction enzymatiquepdlymerasechain reactionrestrictionenzymeanalysis PCRREA),
PCR classique ou PCR en temps réebleal9).
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Tableau9: Amorces ciblant le genreMycobacteumd ans des objectifs doéidentifi

Geéne sens antisens  Taille (pb) Application Référence
sodA  SodF SodR 464 Identification paMLSA (Domenectret al. 1997 ;
Adékambi et Drancourt 2004)
7261 7212 434 Identification par (Zolg et PhilippiSchulz 1994
hybridation ouMLSA Gomilaet al.2007)
recA recF1 recR1 900 Identification paMLSA (Blackwoodet al.2000)
reckF3 recR2 900 Identification paMLSA (Blackwoodet al.2000)
rpoB  RPO5V  RPO3V 360 'dent”icaéigg par PCR (Cheunoyet al. 2005)
M5 RM3 136 Détection par PCR (Kim et al. 2004 ; Mokaddas et
Ahmad 2007)
Rrs 110F 264R et 475 Détection par PCR nichée (GarciaQuintanillaet al.2002)
I571R
pmycl4 pmyc7 200 Détectionet quantification  (Kox et al.1995 ; Dutilet al.
par PCRen temps réel 2007)
MYC-12  MYC-13 300400 'de”tiﬁcaéigg par PCR (Dobneret al. 1996)
285F 264R 1000 Identification paMMLSA (Kirschneret al. 1993)
8FPL 1492 1400 Identification pamMLsA  (Turenneet al. 2001 ; Cok et
al. 2003 ; Gomileet al.2007)
F246 R266267 620 Détection par PCR (Boddinghau®t al.1990)
FWu RWu 270 Identification par (Wu et al.2007)
séquencage ou dotblot
DistinctiondesNTM du
2945 242227 200 MTC par PCR en temps (Shresthat al.2003)
réel
mycF mycR 473 Détection etdentification  (Mendumet al.2000 ; Chilima
par séquencage et al.2006)
gyrA Pri9 Prig 110 Détection de la résistance  (payendorffeet al. 2003)
aux quinolones
gyrB GyrbA GyrbE 117 Détection de la résistance payendorfferet al. 2003)
aux quinolones
F119 R184T7 184 Identification par (Fukushimaet al.2003)
hybridation microarray
hsps5  65kDaf2  65kDar3 110 Détection et quantification (Tobleret al.2006)
par PCR en temps réel
MAChspF MAChsp6 1059 Iden}ification par (Turenneet al 2006)
_574 5R séquengage
Th1l Th12 360439  Distinctiondes especes di (Swansoret al. 1997)
MAC par séquencage
|dentification par (Smde et al. 2002, McNabket
Séquengage al. 2004 X YZQUIerdGEt al.
2007)
Distinctiondes espéces di (Oliveiraet al.2003 ;
MAC par PCRREA Prammananaat al.2006)

(Telentiet al.1993 ; Domenech
Identification par PCR et al.1997 ; Cheunowt al.
REA 2005 ; Bannalikar et Verma
2006)

MAC: Mycobacterium aviumcomplex, MLSA: multi locus sequencing analysis, NTM: +oberculous
mycobacteria, MTC:Mycobacteriumtuberculosis conmlpx, PCRREA: polymerase chain reactigastriction
enzyme analysis.
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Parmi ces amorces dessinées pour des applications méditaldea(9), certairs
auteurs indiquent une spécificité des ces dernieresxvis du genre Mycobaderium
(Boddinghauset al. 1990 ; Koxet al. 1995 ; Mendunet al. 2000 ; GarcigQuintanillaet al.
2002 ; Kim et Yur 2004 ; Chilimat al. 2006 ; Tobleret al. 2006 ; Dutil et al. 2007 ;
Mokaddas et Ahmad 2007jnas aucune ®tude nbéa synt hdeti s® |
ces derniéres. Il est néanmoins possible de comparer ces amattea9) en estimant leur
sensibilité et la spécificité théoriquBigure5) par | éal gor it hme sde r ec
locaux principauxbasic local alignment search tool: BLAST) dentre national américain
doéoi nf ormati on ationalcentenfe bidiechmdlogygrifoematiddCBI). Mon
étude révele des senditdis et spécificités théoriques trés varial#atre ces amorceligure
5), quéelles aient été développées dans un objectif de spécificité concernant les applications
déidentification ou dans tuas applicgtions deidétectiore s p @

(Tableauw9) . 1 nébexi ste donc pas ~ | 6heure actue
cibler pour d®t ecter sp®ci fiquement |l es my
d 6 a moaréteréadiséen uti |l i sant des microorgani smes d
de sp®ci ficité@coaduiptoaur end ousili sant des m
environnementalePar ailleurs, il est a noter une récente technologie nommé Luminex qui

fonda i onne sur |l e couplage dbébune sonde prot ®i
magnétigues LOhybridation de | a sonde flioredcenceci bl e

et, sans prendre en compt el 4 wdtiond@tbiksperraettrditd e x t r a
d 6 a b deslsnies de détection. Cette technologie a été proposée pour détecter et quantifier

des microorganismgsathogéned a n s (Griflita atal.2009) mai s ndéa pour | e
®t ® appliqu®e au NT M, ni fait | 6obj et de
guantification moléculaires.
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INom du géne et
des amorces PCR
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Figure 5: Sensibilité et spécificité théor q u e s
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N2/L6i denti ficati on
Il.2.a/ La caractérisation biochimique

L6identi ficati oMIM len micrbbiologieqdingue depase sur la
classification de RunyofTimpe et Runyon 1954jjui est basée sur la vitesse de croissance et
sur la pigmentation que prennent les souches dans différentes conditiomsxé4) . Cbhbest
cette méthode qui est toujours utilisée pour caractériser les nombreuses espédesqis
continuent a étre déces actue# me nt . C o nentdicatioa mesNTM doar la
classification de Runyon, apres avoir déterminé le group®&Td auquel appartient la
souche a identifierAnnexe4) , dettification de son espece nécessite dsis biochimiques
complémentairesie croissancdEuzéby 2010)en présence de certains composés, et de
résistance a certains agents chimiqudanéxe 5, Annexe 6, Annexe 7 et Annexe 8).
Léidentificati dNiMde olchhe mviqguenmndeémemrt qui ne s
repose sur la méme classification, snai i | néy a pas actuell ement
biochimiquesdes plus del50 espéceslécrites Ce manque de synthése sur les méthodes
doidentificati oMIMUOdbdoc hgmhgu aene permen doaonms t
déi denti fi er ekeSemappliqudnt ces méthosles dévgboppées initialement en
milieu clinique.

[I.2.b / La caractérisation des acide mycoliques

La caractérisation biochimique des nouvelles especBldles 6 accompagne aus
caractérisation des acides mycoliques de la paroiobaatérienne. Effectivement, la
différenciation des genres au sein ghoupe CNM (Butler et al. 1986) et | 6i dent i f
déune eV pew aussiese faire en se basant sur la caractérisatiess decides
mycoliqgues paHPLC en utilisant une colonne Cl®ur phase stationnaire et un mélange
méthanoldichlométhane en phase mobjf&tecket al. 1978 ; Butler et Kilburn 1990 ; Butler
et al. 1991 ; Ridderhogt al. 1991 ; Butleret al. 1992 ; Cage 1992 ; Duffey et Guthertz 1992 ;

Raffi et al. 1992 ; Guthertzt al. 1993 ; Thibert et Lapierre 1993age 1994 ; Duffet al.

1996) Les CDC, qui ont normalisé ce protocol@réconisatl 6 ut i | i sati on des p
mycoliqgues de sa base de données et du logiiielette pattern recognition software
(InfoMetrix, Woodinville, Wash.). De plus, dains laboratoires indépendants proposent leur
propre base de don yoligues cdremepar exénmpledentrelrégiosal d e s n
de référence du diagnostic des mycobactéries du Pr. Tortoli Italie
(http://www.mycobactoscana.it/index.htmLa caractérisation des acides mycoliques peut

aussi se fairparc hr omat ographi e sur couche mince, ma
pour caract®riser | es esp opEespoud @idgsdri@on°de m®d |
nouvelles especef_ eite et al. 1998) N®anmoi ns, dans | e contex
descrpt i ons dboesp ces, |l es bases de donn®es de
| 6ensembl e des nNIMweéctitdsesans paslgy des e@nmpadhisons -inter
laboratoires qui nécessiteraient des protocoles HPLC rigoureusement identiques.

[I.2.c /L 6 brigdation inverse ou non

Dans | e mi |l i eu m®di cal , i exi ste di f f
mycobact ®ri es reposant sur |l e principe de |
m®t hodes i ntcatriecmn g oratmpd PORS suidédbduen 19gd hnyeb r p alra t
ADN/ ADN dbéune sonde sp®cifique de | 6esp ce qp
pratique ces m®t hodes dbéidentification se foc

différents niveaux des sondes dfigues des espes recherchéest le produit PCR marqué

est mis en contact avec cette bandelette af.i
m®t hodes doéi dentificati on -blpth sur Waydblette @t i o n
commercialisées sous le nom de HrBA Mycobacterial v2 (Innogenetics) et GenoType

CM/AS (Hain Lifesciences), et respectivement peuvent identifi€ @oli et al.2003)et 14

(Richter et al. 2006) e s p ces de mycobact ®r i es iblantpart i r
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A R68r (generrs) ou [RIBAdGeNeml). Ces méthodes ne permettent donc pas
identi fier | 6 e nNTRIdlel el 6ckensvi espneemsntde dobau
identifications erron®es ont dvyjulheris@ui fait ob s er
partie du MAC, croise avec la sonde dd. intracellulare du GenoType CM/AS, alors que
cetteespécedu MAC est identifiee sans erreur commnee espéeces desAVS en utilisant le

Inno-LiPA Mycobacterial v2(van Ingenet al. 2009c) Il existe aussi une autre méthode
commerciale hommée AccuProbe assays {&eno b e ) gui fonctionne su
hybridation non inversée oleé marquage eséalisé sur la sonde et non pas sur le produit PCR
comme coOest | e c as-LipAoMycobattezia v2 retRGemodypee GM/AB.Nn n o
Cette méthode cible 6 ARNr edt6 i pdeernma tf i e MTC| les espézedipMA€,e s d u

et les especebl. kansasiiet M. gordonaea partir de cultures purdfeisneret al. 1994 ;
Somoskoviet al.2000) Pour cette m®t hode commentaussial e de
®t ® obser v ®e sM. saskatomevanendpei avpit é€identifiée commeM. avium

(Turenneet al. 2004b) | 6 &spplustecequi croise avec la sondki MAC (Torkko et al.

2002) ai nsi MH.caatundgu @eutpéirecatdribuée au MTSomoskoviet al. 2000)

Tout comme les méthodes IrhdA Mycobacterial v2 et GenoType CM/AS, la méthode
AccuPr obe as s ay ddenifeatian@desNTM envitonngneergtaledn rais@n du

fait opnt été& téletogpéepour des échantillons cliniques et que certaines erreurs
doidentification ont d®) " ®t® observ®es.

I1.2.d / Le séquencage multiocus

Apres la premiére espéce &M décrite en 889 (Trevisan 1889b) M. smegmatigjui
a initialement été baptisBacillus smegmatigLehmann et Neuman 1899a)8 especes de
NTM o n't ®t ® d ®c 98l suela bageudssgidedtiicationd biochimiques, puis 63
nouvelles descriptions ont été faites entre 1981 et 2007 avec les outils génotypiques, en
particulier le séquencadazda 2009)0Ces outi |l s g®notypiques sont
l e milieu m®dical, car il s pal l isedetétectiond une
microscopiques par coloration de Zidelsen, coloration a auramingodamine, ou
coloration de Kinyour{Woods et Walker 1996 ; Selvakuneiral. 2006)et d 6 aut r e par't
lenteur etl a compl exi t ® ddnéfisatiorm @heriotypigees baséési sur la
caractérisation deacides mycoliques de la paroi, ou sur la caractérisation biochimique du

m®t abol i sme. Dans | e domaine de | a recherch
per met en plus de pallier l e fait g-ulfPA | es m
Mycobacterial v2, GenoType CM/AS et la méthode AccuProbe assaypeuneent pas
identifier | 6enNTbMuoderites. des esp ces de

Tout commepourl 6 ensembl e du r gne bacitrs®stilae n, | €
référence pour identifier ledNTM, et b iuam unqpowvairj d@ discrimination
additionnel, |l es compl ®me nt sgyddhgadbaekcArpoB par |

ou sodA restent peu décrits chez les mycobactéAelkambi et Drancourt 2004 ; Gomgh

al. 2007) Le séquencage des gemesA hs®B5 ougyrB, semble apporter un complément
analytique au séquencage dws, en rai son doéun pouvoir de
(Adékambi et Drancourt 2004 ; Gomigd d. 2007) En particulier le gene tres polymorphe

hs®B5 est souvent utilisé pour identifier dBSM par MLSA (Domenechet al. 1997 ;

Swansoret al. 1997 ; McNablet al.2004)ou par ddbéautres nm@ularepdes d
comme la PCHREA (Telenti et al. 1993 ; Oliveiraet al. 2003 ; Cheunoyet al. 2005 ;

Bannalikar et Verma 2006 ; Prammanamral. 2006 ; Yzquierdaet al. 2007) et la RFLP

(Oliveiraet al.2003) En addition du séquencage generrs, le generecAsemble étre aussi

une <cible doéint®r°t d a n sNTMI par ML8A @Adekambi etd 61 d e |
Drancout 2004 ; Gomilaet al. 2007) car les séquencages de ces deux genes semblent
présenter des degrés de robustesse similghaékambi et Drancourt 2004 oncernant le
séquencage pat du génggyrB semblant présenter un pouvoir de discrimination additionnel

au séquencage du gems (Gomilaet al.2007) cet e hypot h se néa pour |
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corroborée par@aut r es ®t ud e mterét poari deternsinermd résistamted des
mycobactéries aux quinolonéSuillemin et al. 1995; Guilleminet al. 1998; Dauendorffeet

al. 2003) A elpéteixocn de | 6 u tpoB powant différancied les egpéaese

M. kansasiiet M. gastri (Kim et al. 1999) | 6ut i | i srpoBaousodAne semblegasn e s
apporter de pouvoir de discrimination additionnel au séquencage durgélaas un objectif

déi dent i NTM pat MLSA Effecevsment, ces génepoB ou sodAprésenteraient

des degrés de silttude interespeces semblablesire supérieurs aux degrés de similitude
inter-especes du séquencage du gen¢Adékambi et Drancourt 2004 ; Gomighal. 2007)

Néanmoins, le séquencage fg®wB présente un intérét pour apprécier la résistance des
mycobactéries a la rifampici(&im et al. 2007 ; Ozkutulet al. 2007 ; Rigoutst al. 2007 ;

Soudaniet al. 2007) La comparaison de ces différentes cibles de séquencage reste toutefois
une t ©che complexe <car une multitude de pa
séquencer différentes parties de ces gerigsie6), qui par conséquent rs@nt pas toujours

total ement s®quenc®s, ni m° me s®quenc®s sur
quobi l nbexi ste pas actuell ement de consensu:
identifier lesSNTM.

1 Séquencage du genes

L6i de nndedNTM partséqaencage du gems est plus rapide (1 a 2 jours), mais
aussi moins onéreuse (environ UBD par souches) que les méthodes biochimiques prenant
entre 2 et 6 semaines, pour un colt d&J8D a 173USDen f onction de | 6esj
(Cook et al. 2003) Le séquencage du gems, mesurant 1516b, et cod n t | 6 ARNr de
sousunité 16S du ribosome (positions 1487542 a 1489058 sur le chromosdvheadem
104 Gene Bank NC_008595), datréférence pour identifier les bactéries par séquencage
(Figure6) . Pour | 6 e n scemeh,lil est sduventrutiligéruee arnoace sens 8F en
combinaison avec une amorce ss#ns 907RBenDov et al. 2006)ou 1512R(Felskeet al.
1997) donnant respectivee n t des ampl i fi pbaduil5®@s Ladé&yienn vi r on
encadrée par le couple 8F/1512R correspond, a quelques bases prées, a celle encadrée par les
couples 16F27/16R149@0omila et al. 2007) Fd1/Rp2(Adékambi et Drancourt 2004t
8FPL/1492(Turenneet al. 2001 ; Cooket al. 2003) utilisée pour séquencer la quéstalité
de ce gée chez les mycobactéries. Les identifications des mycobactéries par séquencage du

génerrs, peuvent faire intervenir diff®rents col
tailles doéamplification variabl es .pbdurcle s®que
chromosome dél.avium1 04 Gene Bank NC_008595) fait I n
285F/264R(Kirschneret al. 1993) gui est dbéailleurs utilis®

identifier par séquencageslanycobactéries en premiére intention @ntre national de
référencales mycobactéries de la Pigalpétriere. Il existe aussi le systeme MicroSeq® 500,
consistant a séquencer les 500 premiéres paires de bases duisgélette méthode est
utilisablepaar | 6ensembl e des bact®ries, mai s n®ces
environnementale, | 6utilisation dbébune base d
de donnéesde différentiation ribosoale des microorganismes meédicausb@soma
differentiation ofmedicalmicroorganismsRIDOM) internes au systen{€loud et al. 2002).
Toujours concernant | 6identificati onpbdues myc
generrspar |l e couple dbéamorce mycF/ mycR, car I
plus de similarit® pour | es esftMecdonbetdat 2080r;i es QL
Chilimaet al.2006) Il est a noter que les régions de séquencage du systéme MicroSeq® et du
couple déamorces mycF/ mycR, sont di ff®rente
largesencdhr ®es par | es couples doéamorces 285F/ 26
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Figure 6 : Positions sur le chromosome dbl. avium 104 (Gene Bank NC_008595) des amorces utilisées
pour identifier les bactéries fouge) et les mycobactériesvert) par séquencageles genesrs (A), gyrA (B

en haut), gyrB (B en bag, hsps5 (C), recA (D), rpoB (E) et sodA(F)
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Le recours aux bases de données RIDOMt ®gr ®s aux | ogiciels
données de séquencage,e sembl e pas convenir " | 6i den
Effectivement, ces bases de donné&ps reposensur le séquencage des 500 premiére paire
de base du genes, ne permdent pas de différencier certain®6TM comme les espéces
M. gastriet M. kansasij les soue s p ces dVeavilmilessegpécebk marinumet
M. ulcerans les especeM. fallax, M. murale et M. tokaiense les especed\. fortuitum et
M. senegalensdes especell. peregrinumet M. septicumainsi que les espécht abscessus

et M. chelonag(Harmsenret al. 2003) D6autre part, et malgr® qu
di mi nution des esp ces identi fiabl es, i S
personnaliséeasée sur le séquencage de souches de références, soit plus fiable ges les bas

de données RIDOMintégrées aux |l ogici el s ddacqui sition

(Turenneet al. 2001) Le séquencage de la quéstialité du géene références, via le couple

d danarce 16F27/16R149@omilaet al. 2007) qui est équivalent a quelques bases pres a la
région encadrée par les amorces 8FPL21dAurenneet al. 2001 ; Cooket al. 2003) ne
permet pas de différencier certaines espec@$ldié a croissance rapid&omilaet al.2007)

Par exemple, lesspéced. chelonae M. massilienseM. abscessugt M. bolletii présentent

les mémes séquences dyenerrs, tout comme les especdd. houstonenseMl. farcinogenes

M. senegalenset M. conceptionensdes especell. peregrinumet M. septicum les espéeces

M. neworleansensest M. porcinum ou les espécedl. mucogenicumet M. phocaicum
(Gomilaet al.2007) Déapr s UunNee sequéncage d® ta wuebsalité du géne

r ®f ®r ence dé®dantvilad ARNTrc o u pNeisset@l@0m pAdakambif D1/ r |
et Drancourt 2004)qui estéquivalent & quelques bases prés a la région encadrdesp
amorces 8FPL/149¢Tureme et al. 2001 ; Cooket al. 2003) ne permet pas de différencier
certaines espéeces 88M a croissance rapid@dékambi et Drancourt 2004Par exemple,

les especedM. houstonense M. farcinogeneset M. senegalenseprésententles mémes
séquences dwgene rrs, et les espécedl. chelonae et M. abscessussont difficilement
dissociablegAdékambi et Drancourt 2004Yout comme ces especes de NTM a croissance
rapide, les espéces a croissance lektekansasii et M. gastri ne semblent pas étre
distinguables par séquencage du gesaéKim et al. 1999; Blackwoocet al. 2000)

1 Le séquencage partiel desrmggsgyrA et gyrB

Le séquencage partiel des gemgsA et gyrB, mesurant respectivement 2519 et
2034p b, et codant |l a gyrase impligu®e dans |
d0ADN (positions respectives 7 30€2deM.av@B 21 et
104 Gene Bank NC_008595), est utilisé pour déterminer la résistance des mycobactéries aux
quinolones(Guillemin et al. 1995; Guilleminet al. 1998; Dauendorffeet al. 2003) Le
séquencage partiel de ces régions, présatgasgyrA et gyrB (respectivement 21b et
321p b)) , passe par | 6utilisation r eskgere@.i ve de
Le séquencage partiel dgrB, via les amorces GyrbA/GyrbE (3pb), semble étre plus
discriminant que le séquencgage de référahcgenears. Effectivement entre des espéces de
NTM a croissance rapide, le degré de similarité du séquencage de cette région giirijéne
est inférieur au degré de similarité du séquencage de la-tqtelgeé du generrs. Le
polymorphismeplus importante de cette région gerB, par rapportau geners, confére a
cette derni re un i nt ®r °t des nmydol@otériest pan r e ¢
séquencagésomilaet al.2007)

1 Le séquencage partiel du gehsp65

Le genehs®5, codant une protéine de résistance au choc thermique kiea6ét
mesurant 162pb (position 4835762 a 4837387 surclromosome dél. avium 104 Gene
Bank NC_008595), peut étre utilisé pour identifier les mycobactéries par séquencage via les
amorces MAChspF_574/ MAChsp65Ridure 6). En particulier, une région de 10pB du
clt® 306 dinés pglymorphe etsanservée chez les mycobactéries. Les amorces
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MAChspF_574MAChsp65R sont utilisées pour identifier legspéces du MACpar
s®quen-age de c e hsipb (Tueanedt al.20086 Ldau rgPgnieon 506
hsB5, ciblée par les amorces Thll et Th12, a souvent été utiliséedstinguer par
séquencagédes especes du MAQSwansonet al. 1997) ou les autresespece de NTM

(McNabbet al.2004) ai n s i gue pour des appl-REAaRFLBENns doi
(Telenti et al. 1993 ; Domenectet al. 1997 ; Smoleet al. 2002 ; Oliveiraet al. 2003 ;

Cheunoyet al.2005 ; Bannalikar et Verma 2006 ; Rnamananaret al. 2006 ; Yzquierdeet al.

2007) Initialement cette région a été proposee pour identifier les espéces de mycobactéries

par PCRREA (Telenti et al. 1993) car cetterégion contient des sites polymorphes
caractéristiques de certaines espétigables par les enzymes de restrictRsiEll et Hadll.

Afin doéam®Iliorer |l e s®quen-age de cette r ®c
région légérement plus grande via les amorces 21M13F/M13R, et utilisent les amorces
Tb11/Tb12 pour le séquencafRinguetet al. 1999 ; Adékambi et Drancourt 2004)ette

région dehspp5 a été étenduei a | e coupl e d o6& imerac2007)dtRF 3/ HS |
utilisée actuellement en seconde intention pour identiiermycobactériepar MLSA au

centre national de référendes mycobactéries da Pitié-Salpétriére Initialement, la région

clt ® 5 6hsf5uenapdrée @ar les amorces Th11/Tb12, a été proposée pour distinguer

par séquencage leNTM a croissance rapide et notamment les esp&tathelonaeet

M. abscessuysqui sont difficilementdifférenciable par séquencage de la qutsalité du

generrs (Ringuetet al. 1999) Effectivement, concernant |I&TM a croissance rapide, le
séquencage du td® w5 dieles amorces Tbh11/Tb12, permet de distinguer les espéces

M. chelonaeet M. immunogenuimdes especell. abscessysM. bolletii, et M. massiliensg

alors que le séquencage de la qasslité du geners ne le permet pa@Gomilaet al. 2007)

Malgré unevaleur de bootstrapon significatived 8 e mbr anc he men't du dend
autre étude menée aussi sur &8/ acroissance rapide, séquencant la méme région du gene
hs®B5, indigue que le séquencage de cette derniere permet de difféfgncieelonae

M. abscessust M. immunogenunfAdékambi et Dancourt 2004)De plus, cette méme étude

indique que le séquencage de cette région du gepe5 per met de diff ®r e
M. houstonenseées especedl. farcinogenest M. senegalensecontrairement au séquencage

de la quastotalité du generrs qui lui ne le peut pagAdékambi et Drancourt 2004)
Néanmoins, en raison des valeurs failles b oot straps dbéembr ancheme
le séquencage desB5 sembledans cette étle ,moins robuste que le séquencage du gene

rrs pour identifier leSNTM a croissance rapidéddékambi et Drancourt 2004)

1 Le séquencage partiel du gémecA

Le séquencage du genecA mesurant au total 1058 (position3757622a 3758674
sur le chromosome dkl. avium 104 Gene Bank NC_008595) et codant une protéine bi
fonctionnelle dbéactivit® dé®change de brins
recombinaison homologue, peutéétr s ®qu e nc ® d u -totdlitt @guE vieles s a QL
coupl es ddamorces r e {BRatkivood et RI22008)tou le eocde2 / r e ¢ (
ddamor ces (Genilde? &l.2@TC) RUB séquencage total a aussi été proposé en
utilisant les amorces recR1l/recF2b, recR2/recG1l et les amorces rec3288F/rec3575R
per mettent de sABakambiretcDeancourt 2004)é sedqiienéage quasial
du génerecA via les amorces recR2/recG1l et recR1l/recF2, a été proposé comme un

compl ®ment dodéanalyse ° | 6identificans.iEon des
effet, le degré de simitaé interespeces du séquencage du geed est plus bas que celui
du séquencage dugems, ~ | 6except iMI@ Ledségsengagemuasia de d u

recA permet par exemple de différencier M. kansasii et M. gastri, contrairement au
séquencageudgenerrs (Blackwoodet al. 2000) Concernant les mycabtéries a croissance
rapide M. chelonag M. massiliensg M. abscessuys M. bolletii et M.immunogenum le
séquencage partiel du gemeA via les amorces recR2/recF3, combiné au séquencage partiel
de hsB5, via lesamorces Th11/Th12, semble plus discrianhque le séquencage total du
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generrs (Gomila et al. 2007) Il est a noter que contrairement aux autres génes de ménage
(géne commun aux organismes vivants), le gareA présente de nombreuses zones de
substitutionentre les especes de mycobactéries a croissance (&nddla et al. 2007)

Toujours concernant les mycobactéries a croissance rdpidéguencage de la totalité du
generrs est tres comparable au séquencage total durgeAeEffectivement, les valeurs des
bootstraps d 6 e nebndrogranunmtes dapsncette dteds sowt importantes, les
regroupements phylogénétiques des especes de mycobactéries a croissance lente sont
similaires et les ggcesM. senegalenseM. farcinogeneset M. houstonens@e peuvent étre
différenciées par séquencadgs genegs etrecA(Adékambi et Drancourt 2004)

1 Le séquencage partiel du gemgoB

Le génerpoB, mesurant au total 343% (position 4631379 a 463481ur le
chromosome d#l. avium 104 Gene Bank NC_008595) et codant la amigebde | 6 ARN
pol ym®r ase, peut °tre s®@&gwebn,c®viparlteetbembat
MF/MR (Kim et al. 1999) Les mutations de cette r®gi on
résistance dé/. tuberculosisa la rifampicine(Ozkutuk et al. 2007 ; Rigoutset al. 2007 ;

Soudaniet al. 2007) Cetterégion correspond a quelques bases pres a la régiaouple
débamorces R (&XMvhFét RIGBIR) qui est utilisée actuellement en troisieme
intention pour ideriier par séquencage les mycobactériesentre national de référendes
mycobactéries de IRitie-Salpétriere t out en conservant | dappr ®:
rifampicine. Le séquencage de la région la plus variable du ek via les amorces
MycoF/MycoR et MycoseqF/MycoseqR, est utilisable pour distinguer les mycobactéries a
croissance |l ente doéborigine cliniqgue. Cette
déenviOpbnvira | es amorces MycoF/ MycoRggnour ar
plus petite de 30pb via les amorces MycoseqF/Mycose@Riékambiet al. 2003 ; Gomila

et al. 2007) Le séquencage de la totalité gwB peut par ailleurs étre réalisé par les

amorces Smeg7F/Smeg601R, SgE29F/Smegl1485R, MF/Smeg2003R,
Smegl698F/Smeg2649R Smeg2426FSmeg3288R  Smeg2835F5meg3668R et
Smeg3558HF-0rt4260R(Kim et al. 1999 ; Adékambiet al. 2003 ; Adékambi et Drancourt

2004) Le séquencage total dpopBa ®t ® propos® comme uUunh CcOmM
| 6i denti fication des my croslfAadékamBirtiDeascoupt 2004) s ®q u e
Dans cette étude, le séquencage de la totdétépoB sembletout aussidiscriminant et

robuste que le séquencage total du gemse Effectivement, les valeurs des bootstraps
ddoembranchement des dendrogramme de <ces deu
importanteg Adékambi et Drancourt 2004Concernant le séquencage partielpeB via le
couple doéamorces MF/ MRM. kansasiied M. gastri, alors gpeeceld di st
nodest pas possi bl e pgemerrsl(Kim st @lg 1089 Ltaarggion t ot a l
hypenariable dapoB proposée pour identifier Id§TM a croissance rapide, via les amorces
MycoF/MycoR et MycosegF/MycoseqfRdékambiet al. 2003) semble ne pas apporter de

pouvoir de discrimination additionnelle au séquencage de la-tpakié du generrs

(Gomilaet al.2007)

1 Le séquencage partiel gersodA

Le séquencage du gesedAmesurant au tot&i23pb (position 175683 & 176306 sur le
chromosome deM. avium 104 Gene Bank NC_008595), codant la soogé A de la
superoxyde dismutase, est considéré comme une région trés polymorphe. Le séquencage
ddune r ®gi 0 npb,dviaees vamarcesn SodFSdlRigure 6), a été proposé
initialement(Bull et al. 1995) pour identifier par séquencage I8FM isolées de patients
atteints dus y ndr ome do6éi mmu n etda@fé iutdisé paudeaire ane gauvelk e
espece M. mageriters (Domenechet al. 1997) Cette région a été reprise pour étudier
| 6i denti fication des mycobact®ries ° Croiss:
méthode consiste a amplifierap PCR une r ®g ipb nmia lesdéaenarees r o n
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SodIlgF/SodIgR pour améliorer la qualité du séquencage de la région plus petite encadrée par

les amorces SodF/SodfRdékambi et Drancati 2004) Plus récemment dans un objectif

doi dent i NTMaactoissante rdpales le séquencage de la-tpiasié desodAcoté

50 a ®t® effectu® vi @omileesal 206V) r cgeusi Zs200n5tF / dZ@d
équivalentes aux amorces universelles Z205/Z2@g et PhilippiSctulz 1994) Tout

comme le séquencage total du gére le séquencage quastal du génesodA via les
amorces Z205F/ Z212R, nodest pas assez di sc
M. chelonae M. massiliensgM. abscessugt M. bolletii ou les espécell. mucogenicunet

M. phocaicum Néanmoins concernant le groupe VRIsyonconstitué deNTM a croissance

rapide, le pouvoir de discrimination du séquencage de cette régisndéesemble plus

important que celui du séquencage du gense(Gomila et al. 2007) Tout comme le
séquencage total du gems, une autre étude menée aussi suNiEgl a croissance rapide et
séquencansodA via les amorces SodF/SodR et SodlgF/SodIgR, indique que le séquencage

de ce gene permet de différencir mageritensedu groupe formé paM. houstonense

M. senegalenset M. farcinogenesmais avec une analyse de séquence présentant des valeurs

de bootst aps doéembranchement du dendr ogr amme pl |
séquencage du gems (Adékambi et Drancourt 2004)

l2e/L6anal yse phyl og®ni que

L @entification des mycobaciés par MLSA requiere une analyse phylogénique pour
comparer les séquencages a identifier a des séquences de bases de données. Concernant
| 6i dentification des myc oabbasede @mnéeenbankdlt e st
NCBI aux USA (http://www.ncbi.nlm.nih.goy, | a base doéidentificati
bioinformatique en Francéipinformatic bacteriaidentification: BIBI) (http:/umr5558sud
strl.univlyonl.fr/lebibi/lebibi.cg), ou la base publigue RIDOM en Allemagne
(http://www.ridomrdna.dé. Bi en quoi | nbexi ste aucun consen
phylogénétique, ni sur la méthmd ddal i gnement (CLUSTAL X ou
mycobactéries par séquencage est genéralement réalisée en utilisant les modéles de calcul de
distance de JukesCantor (JukesCantor distancelJC) ou de parametre 2 d&imura
(Ki mur a-paameétavkO,P), et la matricele jonction de voisinag@a¢ighborjoining: NJ)

(Saitou et Nei 1987)avec 1000 itérations dealcul pour le branchement des arbres
phylogénétiqueqFelsenstein 1985)Dans le cas des mycobactéries, et en regard de la
littérature(Bull etal. 1995 ; Guilleminet al. 1995 ; Ninetet al. 1996 ; Domenecht al. 1997 ;
Swansoret al. 1997 ; Kimet al. 1999 ; Ringueet al. 1999 ; Blackwoockt al. 2000 ; Cloucdet

al. 2002 ; Turennect al. 2002 ; Adékambiet al. 2003 ; Adékambi et Drancourt 2004
McNabbet al. 2004 ; Adékambet al.2006b ; Turennet al. 2006 ; Gomilaet al. 2007 ; Kim

et al. 2007) le choix de la méthod#e calcul dadistanceréside donc uniguement sur lagai

en compte du poids des traessionsnucléotidiquegprobabilité que les bases puriques et
pyrimidigues deviennent respectivementes bases puriques et pyrimidiques
complémentaires), qui est double dans le modgRe(Kimura 1980)par rapport au modele

JC (Jukes et Cantor 1969)es méthodes dparcimonie baséesion pas sur desatrices de
divergencemais sur desnatrices de caracteresdigscre, ne sont aujourdoéhui
| 6analyse phyl og®ni gue des mycobact ®ri es.

11.3 / La caractérisation
I.3.a/A partir dobébun isol ement

Dans des objectifs doéi de ndegcripiioo @detlaiswustured e s o
des popul ati ons, d 6 ded séledtionf deces tpapuationset ede forc
détermination de sources de ces dernieres, de nombreuses méthodes sont applicables a des
i sol ements mycobact ®r i e n e caradiédsatiors sefaitlhéceenmaehte ¢ e s
| 6objet dbébune synt h sNIMeanactdricabletBelr etrFalkihkasn e s p
2009) En plusdu séquencage mulbcusp er met t an't de caract®riser
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deNTM, il existe des méthodes de caractérisations par sérotypage, bio#ieat@phorse

multi-locus d 6 e n z gmule-lecus enzyme electrophoresiMLEE), caractérisation de
plasmidestypage des séquences répét@epetitive sequenceping: rep-PCR),typage par

amorces PCR arbitrairdarbitrary primed PCRAP-PCR), électrophorése en cimps pulsé

(pulsed field gel electrophoresi®FGE) e t caract®risation des S
applicables auMAC ai nsii NiTM 6aa aroissance lenteM. kansasij M. xenopj

M. malmoense M. haemophilum M. ulcerans et a croissance rapideM. fortuitum,

M. abscessuset M. chelonae (Behr et Falkinham 2IP). Ces métodes peuvent étre
comparéesvia la diversité allélique(Nei 1978)ou | 6i ndi ce dHuntedets cr i mi
Gaston 1988)représentant respectivemdatprobabilité pour un locus de présenter plusieurs
allelesetla probabilité de distinguer desouches de profils différentsigure7).

S S
2 [*5] o= [y 2o 1)
=1- _ —_— =1-1 n.(n. -
h 1 Xl l‘ll DI l N(N' 1) JY)
i=1 i=1
Figure7: For mul e de calcul de | 6indice de dN:wambremi nati o

total de souchesS : nombre total de profils distinct, n; : nombre de souches dif™ profil , n; : nombre de
souches du§"®alléle, x; : fréquence des souches dy“X°allele (Nei 1978 ; Hunter et Gaston 1988)

Effectivement ces méthodes de caractérisation présentent des pouvoirs de
discriminationtrés variable allant de 0,29 pour la MLEE a 0,99 pour la PFGE et la RFLP
(Tableaul).

Tableau 10: Indice de discrimination (DI) des méthodes de
caractérisation du complexeMycobacteriumavium-intracellulare
(données reprisegBehr et Falkinham 2009)

Méthode de Proportion Nombre de DI
caractérisation de souches groupe
Sérotypage 77-87 8-25 0,830,95
Biotypage 100 8 0,80
MLEE 100 2358 0,290,38
Plasmide 72-82 4 0,76
repPCR 100 23 0,96
AP-PCR 100 98 0,99
PFGE 80-100 38-39 0,940,99
RFLP-1S1245 100 9-89 0,950,99

MLEE : multi-locus enzyme lectrophoresis, refPCR: repetitive
sequence typing, APCR: arbitrary primed PCR, PFGEpulsed field
gel electrophoresis, RLP: restriction fragmentlength polymorphism,
IS°: insertion sequence

N6bayant pas ®t ® d®vel opp®es pour °tre |
caractérisables, ces méthodes de caractérisation sont applicables a des souches isolées et ne
peuvent donc pas étre appliquées a des éclaastidliniques o@environnementauxDe plus,
ces méthodes de caractérisation ne permettent pas de caractériser toutes les elSgddes de
et sontdoncactuellement restreintes aux especes de WI.MbscessysVIAC, M. chelonae
M. fortuitum, M. haemophilum M. kansasij M. malmoensg M. ulcerans et M. xenopi
(Tableau 11). Par ailleurs, le spoligotypage est aussi a noter comme méthode de
caractérisationd i8olats mycobactériens. Néanmoins, cette meéethodeadactérisation du
polymorphisme des espacsuy gui sont encadr ®s par des S
nomm®es rep®titions directes (direct repeat ¢
pour les espéces du MTKZ. tuberculosis(Soini et al. 2000 ; Solaet al. 2001) et M. bovis
(Rodriguezt al.2010)
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Tableau 11: Méthodes de caractérisation applicables a quelques especes de
mycobactéries neh uber cul euses ) | 6 e x c-leque applicabledau s ®q
| 6 e n sdegrekpéaes (données synthétigBebr et Falkimam 2009)

Méthode de caractérisation

Espeéces _ _
Sérotypage  Biotypage MLEE  Plasmide rep-PCR AP-PCR PFGE RFLP
abscessus ! !
aviumiintracellulare ! ! ! ! MIRU ! ! 1S12450u 1900
chelonae !
fortuitum !
haemophilum
kansasii MPTR ! g IS16520u ARNr 16S
malmoense ! ! ARNFr 16S ou 23S
ulcerans pTBN12 !
xenopi 1S1395

MLEE: multi-locus enzyme lectrophoresis, rePCR:repetitive sequence typing, ARCR:arbitrary primed PCR, PFGE
pulsed field gl electroploresis, FFLP: restrictionfragmentlength polymorphism, IS: insertion sequence, MPTR: major
polymorphic tandem repeat, MIRU: mycobacterial interspersed repetitive units.

N3.b/A partir doun ®chantill on compl exe

Les m®t hodes appl i qu®es spbactériennds opérbentd e de s
déoobtenir dsessir lapseparhtion des flagmern®s amplifiés en foncteoredr

composition en basesG, comme | 6®l ectrophor senatding gel e
gradient gel electrophoresis DGGE) , | 6 ®rese dd gelogm lyradiant de température
(temperature gradient gel electrophoresi$sGE) , | 6®l ectrophor se de

temporel de températureefhporal temperature gradient gel electrophoresis: TTGE
polymorphisme de conformation de simple bfmgle-strand conformationpolymorphism:

SSCBH, la chromatographie liquide de haute performance dénaturaatet{ding high
performancdiquid chromatography: dHPLCou en fonction de leur taille, commhed anal y s e
de | despace i nt e rmat@dribogomal intergeniospacenanaly8RISA), t o

et le polymorphisme de longs fragments de restriction teumir(@rminal restriction

fragment length polymorphismtRFLP). Ces méthodesciblant la plypart du temps

| 6 ARNMIS ou | 61 TS, espout car&téi@er te®@nmerawéds deactéries et

d @&rchéeset sont donc utilisabtepour caractériser leassemblages (ou peuplements)

NTM. Néanmoins, seulement quelques études utilisant la DGGE sont a noter concernant

| 6appl i cati on n&thodes Nel ddractéresation edmssemblages bactériens
Effectivement, ¢s méthodes de caractérisation @desemblagesie mycobactéries sont
beaucoup moins décrites que les méthodes de caratérisabdrvesolées par bactériologie.

Ces méthodes ont pobut de reproduire une image de la structure globale et de la richesse
taxonomique de |l a communaut® ou de | dassemb
especes individuelles ou géenes de la commur{Milis et al.2003) De plus ces méthodes ne
permettent de détecter que les tax@mésentant plus de% dela population ciblééMuyer

et al. 1993) Toutefois il est possible de séquencer les fragmentsésgpar électrophorese ou
dHPLC afin doéidentifier certains fragments d

Par exemplelans une étudehdant le geners et étudiant la composition dBS'M dans
| 6eau de r ®s e s fraghmentsdlée géehessisdpardsipar DGGE ont pu étre
séquenés (Pryoret al. 2004) Une étude a proposk6 ®t udi er sp®ci fi quemel
des communautés ddTM dans les sols par D&E en utilisant une amorce PCR sens
Fmyco987 qui serait spécifigue du genrblycobacterium et une amorce anrsens
Rmycol378 qui serait spécifique ded#\ctinobacteria (Niva et al. 2006) L 6 amor c e
Rmyco1378 ciblant 6 A R®8; apar la suiteété réutilisée pour développer une noéld de
quantification deNNTMdans | es sol s par une (N&mheoade dob h)
al. 2006) Une seconde ®tude a propos® QNiMat =~ e
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croissance rapide dans les sols par DGGE en utilisant une amorceeRCRSCO66f qui

serait spécifique dedctinobacteria et une amorce artiens MYCO60Qr qui serait

spécifique detNTM a croissance rapidgeyset al. 2005) Par la suite cette méthode ciblant

| 6 ARBBraété r@at i | i s®e ° plusieurs reprises dans
communautés dBITM a croissance rapide des sols, en particulisrsdés pollués efPAH
(Uyttebroeket al. 2006 ; Uyttebroelet al. 2007a ; Uyttebroekt al. 2007b) Sansapplication

awx NTM déja publiées, le pyroséquencage est une méthode de séquencage a haut débit
permettant decaractériser lamajoritte des s®quences doéunhod®@ahant il
doail |l eur s po®tc@parprrlas pausced eles bactéries fécales dans les bassins
versantgUnnoet al.2010) Néanmois, cette derniéreeste trés cdduse et dépendante de la

m®t hode ddéextr act etosans doatdddmMimensionng pogr@ed ®t ud e
ddbassembl ages compos @obaci@rium s e ul genre comme

[1.4 / Conclusionet perspectives

En conclusion sur les outils analytiques applicables aux matrices environnementales,
| 6adaptation des techniques d®evdil Coege@ats en |
| 6application de ces m®t hodes ~ | 60®t ude des
méthodes de bactériologie, ainsi que la comparaison de la spécificité et de la sensibilité des
cibles moléculaires, semblent étre les points esseltidéveloppelEn perspective, bien que
ne présentantjue peu de recusur leur intérét, la GIMS (Minnikin et al. 2010) le
pyroséquencag@nno et al. 2010)et la technologie Lumine¢Griffith et al. 2009) semblent
étre des outils de détecti@t caractésation prometteurg€omplémentaires di&a PCR en
temps réelet des alternatives aux méthodes usuellement utilisées comme la PCR
conventionnelldTableawd).

[l / Les sources de microorganismes pathogenes dans les bassgrsant

En regard des caractéristiques des NTMapitre | § / ) expliquant les connaissances
actuelles de leur épidémiologi{ehapitre 18.2 /) et de leur écologiechapitre 18.3 /),
certaines méthodes décrites precédemment peuvent étre appliquées pour rechercher les NTM
dans | 6 e n whapiteerl @l € )mreotarhmert les sources dans les bassins versants.
existe de nombreux pathg nes pour | 6homme dans Vmes bass
(Castignollest al. 1998 ; Pinaet al. 1998 ; Jianget al. 2001) des parasite®©ngerthi et Stibb
1987 ; Hasen et Ongerth 1991 ; Xiax al. 2001 ; Ahmedet al. 2008 ; Lucyet al. 2008 ;
Mons et al. 2009 ; Moulinet al. 2010) ou des bactérie@Bolton et al. 1987 ; Araujoet al.
1991 ; Sugitaet al. 1995 ; Pettibone 1909; Berekaa et Steinblichel 2000 ; Gblhiiiza et al.
2000 ; SoleGabrielleet al. 2000 ; McLellan 2004 ; Whaet al. 2005 ; Lyauteyet al. 2007 ;
Ahmed et al. 2008) qui ont leurs propres caractéristiques et modes de vie dans
| 6 envi r dDe manbreuss études ont donc pour but de rechercher les sources et
réservoirs de ces pathogénes afin de prévenir les epidémies et de gérer la ressource en eau.
Parmi les pathogenes bactériensN@&M ont re-u peu dobéint ®r °t | us
mycobactériosss 0i ent s ouvent Caltlhapitresegropose ddmy difinir lgsu e .
sources probables de NTM au regard de leurs comportenmehts)(et en fonctiondes
donn®es exi stantes sur dbatueags esarbact ®enesr
Effectivement, les rejets urbains et ruraux tels que les rejets ponctustigioled 6 ® pur at i on
(waste water treatment plaWwWTP), les statiomde dépollution des eaux de pluvialesirg
water treatment plant: RW)Pde bassingle stockage des eaux pluvialele déversoirs
d 6 o r @ngieque les rejets diffus des eaux de ruissellement, peuvent étre des sources
maj eures doapport de di ff®rents microorgani ¢
dans | 6environnement
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1.1/ Les rejets ponctuels

Les rejets ponctuels d¥8WTP et des RWTRR or r e s p o n d aaréjets'traitésd i mp a
ou non sur le milieu récepteur. En pratiglee,rejet de la station et la qualité du milieu
récepteursont uniquement considéres, et le flux de pollution asibies correspond da

di ff®  ence entre | e flux de p ddbbnetatdomiliema xi ma
et l e flux de poll uti oM tdiut rrei |dideeux e'mpll @3a maosrut
Seine, fortement anthropig®eybecket al. 1998) | @reergtigpri parisienn€l0 millions

dohabi't aemltilsgd , seul e, poss de ciSeigeAwlt Setné ons d

Amont, Seine Centre, Seine Grésillons, et Marne apalpnt des capacités de traitement
journalieres de1700000m°, 600000m°, 240000m°, 100000m°, et de 75000m°
respectivementhftp://www.siaap.fty. Ainsi, le débit instantané moyen de la plus grande
WWTPdece bassin ver s amt/septespssec adds entempsale plel 0
pour environ cing @Bilé&nreeah2007 ;sEvedea al. 2007) doatn n ® e
comme | a contamination bact®rienne et l a ¢
données conséquentes $es rejets deERWTP concernant les villes pourvue systems
séparati§ des eaux usées et des eaux de pluies. Néanmoins uneésemieindique que les
microorganismes pathogenes ont été identifies comme les risques majeurs pour la santé
humaine assocéa la réutilisation des eaux de pluies urbapresenant du ruissellement sur

des zonepavées ou no(Davieset al.2008)

lll.1.a/ Les bactéries pathogénes émeegtes

Les pathog nes ®mergents dobéorigines hydri.:
santé publigue a la fois dans les pays développés et en voie de développement. Ainsi
| 6 emer genc &ibrio ehpleratk ©139% e coli O157:H7 et de Cryptosporidium
rédstantes au chlore ces dernieres anngegsr i s une ampl eur i ntern
organi smes cC omme | e sCampylobactes jejane Midraspgo®@ipa,t i t e,
Cyclospora, Yersinia enterocoliticdes caicivirus et les bactéries environnementalesesell
que les mycobactéries, les aéromonadesgionella pneumophilaet les souches de
Pseudomonas aeruginosaulti-résistantes ont été récemment associées avec des maladies
doéor i gi n ¢Shamaet ali2008)elLa globalisation des échanges commerciaux, les
changements de démographie, et les changements de technologie de traitement des eaux
potables et résiduaires ontrcg t i t uU® | es facteurs pr ®d-omi nan
emergence de ces nouveaux pathog@deschcuku et Gerba 2004)

Les WWTP peuvent étre la cause de rejets de bact@iesn s | 6 en.vParr onnem
exemple,dans la riviere Hikiji au Japon, il a édmontré que lesAeromonassort des
microorganismesquatiques majeurprésents dans les eaux de rivieres, dans leurs sédiments
et dans le tractus digestif des poiss@Bsgitaet al. 1995) En Espaghcaviae |l 6esp
prédomine dans les eaux de rejets urbains riches en flores fécales a Soria et Barcelone, et les
especedA. hydrophila et A. sobria prédbminent dans les eawaturelles Paradoxalement a
leur surreprésentativité dans les eaux pauwveesindicateurs de contamination fécakes
espécesA. hydrophila et A. sobria semblent présenter plus de factedes virulence que
| 6 e sAcavae (Araujo et al. 1991). En Espagne, il a étdbservéque | es rej et s
usées de la ville de Pamgbune, dans la riviere Arga, provoquait | apparitio
d Bnterobacteriaceaee t Aetbmonas plus résistams aux quinolones quecelles
naturellement présesgt dansl| e C 0 auw lses éatliaeges génétiques entre ces deux
populations étant limités, cette résistance @uinolonesaurait été indué par un rejet massif
déanti biotiques e n (BondJmrriza etdall 20@0p Camdernadt,elesr e j et
Enterobacteriacegeune étude dans le Wisconsin aux USA entre 2000 et 20@&sHr coli
isolées des eaux de surface, est arrivée a la conclusion queesedise indicatrice de
contaminatiorfécale,potentiellement pathogee pour | 6 ho mme, provenai
rejets urbains et dans une moindre mesure des eaux de ruissellement. Effectivement, les
souches isolées présentant un profil génétique similaire aux souches isolées des eaux de
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surface étaient 2% plus nombreses dans les rejets urbains qdans les eaux de
ruissellement (McLellan 2004) Par ailleurs, en Angleterre, la quantification de
Campylobacterdansles fleuves Ribble, Calderet Hodder fut plus importante et frégnte
pour des zonessituéesen aval deWWTP que pour des zones rurales. Les sérotypes de
C.jejuni, fréequemment isolés danses fleuves se sont avése étre és seérotypes
majoritairement responsables de gastroentérites en Angleterre pendant la duréeéledmett
(Boltonet al.1987)

Déautre part, une ®tude en Australie sur
dans | es cit er raude pluendiqgue que [eRdicatéurs denconthimination
fécale E. coli, EnterococcusClostridium perfringens et Bacteroidespouvaient étre isolées
des ®chantillons d 6 epathogénes tels qu&€ampyldbacter apli n e s C

Legionella pneumopldl Aeromonas hydrophilaet Salmonellapouvaient y étre détectés

(Ahmed et al. 2008) Les citernes de r®cup®ration doe:
considérées comme des sources porieside rejetsd e bact ®ri es pathog ne
dans | 6 e n\De plus,cette éuelar donclut quefdible corrélation entre la présence

de microorganismes pathogénes et la présencendiesteurs de contamination fécalans

| 6eau de plui e pasROwp®ri@®es eme cepercmeatt r e cO0mme
qual it ® sanit af{Ahmedetdae20@8r t ype dbeau

l11.1.b/ Le cas des mycobactéries

Concernant les mycobactériggeud 6 ®t se d@nsintéressées aux rejetsVd&/TP
(chapitre 18.3.b /). Par exempleles espéceb. fortuitum et M. ratisbonenseont déja été
isoléesdans desboues activées en Allemagne(Berekaa et Steinblchel 200Qinsi que
| 6 e s\b. aviuirassp. paratuberculosien Irlande dans des eaux usées en entré&\d8 P
(Whan et al. 2005) Cette derniere étude signale que la présence Mdavium
ssp. paratuberculosisians les eaux usées copesdait a des valeurs hautes de pH-&25,

et concld s u r l a n®cessit® dobéun t raais teecette respecee f f 1 C
pathog ne pour l'i miter tout ri sque dobéinfect
dont la nature pourrait é&tiemp act ®e par | es rejets (@{@banl a st ¢

etal.2005) Cet t e ®t ude dedarélapoa signitichtisecentre @évalencede

MAP en entrée destationet la saisonni entre cette quantitde MAP et la quantité de

coliformes fécauxmaiselle souligne néanmoins que la prévalededVAP était plus élevée

au printempgWhanet al. 2005) Quantaux citernesl e r ® cu p ®r at i quirsontd 6 e a u
tres peu étudiées,aucuhedo nn ®e noéi ndi que | a pr®sence de NT

1.2 / Lesrejets diff us

Les regts ponctuels étant de plus en plus maitrisés, la recherche se focalise a présent sur
les rejets diffusc'esta-dire surlesr ej et s ou pollutions dont | a
identifiee Pendant les épisodes pluvieueslrejets diffus corresponden ~ | éur mmpact
milieu récepteudes ruissellementgui ne sont pas pris en charge s WWTP (eau de
ruissellement entrant danssleéseay unitaires), ou lesRWTP (eau de ruissellement entrant
dans Is résean séparatifsd 6 epduuiale). A titre indicatif, le bassin versant de la Seine
présente des conditions hydrologiques trés contrastées. Par exemple, le débit moyen de la
Seine & Paris étéestimé a 214n°/s pendant les années séches comme 1996 enR6
pendant les années pluvieuses comme 266it en moyenne 35%°/s entre 1986 et 1996
(Billen et al. 2007 ; Everet al.2007) Les rejetdiffus ainsi que les rejets ponctuels peuvent
doncgénérer une treés forte augmentatiordébit de la See.
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lll.2.a/ Les bactéries pathogénes émergentes

LO®t ude sur | e f1l euvyentreB992 ét 2993 indihjaergse dlramt Mi n |
les événements pluviewstivauxl e t Aewomonasigmente de [bg dans tout le bassin
versant , al or s ulgen dand les rsites ein amdfitettiqomes199&) Cette
observation pourrait tradui reraiehti@sAerdmbnastenc e de
l 6amont du b a slsé anpeadast rles géripdes vpuviatke€oncernant les
Enterobacteriacegeauc o ur s d 6 uflewe Keew RideglansdlasNorblk en Floride,l
a ®t ® d®mo n umrapporgerkedcoliidans lesi eauik ée surface lors tlmpétes et
gubapr s ces ®pi sbodligesengtlssaomiveauthabitue{BoloGabreke d 6
et al. 2000) Cet apporproviendrait du lessivage des sgar les eaux de ruissellement qui
entraineraient e s mi cr oor gani smes | us ot.Woeaautre bdctérie ve vi
pat hog ne p disteria rhoddeybogemss, aussi été décrite dans des bassins
versants. Effectivementads une étude entre juin et novembre 2005 sur la plus large riviere
de |1 060Ontario au Canada,onilenar ®t ®6obser v®n ae
humain et animaListeriamonocytogenesdlans les eaux de surface| a¥al immédiatde
fer mes do®l elaitiargset leddegrévda champs défrich@siauteyet al. 2007)

Cette observation pourrait indiquer que ces terrains fausrisent les transports de
L. morocytogenepar ruissellemendepuisl es zoneg udg®ibavuagnedni eu r G
avalde ces dernieres.

l11.2.b / Le cas des mycobactéries

Concernant les NTMla encorepeude donn®es per met toueat doa
représentet les eaux de ruisfliement desbassins versant&n effet, ans pour autant les
mesurer directementesétudes indiquent que lesruissellemergsont des sourcas6 appor t de
NTM dansles eaux de surface. Par exemple, la présence des NTM dans les eaux de surface a
été corrélée avec lelnnées de pluviométrie a trois semaifi@mnainenet al. 1993) etles
ruissellementsemblent enéiner dans les eaux deurface la sousspéces MAP a partir des
paturages contaminégPickup et al. 2006) Effectivement, commen o u s |l 6avons
mentionné(chapitre 18.3.a /), certainssols, potentiellement érodables pgamps de pluie,
sont deshabitas potenties de mycobactéries, comme les sols riches en acides humiques et les
sols pollués en PAH. Néanmoins, ces gotypices a la croissance desNAMM ont j amai s
comparés entre eux, tout commerleomposition physicochimique.

111.3 / Lesvariations saisomieres

Les rejets diffus sont indirectemeliés a la variabilité saisonniérequi est donaun
facteur important & prendre eansidératiod ans | 6 ®val uati on nidless ri sq
apports de microorganismes potentiellement pathogtaresle miku récepteur.

Ill.3.a/ Les bactéries pathogenes émergtes

La wvariabilit® des saisons conditionne |
bact ®ri es pathog nes epAngiaterrd ed ho8anaauantifiPation des x e mp
rejets urbains elCampylobacted ans | 6eau des fl euves Ribbl e,

i mportante et fr®quente en aut(Boltometal.dd8B7).en hi v
Pour le fleuve Buffalo dans le Minnesota entre 1992 et 1993, contrairement aux périodes

hi ver nal e Aerombnasn amenudu bagsin versant @té corrélés au taux de

bactéries indicatrices (flore totale, coliformes fécaugrgérocoquemiestinauy pendant les
périodesestivales al or s que dans | Aerolomaostiété conédés aua nt | ¢
taux de bactéries indicatrices pendantdésodes hivernale@Pettibone 1998)ll semblerait

donc que les corrélatiorsbservéesntre ces microorganismes en amont du bassisant

p e nda n tse ret@uvenidans le bassin versant en été durant les périodes de précipitation.

Ce déplacement pourrait correspondre a la concentration de ces microorganismes dans le
bassin versant pendant les périodes pluvieuses commandées paisbns. Concernant les
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Enterobacteriaceae | 6 ®t ude du , ddne le WarfolkNea WloritRe] & mantré
qgudentre deux ®v ®n e mé&.redli soscillait sinusoielalerent.! @ettet a u x
oscillation a été corrélée aux marees. Lorsque la maaée €& b a s sEecoliémit basaat x d 6
i nver s e me nk. colil éait haat poulesd arées hautes. Le suivi de la quantité

d B. coli dans lessédimentgddesbergs a per mis d6é®mettre | 6hypot
les marées basses l&scoli se développaient dans les solgestberges asséchéet se
retrouvaient dans | a masse dobéeau pendant |
partiellement cebergeqgSolo-Gabrielleet al. 2000) Dans une étude, entre juin et novembre
2005, sur |l es eaux de surface de |l a plus | ar
des combinaisons de profils génétiques et sérolegigleListeria monocytogeneétaient
principal ement isol ®es en ®t ® et(Lygutegetall 6 aut r e
2007) 'l semblerait donc, qubéau sein ddédune m°r

exister dans les eaux de surface en relation avec la variabilité saisonniere.
[11.3.b / Le cas des mycobactéries

Concernant les mycobactéries, une étude dans le Nord du Malawi indiqgue que
| 6i s ol eNfv danhs led sols est beaucoplus fréquente pendant les saisons seches
(tempéréesle mai a octobre21°C et chaude de septembre a novemBrEC) que pendant
les saisons humide&haude de décembre a avrit4°C) De plus, pendant les saisons
humi de s, aucune mycobact®rie ne fut d®t ect ®
origines(eau potable, eau de forage, eau de puits de maisoisuperes)a | or s qubden s
seche 98 des pr ® vement qChilhaetaau 2006)uSares rptecisgr tas i t i f
période annuelle, la rare étuded i quant | 61 mplamerttseconceenantdle rejetr ui s ¢
de NTM dans le milieu récepte(livanainenet al. 1993) souligne que les mois pluvieux sont
les plus propices a la détection MM dans les eaux de surface. Sans rapport direct avec le
rui ssell ement, | 6®t ude sur | es r @Mdaecimanox de
Cabral et al. 2010) et | 6 @sttuadtei odh 6 udndd@apde (Whaan et cain 2005)
soulignent effectivement que les mois pluvieux au printemps et en automne sont favorables a
la détectiorde NTM et de MAP, respectiveme®t. ce j our , aucune ®tude
| 6®val uati on des 1 &|Rxtegsbdeiplividues | de NTM

IV / Lesobjectifs de la these

La Directvec adr e sur | 6 eéanat dgsdbjediiff Heb firdsetviatjoret
restauration dé& Héeddeda s oaninggramtaun obectifdd i c i :
«bon état chimique et un objectif du bon état écologique.

IV.1/Laprotectionetlagesti on de | 6eau

L 6 o bj e cbbon état cimique de laDirectivecad r e s uest défidigaauwne
réduction de la concentration de 33 substances prioritaires a seuil réglementaire et par une
élimination de 25 substances dangereuses prioritaires a seuil réglemedesreseuils
réglementaires apparaissent sous la natiin de normes de qualité environnement@les
molécules sont par exemple daestaux (Pb, Hg, Ni), des molécules appartenant aux familles
des diphényléther bron® comme le pentabromodiphényléther oléther de
decabromodiphenyl decabromodiphenyl etheBDE) et des hydrocarbure aromatique
polycycligues, ainsique desomposés chlés ouphénolés.

L 6 o bj e choniéfat édologigge de laDirective-cadreest quanta lui définipar le

suvide | a composi ti onbjomasedu phjteplaradn des macephydles | a

de la faune benthique invertébréade l'ichtyofauneAinsi, il estimportant de souligner que

cette Directivec adr e sur | 0 e agcomcerdust ésniti des ndi@oergahismess n e
pathogenes comme les NTMoncernant les NTM|, aadyse bibliographique nous montre

quobi l e X i st dacudes sufa camimissances ddd M, en particulier elle met en

avan t | e manque d &déqudisiplosir ddb d®@aluyee des my c o
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| envi ronne men técolodgientresdp®atudiée letepar wangequerune faible
connaissance des sources et réservoirlg dgnamique et de la répartition spatmporelle

des NTM dans les écosystemes aquatiques et terrestres. Les pathogenes humains peuvent
résider et se développer dans desbiftats norhOtes, dans lesquels ils évoluent et se
diversifient indépenamment de leur activitpathogéniqugMorris et al. 2008) Ceci est

déautant plus vr ai p stas comehee IsBITNY. &Cétth cogstatatowsa o p p o
condui t depui s |l ongt emps aux pratiques doa
popul ations doéani maux sauvages, de nettoyag:

ddoeau et dee. Cesefferionslisumdeiataque les pathogénes opportunistes comme

les NTM sont capables de se disperser et de se développer dans de nouveaux environnements,
cependant leurs cycles de vie dans les contextesnédicaux sont encore largement ignorés.

Ce manuscrit de @se a donc pour but de mettre en place des outils et stratégies analytiques
ainsi quedes stratégies de prélevemenb ur ®t udi er | es NTM en deh
clinique, tout en identifiant dans les bassins versants les compartiments qui sembpileaspro

a la recherche de NTM.

IV.2 / La stratégie analytique

La hiérarchisatiodes sources doéun microorgani sme ¢
n®cessite |Ila mise en Tuvre dobéout i lrcbustemtal yti q
applicables aux échantillms étudiés Concernant leNTM, | 6®t at edeutld 6art
analytiques applicables aux matrices environnementales (chapiiré ) 8ous indique que

les méthodes de détection par microscopie (chapitiiell&/) ne permettent pas de détecter

spci fi quement NTM etrmeeelanbmétrodes desdétection par bactériologie
(chapitre | 8.1.b / ) et biologie moléculaire (chapitre I118.d / ) nécessitet une
harmonisation et une étudmir leur potentiel transfert a des matri@s/ironnementales.
Concernant] es m®t hodes didgpliguentttoiuftiecsa tli Goins og veime nt [
NTM, il semble que la MLSA soitlaseule petme ant de caract ®ri ser | ¢
deNTM (chapitre | §1.2 /). Pourles méthodes de caractérisation N&¥/, celles applicabke

auxNTMi sol ®es ne permettent pas deaTM @hamtet ®r i s ¢
| 8ll.3.a/), et celles applicabl es nfd oepartueerbasat = |
de donnégde profilset d 6 a u t ,uree vépifcatian de spécificité (chapitrell.8.b /).

Etant actuellement difficile de hiérarchiser le degré de pathogénicité des especes de
NTMen raison de | 6absence del2/)rnods promsordse Vi r
do ®t udi eMycobaeterigrdams sen ensemblé ée ne pas privilégier une espéece de
NTM particuliere. Par ailleurs, la hiérarchisation des sourcesNd&/ dansles bassins
versants nécessitamhecomparaison du degré de contamination des différents compartiments
le composant, nous nous proposoiosic de développer une méthode de quantification des
NTM dans des échantillons environnementaux. Pour ce faire, sur la base de la synthése des
outils de détection deTM, nous proposnsd 6 har moni ser |l es outil s
8ll.1.b /) et de comparer la spécificité et la sensibilis dutils moléculaisedéveloppés
pour des échantillons médica(chapitre | §.1.d /), dans un objectif de quantification des
NTM dansl| edivironnementauXchapite 11). Une réflexion sur des développemenfuturs
déoutils et strat®gies de d®vel oppement doo
V).
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IV.3 / La stratégie de prélevement

LO ®t at su kcomppriementdeSTM dans | 6 e n (chapiteen $i3e/me n t
et sur les sources des microorganismes potentiellement pathogénes dans les basses versant
(chapitre | 8l / ) nous indique quelusieurs compartimesides bassinsversam 6 ont ~° c e
jour pas été étudsvis-avi s de | 0 oNTM Riguredh Effectivereest, parmi les
sources ponctuelles (chapitrelll§l /) et diffuses (chapitre 11B.2 / ) des nicroorganismes
potentiell ement pathog neNTM. Ace jour lesds@ld rictee s f or
en acide humiquedes zones rurales (foréts, marécagles) sols riches en hydrocarbuckes
zones urbaines (origine pyrolytique anthropiquelldsl et | es r ®seaux de di
potables sont connus comme étant des habitats propices au développemdiM delsapitre
| 81.3.a /) et leseaw de surface en aval des bassins vessainsi que ¢seaw souterraines
peuvent étre considé® comme les milieux récepteursgM | or s d 6 ®v ®nement s
(Figure8) car la présence déTM y est avéré¢le Dantecet al. 2002b ; Blancet al. 2005 ;
Chilima et al. 2006) Entre ces habitatet ces milieux récepteuss6 or i gi nes - ur bai
urbaines ou ruraleda présence deNTM estpossibledans les réseauk 6 e au ge0t abl e
maisons particuliéres, deentreanédicaux ou des centres récréatifd-{gure 8), mais aucune
donn®e nodexi st eNTHl dans lds autrgs canpagtiments ded bassins versant
telles que lesWWTP, les RWTP et les citernes de récupération des eaux de phiesi,
plusieurs sources ponctuelles et difsseront donc évaluées (chapitre l1).
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1 Sourcesponctuellesurbaines

Dans | 6objectif d 6 ®t u INITM dansl lessbassne versené s U r
urbains, et en raisode laprésence deBliTM dans | es r ®seaux de di st
r ®s e a wxotabll® @aas les maisoparticulieres, les centres meédicaux et les centres
récréatifs Tableau7), ainsi queles quelques études rapportant leur présence dabsues
activeesds t at i on (BéreRanetrSteinbiianal 200€t) dars leseax usés en entré
de station @ ® p u r (&lan et al. 2005) nous nous proposonsd 6 ®t e devenir des
mycobact® ries au sein dbébune station mh®pur a
temps sec afide combler ce manquke la littératureghapitre 11811.1 /).

i Sources diffuses pétirbaines et rurales

Le lessivage des sols semble apporter des NTM dans le milieu récepteur pendant les
saisons humides, ce phénomene seréblec or r ®1 ® aeneectainlm@taug peo Al,t
Cu, Coet Cr (livanainenet al. 1993) De plus, il semble que les solghes en acide
humiques et les sols pollués en PAH soient des habitats potentiels de NTM (chap8ra I8
) . N®anmoi ns, c es de uétécampapés entrecedfiger®d). Ainsin 6 ont
nousenvisageonsl 6 ®t udi er et de csde sotsen®nes wiwmines,gpérif f ®r e |
urbaines et rurakafin de déterminer lesque$ de ces zoneseraienies sources majeures de
NTM dans les bassins verssathapitre 118I1.2 /).

Concernant les sources diffusasicuneétudene rapporte la présence N&M dans les
eaux de ruissellemeriEffectivement, ce compartiment des bassins vesgdant régi par de
multiples factews telles que la pluviométrie, la topogphie ou encore la nature des sols, la
mesure directe de la quantité N&M dans leaw de ruisglle me nt n Olenwert pag ®n ®r a
réalisée Au sujet ds eaw de ruisgllement méme si des corrélations saisonnieres ne sont pas
clairement établies, il sembtpie lesNTM soient majoritairement présentes dans les sols et
| 6eau (eau potable du robinet, eau de forag
pendant les saisons secli€hilima et al. 2006) Cette étude suggererait que le ruikseént

| 6 occasi ompluvew @ouai éegsvales sols et entrainer |eNTM dans
débautres comparti ments ra@icealans leseasoutedrainegua s si n
les eaux de surface les plus en aval du bassin versgutrd 8). Aussi, nous étudierons,
indirectement] 6 i mpact delementeax d®e er mi sant situéGsampport
zones urbaines et paribaines” une Trivi re doaurencea Manep ®r i e L
(chapitre 11BI1.3 /).
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| / Introduction

L6 ®teatl 0cr t sur |l es outils analytiqgues ap
(chapitre | &l / ) souligne clairement que les méthodes de détection par bactériologie
(chapitre | 81.1.b /) et biolaggie moléculaire (chapitre 1181.d / ) nécessitent une
harmonisation des protocolesetn e ®t ude dobéapplicabilit® aux
Dans cette optique, il a donc été entrepris de comparer des méthodes de tgietéainisi
que des méthodes de biologie moléculaire, avec comme objectif la quantificatibiT Mes
dans des échantillons environnementaux. Ainsi, le présent chapitre est organisé en trois
parties présentées sous formes de trois articles. Deux de cles aditparusdans le journal
Applied Environmental Microbiologyet le troisiemea été soumis au journ&anadian
Journal of Microbiology

Article ] RadomskiN., E.Cambau, LMoulin, S.Haenn, RMoilleron et F.SLucas (2010).
Comparison of culture mebdds for isolation of nontuberculous mycobacteria from surface
waters Applied and Environmental Microbiology 76(11): 35143520 (doi:
10.1128/AEM.02659D9).

Dans ce papier, | edes NTHIV® telleso qulies les délconiaminatioasne n t
chimiquesetiouds uti |l i sations dobéanti biotiques dans
des ®chantil | on@ podréétudiar leuwt anpassurrlels anccreorganismes

i nterf ®rents et sur des ®chantil |IMcdslonakdbeau c
et M. avium (1 i) pour ®tudier | 6i mpact sur des N°
8ll.1/ articlej ). Ces espéces ont été choisies comme modeles de FGM et de S$ghtagme

des incidences humaines importadaFrance(Figure3) et” | 6 ®(Figuaed)g e r

Article k RadomskiN., F.S.Lucas, RMoilleron, E.Cambau, SHaenn et LMoulin (2010).
Development of a redime gPCR method for detection and enuatien of Mycobacterium
spp. in surface wateApplied and Environmental Microbiology6(21): 73487351 (doi:
10.1128/AEM.00942.0).

Du fait de la présence en grandembre de microorganismes interférents dans les

®chantill ons de | des aaissancenlantesae mombredded, d nousf a i t
a semblé judicieux de développer une technique de quantification moléculaire qui
s6affranchi sse des bi ai s cul tur aux. Af i n de

mycobactéries par PCR en temps réel soit, a la fois, spécifique et sensible dans les
échantillons environnementaux, des comparaisons de la spécificité et de la sensibilité de
couples doéamorces PCR de insdico étinvitroRLa acuuelle e , 0Nt
méthode dévelopgea été comparée a deux méthodesi st ant es ndayant | a
doune v @mvitrb. iLa spécificiténet la sensibilité de ces méthodes ont été évaluées
respectivement avec un souchier de microorganismes interférents isolés de la Seine et
dent i fi ®s par s ®IF8 eurk8Saq en saliehierldé MIRINspIées de la Seine

et i dentifi ®es p aleS e dugenbsps. £esaeux mlledtianAdrRINtE
complétées avec des microorganismes de référence issus de collectionsiansdesat

(chapitre 1l 8l1.2 / articlek ).

Article | RadomskiN., E.Cambau, LMoulin, S.Haenn, RMoilleron et F.Lucas (2010).
Effective DNA extra&tion method for quantification dflycobacteriumspp. in surface water
by realtime PCR (soumis &anadian Journal of Microbiology

Dans ce papier, l a m®t hode dbéextraction d
NTM par PCR en temps réel dans les échantillons environnementaux. Des combinaisons de
protocoles de lyse et dempu f i cati on ont ®t ® compar ®es ° [
Seine, artificiellement inoculés paé.chelonag dans | 6objectif de d®
doextraction dOADN permettant de r®cup®rer |
les inhibteurs de PCR de la matrice environnementale (chapitte3l/&rticlel ).
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La méthode de PCR en temps réel est basée sur le primdy@&R découvert en 1987
par Kary Mullis, qui permet de détecter des régions nucléotidignaeticulieres par
amplification exponentielle. La PCR classique est une analyse non quantitative en point final
qgui d®t ecte | 6absence ou | a pr®sence doune
réel est une méthode de quantification par cinétguiesuit au cours du temps le nombre de
copies de |PoRUr®nemanscenbbll® des m®t hodes de (
réel, la détermination du seuil limit€C{ Cycle Threshold) permet de réaliser une droite

do®t al on@racgrespondLauc y c | e pour l equel Il 6ampl i fi
détectable,cestdi re | e cycle ° partir duquel | 6augm
Plus I a matrice dOADN cible est en c&nhcentr.
va étre faible,e t i nver sement . La r®alisation de | a

l i n®ari sati on Cidded uln®® vgoal muriei odne dceosncentr ati on
logarithme décimal de la concentration en ADN de cette gankigeiré 9). La limite de
quantification base de cette méthode est la concentration minimale en ADN pour laquelle

| 6 ®q uCa=f(logpADN]) devient linéairesous laformed 6 une ®qu aY=a>Xm de t
Effectivement en dessous decette concentration en ADN limiteles phénoménes
stochastiques sont trop forts pour conserver une évolution constante dulsignalg testt i o n
alors de la forme Y=a¥bX+c. La limite de quantification haute de cette méthode
correspond & la concentration en ADN maximale a partir delleadagohase de bruit de fond

nbéest plus assez importante po-adremporwnCpi r °t
tendant vers zér@Poitras et Houde 2002)

5

[ADN]: A= 10B=10C=10D=10E=10F=10%G= 100 linéaire

Fluorescence Ct

35 i
- S ct
30

Y=aX+b

/ : : CtA
/ 10 .
/ non linéaire

A A A gdht A 5 5
L P o | Y=aX+bX +c
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
. Cvcle log([AD
Ct: CtACiB CtD CtE CtF CtG CtH y g([ N])

Figure9: R®al i sation doéune droite do®talonnage de PCR e
la fluorescence en fonctiondes{dd 6 une gamme de ¢ on gache)etadnstraciondeda ADN (7
linéarisation des G moyens en fonction du logarithme décimal de la concentration en ADN (Boite)

Cette m®t hode do®t al onnag e ficgtiens dbsofudsroe ut i
relatives La quantification absolue est utilispeur des applicationgui ne présentent pas de

cible de r ®f ®r ence avec | aquelle une quantif
d o ®t al G=a.lo@gAPN]+b extrapoléale la partie linéaire de la courbe de linéarisation

(Figure9) qu i permet de calculer | a concentratio
gue | 6ordonn®e ~ | 6origine b ndédatquéenone dbgQ
r®gression | in®aire de | a droite doé®tal onne:
cal cul er (Bfoeffitiendy)cE-¢0F® ® qui est |l a proporti ol
dupliguant a chaque cycle, c'@stlire la proportion de cibleslétectées par la méthode.

Expérimentalement, une efficacitéten0 , 8 et 1 est bonne, car ce

100% des cibles sont détectédsa quantification absolue ne prend pasn compte
d@ventuelles inhibitions de PCR qui peuvent avoir ligms une matrice naturelle, car la
gamme dOoO®t al onnage nbéest pas r ®alis®eladans
quantificationrelative degénes de référence, dont la concentration est connue, en paralléle de
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la quantification de laciblger met de tenir compte des ph®no
la matrice, qui affecteraient de la méme facon la cible et la référéreaéste cing principes
de PCR en temps ré@oitras et Houde 2002)

1 Intercalent SYBRM Green |
LaPCRent emps r ®el uni | iddaAD GswiBIriRbrente cantl a

fluorescent, est |l e principe |l e plus simpl.
doampl i fi catlLe8YBR 'SGreer liest sogveneuilisé car il est plus sensible que
|l es autres interchtamuse ddléBAHRODaNIm®besche
33258 qui se fixe au silonmie ur deL drésADdNe | a r ®action dbéamp
SYBRM Green | non intercal® ~ | 6ADN aexthilble®t @
déo®l ongati on, une au g Budla guantité dodni ndt eeselfivant @Indw o r e
| ADN double brin naissant. Aiaemsviion5080pC), s hyt
| 6augmentation du signal de fl uor edemv@rance e st
60-7 0 AC) et | 6®mi ssioncdmploretsmemt el d®PRqoe | ¢
environ 90°C) au cycle suivarfigure10).
a ;
gl : 3)\
5 5
|
C

3> < el e — 3> 5

: fluorochrome stimulé : amplicon : amorce

: fluorochrome non stimulé libre sl - ADN double brin cible
Figure10: Conditions et d®roul ement des ®tapesCRAd® d®nat u
et do®l ongatieon t(ecmpsder @eal PbCGRs ®e sur | dutilisation d

SYBR™ Green I (Poitras et Houde 2002)

La spécificité de cette technique est évaluée par construction de la courbe de fusion.
Cette courbe de fusion est la dérivée de la fluorescence mesuréppuat sa tempgdF/dt)
représentée en fonction de la température. Pour une amplification spécifigue ne produisant
déun seul amplicon, | a ¢ ourpistazdne dHdb @detan ne g
courbe de fusion, r e tanteGas eonrs du tem@salel lg flueresteace i 0 n
pendant | 6i nt eV Graeh kamamplicorsthéoforBi&s BeRpic de la courbe de
fusion représente la chute de fluorescence observée lorsque la dénaturation atteint la
temp®r atur e de qde amplicon preduiti Ainsi, siddes aim@iaoms idifférents
desamplicons cibles ont produi t s, 9dplcsagsestengpéraivesiefusor® d o a u
(Tm: melting temperaturajifférentes. Ceci pourrait étre le cas lors de production de diméres
d 6 a mononadétectabken PCRelassique.
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 Hydrolyse de sonde TagMaM

Le principe de la PCRn temps réeTagMar™ fait intervenir une sonde nucléique
hybri d®e au pr oahplistdes deuaamprtes PAR @rntige dendétection
de | 6 ampltibhsé csarlt 6 ant i@ahucl@sique de la Taqg polymérasgei
hydrolyse la s ond e hybri d®edbttybandatlidooBt/aepxet ensi on
fluorochrome émetteuicomme la6-carboxyfluorecéine (FAM: 6carboxy fluorescein, est
fix® -7 | 6deex tlr@®@ms o ®de&b 6doébhybridati on second son ®
suppresseurfluorescent ~ | 6 e x 8.0 @met A 6-carboxytétraméhylrhodamine
(TAMRA: 6-carboxytetramethylrhodaminepu un suppresseunonfluorescentcomme é
BHQ® (black hole quencler®). Etant stimulé, Idluorochrome émetteur transfesen énergie
au fluorochrome suppresseur voisin parprincipedu transfert d'énergie entre molécules
fluorescentes (FRETiuorescence resonance energy transfer) qui dis®fe énergie sous

formede chal eur au |ieu do®mettre de | a fluor
lorsquele fluorochrome suppresseur est trop éloigné du fluorochrome émettewqdiest
|l orsqudé”™ partir de | dune des amor cybreléeRCR, (I

chaque <cycl e do&iguelll.fLa comdeptiannde B Géhde (TagM¥n
nécessite les contraintes de développement suivaiites/oir un Tm de 5 a 10°C au dessus
du Tm des amorstdéaturadodlem vgu d@apr+95AC), (aette =

environ +70°C) avant les amorcesP@® nvi ron +60AC) dans |l e but
Taq polyméras¢ae nvi ron +60AC) provenant de | 6amor c
d 6 A DX avoirune longueur de 20 a 40 nucléotides pour respecter le principe FRET

avoir un contenu en-G de 4660% ; avoiru n A, un C ou wumarTc € g uddeuxnt

G supprime | a f | uméme apeedivag/ rkeontendr &iocusatrdn eeu r
séquence répétée5/ ne conteniraucune séquence permettant une hybridation ou un
chevauchemerdvec les amorcest/ utiliser des fluorochromes émetteurs distincts liés a des
sondes différentes lors de développements multiplexe

a
¥ > I 5” ?3’
3’\
5°
vay 3
J@- S lb
|~ ¥
~ 3 QI
31||||IIIIIIIIIII 5 ‘ Cc 31||| 5)?Illlﬁy 5

1. -sonde TagMan *I: sonde hydrolysée avec suppresseur mmiem: ADN double brin cible

.y

-

- '|‘: sonde hydrolysée avec fluorochrome stimulé - amplicon : amorce

o

Figure1ll: Conditions et d®roul ement des ®tapes de d®na
déohybridation des amorces PCR (b) Ileaséesdudr®I|lodnugtaitliiosnat(if
ddéune s on dgPoifras gtaude 2002)
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1 Hybridation a deu
L6hybrid

X sondes

ation repcedesitir soadeis|

s alinéaices

complémentaires da séquence cible poumaximiser la spécificité du signal L 6 un e e S
sondes esb| oqu ®e ° son e xptrre®minti ® JFdo n afeixnt edsi on
d 6 ®| o negtart a nosnp, oun fluerockrome 8ahneur'isothiocyanaté defluorescéine
(FITC: fluorescein isothiogyanate5) qui produit une lumiére fluorescente vertgpres
Léautre sonde tr aRed@OoutRed0® n
Les deux sondes sont amgges en téta-queue et espacées de 10 nucléotides, afin que

excitation.

pendant | 6hybridation | e princi pé@ettanRiEh& p
fluoresenceverted 6 e xlce t eFruor ochr ome accepteur dont
détectée La fluorescence rouge émise estalprs opor ti onnel | e ° | a
amplifiee (Figure 12). La conceptiondes deux sondes nécessite les contraintes de
développement suivanted/ les contraintes de conceptid 6 usorele TagMal doivert

étre respectées?2/la s ®quence cible doit °tre | p3ali

les Tm des deux sondes dentétre similairs.

a
IIIIIIIIIIIII3 » s \ \
5 5 ;
3 \ 3
{ l b
51 , .31
'
) C ) . 4 ;
IIIIIIIIIIIII3 4— [ 5 III] ‘II 3
5 3 5
{ :sonde avec fluorochrome donneur ! '*I:'l y - sondes hybridées avec émission de fluorescence rouge
b o : sonde avec fluorochrome émetteur

Figure 12: Déroulement des étapes de dénaturatiora() ,

déo®l ongati on
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{ Balise moléculaire (Molecular BeacdtY)

Cette balise moléculaire est dessinée en épingle a cheveux via des extrémités
complémentaires et comprend em sentre la séquence complémentaire de la cible amplifiee
a détecter. La balise moléculaire est encore plus spécifique que les sondes linédaes, car
bali se mol ®cul ai r e favori se surtoudan cassa for
déhybr i dae ded sequgneed)ri é@nmetteur fluorescent FAM, TAMRAa tetra
chloro-6-carboxyfluorscéine (TET: dtrachloro-6-carboxyfluorescein)ou la carboxyX-
rhodamine (ROX: arboxy-X-rhodamine) et le suppresselif 4ddnéhylaminophenylazo)
benzene MABCYL: 4-(46dimethylaminephenylazo)benzene)sont fixés a chacune des
extr®mit ®s de |l a balise, respectivement en
I'énergie dégagée par le rapporteur et le restituent, non pas sous forme de lumiere visible
c o mme ccasepsuta PCRen temps rédlagman”, mais sous forme de rayonnement

infra-rouge. Al 6 ®t ape de d®naturati on, | a belbi se m
proxi mit® des fluorochr omes p eBEnsnietlors Id&® i nhi b

| ybridat on des amorces PCR et de | a balise, | @&
®l oign® que |l a fluorescenceepdrde supiréBseartsurieur n
principe du FRET. A 6 ®t applynéridation, la balise moléculaire retourne setution

sous for me do &pgureld).Laeconteptodl éueaxbal i séeessitw | ®c u |
les contraintes de développement suivanték les contraintes de conception des sondes
TagMarT™ doivent étre respectée?/le tronc de | a balise doit

| 6 ® oi gnement entre | 6®metteur et3 lésdorcasuppr e
dohybridation du tronc de | a 4Hal ipue sdei sémty
correctement alcible et émettre de la fluorescence.

5 yygrrrgrrra 3 ,
931 51 % , \

5 3
% ¥
5 3>
o o o o a? %
¥ 5 ¥ 5’
?: balise moléculaire . amorce : amplicon sl - ADN double brin cible
#&: suppresseur O ‘:’:': fluorochrome émetteur

Figure 13: D®r oul ement de
)

®t apes de d®naturation (a), dbé
ddé®l ongation (c I

s
de | a PCRg (PditrasteeHoyrs 2002R e | par ba
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T Amorces scorpion (scorpion prim&Y)

L 6 a moaorpien est encore plus efficace que les sondes linéaires et que la balise

mol ®cul ai r e, en particulier pour Uéanoracer a
scorpion est une balise moléculair ®s ent ant ) son aerxder ®mi t @
polymérisatonde | a sonde comme | 6 ®tehvydhylaneglyonl), y c ol I
Sui vi de |atsensr €el #8CRer met doéint ®grer 7 | 6 a
chaque cycle doéamplification. A est So®tfaanpee d e
relaxéeetl a proxi mit® des fluorochr omesApger met

| 6hybridati on de |I|6taanatisecsda pslyonérisgtioradieu. Ea suited e

aprés une nouvelle étape de dénaturation, une é&apehy br i dat itieobalisede | a
mol ®cul aire de | 6amorce scorpion 7 |l a s®que
scorpion de prendre une conformation | in®ai-r

principe du FRETKigure14). La concegt on ddéune amorce scorpion
les contraintes de conception des sondes Tafletndes balises moléculaires.

5 a 3
—2 -
3’ I

X
X i

5
3*

3’

C
5° 1_ . P 5°

v

E -5
5 — c.\rm-m-r/g
3 3
g : amorce/sonde scorpion mm - Plogueur (HEG) . amorce
Figure 14: D®roul ement des ®tapes de d®naturationon(a), dbo
(c), de d®naturation secondaire (@delaCRedtehpsitEeli dat i on

par amorce scorpion(Poitras et Houde 2002)
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[/ Travaux entrepris

Ill/Comparai son des m®t hodes de culture
non-tuberculeuses dans les eaux de surfageublié en mars 2010dans Applied and
Environmental Microbiology

Comparison otulture methods forisolation ofnontuberculous
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Université ParisEst, Laboratoire Eau Environnement Systémes Urbaiess{t) UMR MA 102AgroParisTech,
6-8 avenue Blaise Pasdaité Descartes, FR 77455 Champs sur marne, PrahBeHP, HopitalCharles
Foix, FR 94205 Ivrysur-Seine, France AP-HP, Laboatoire associé du Centre national de référence
des mycobactéries et de la résistance aux antituberculeux, FHgiitaLouis, FR 75475 Paris,
Francé, Eau de Paris, Direction Recherche et Développement QHaliiéonnement
(DRDQE), 144 avenue Paul VaitiaCouturier, FR 75014 Paris, Frafce

Environmental is the likely source of most nontuberculous mycobacteria (NTM) involved in human
infections, especially pulmonary, skin and softissue infections. In order to measure the prevalence of
NTM in different aquatic ecosystems, we aimed to standardize the culture methods used for surface water
testing since many procedures have been described. Cultivating mycobacteria needs long term incubation
in rich media and requires prior inactivation of rapid growing microorganisms whose growth impedes the
observation of mycobacterial colonies. The two endpoints for the evaluation of the methods were
consequently (i) the inhibition rate of nontarget microorganism, and (ii) the efficiency in mycobacteria
recovery. We comp@red the competitive growth of Mycobacterium chelonaeand M. avium versus non
target microorganisms on rich Middlebrook 7H11-mycobactin medium after the application of several
chemical decontamination methods using acids, bases, detergent or cetylpyridimiichloride (CPC) with
and without the antibiotic cocktails PANTA (polymyxin 40U/ml, amphotericin B 4ug/ml, nalidixic acid
16ug/ml, trimethoprim 4ug/ml and azlocillin 4ug/ml) or PANTAV (PANTA + vancomycin 10ug/ml). Our
results showed that decontamination byCPC (final concentration of 0.05% for 30min) of water
concentrated by centrifugation, followed by culture on rich medium supplemented with PANTA
significantly decreased nortarget microorganism growth (6.2+0.4 logo CFU/I on 7H11j medium vs.
4.2+0.2 logy CFU/I on 7H11j PANTA, p<0.00), while not being too aggressive towards NTM (7.0+0.0
log;p CFU/I vs. 6.9+0.0 logy CFU/I for M. chelonaeand 9.1+0.0 logy CFU/I vs. 8.9+0.0 log, CFUI/I for
M. avium). We propose this standardized culture procedure for NTMietection from aquatic samples.

Key words: Culture methods; nontuberculous mycobacteria; surface waters

It is generally accepted that the environmentabbust and standardized method for environmental
exposure, particularly through water, is the maimdetection of NTM.
source for most human infections caused by NTM are ubiquitous and can be isolated from a
nontubercalous mycobacteria (NTM). The incidencevariety of aquatic ecosystems including natural wate
of waterborne NTM is increasingly described for skirwastewater, drinking water, recreational water, and
and softtissue infections in immunocompetentindustrial water (16, 51Hospital water has even been
patients (31) and for pulmonary infections occurringeported to be contaminated by NTM (31). More
via aerosol inhalation (15, 31). Ingestion or inhalatioprecisely,aquatic plantsamoeba, aquatic vertebrates
of conaminated water (while swimming for instance)and invertebrates could be considered as NTM
could also be a route of NTM exposure for childremeservoir of aquatic ecosystems, whether natural or in
(31). Because NTM are emerging pathogens fairinking water distribution systems or buildings and
humans and domestic animals, it is important thomes (19, 26, 37). Once present in the system,
identify their environmental sources and reservoirsyycobacteria may proliferate and persist (4).
and to measurgheir proliferation and persistence in  Methods usually used for NTM detection typically
fresh water ecosystems. These actions necessitateoae from the clinical microbiology field and are not
currently adapted for environmental samples. Surface
waters samples are quite different from clinical
*Correspondence: Nicolas Radomski, Universit¢ PaEss samples, since they may contain low quantities of
Laboratoire Eau Environnement Systémes Urbains (Leesu) U NTM but with typically highly diverse bacterial

MA 102-AgroParisTech, @ avenue Blaise Pascal CiBescartes, communities which range between “cand 10
FR 77455 Champs sur Marne, France

email: nicolas.radomski@leesu.enpc.fr  tel: +33(0)666665536  bacteria per ml (54)
fax: +33(0)145171627
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TABLE 1. Chemical decontamination procedures for isolation of mycobacteria

Method Decontamination reagent Decontamination Neutralization reagent
(concn) time (min) (concn)

Léwenstein H,SO' (4%) 15 NaOH (4%)
Petroff NaOH (4%) 20 HCI (3%)
TacquetTison SDS (3%)NaOH (1%) preheated at 37°C 30 H3PO4 (1%)
Kubica NaOH (2%j)N-acetytL-cysteine (0.5%Na;CsH50; (1.5%) 15 NaKPQ, Ph 6.8 (67 nM)
Oxalic acid (COOCH), (5%) 30 NaOH (4%)
Cetylpyridinium diloride  CPC (0.10%) 30 H,O

This microbial diversity makes it likely that naarget prepared with 2.0% (v/v) of reconstituted PANTA PLUS antibiotic
species may overgrow NTM in nutrient rich mediumsupplement (Becton Dickinson) at a final concentration in culture

. . edium of 4QU/ml of polymyxin, 4ug/ml of amphotericin B,
Several studies have been conducted to determine {lpé%g/ml of nalidixic acid, 4.g/ml of trimethoprim and 4ug/ml of

optimum decontamination method for inhibiting theaziocillin. Middlebrook 7H1LPANTAV medium was prepared
growth of nontarget bacteria in the NTM assay,with 2.0% (viv) of reconstituted PANTA PLUS antibiotic
although most of them were developed for cIinicaﬁ]“é’P'emem and Yag/ml of vancomycin (Sigma) in  culture
samples (2' 8, 20, 42, 56)- Moreover, no clear Sterility (no contamination) and fertility (gwth of
consensus emerges from these studies for thechelonaeATCC 35752) of these three media were controlled
treatment of environmental satep. The combination Wwithout and with inoculation by the streak plate method. In order to
of chemical decontamination nd addition of Study the impact of antibiotics on NTM and R@mget

. . . microorganisms, artificial and natural samples from Orly, Iy a
antibiotics in culture medium has not been studied SBinvile were inoculated on Middlebrook 7H11j without

far for water surface samples. antibiotics, with antibiotic cocktail PANTA, or with PANTAV.
The aim of this study was to develop and validate Chemical decontamination proceduresAtrtificial and natural

; : ; amples from the Orly site were independently treated by six
an |mpr0ved method for detectlng and counting NTl\;(iiifferent method and inoculated on 7H11j medium, 7HPANTA

from surface water. To _aChieve this, we compared thg.qium and 7H11j PANTAV medium in order to study the impact
recovery of mycobacteria from water samples and the chemical decontamination methods on NTM recovery and

inactivation of nortarget microorganisms (fungi and inhibition of nontarget microorganisms overgrowth. _
bacteria other than mycobacteria) using variou Chemical decontamination methods were iedrout following
the

ibioti d ch ical d . same steps: decontamination, agitation, centrifugation,
antibiotics and chemical decontaminants. resuspensionThe six chemical decontamination methods named

Léwenstein (5), Petroff (30), Tacqu€ison (41), Kubica (23), acid
MATERIALS and METHODS oxalic (56) and cetylpyridinium chloride (CPC)8)2 were used in
this study (Table 1). An equal volume of decontamination reagent
was added to a 58I tube containing 1énl of resuspended pellet,

Sampling of surface water and artificialinoculation. Surface o~ .
water samples were collected in triplicate between July 2008 ar‘;’ldnd then samples were shaken at 20°C in a Kahn agitator for the

March 2009 from the Seine River (France) at water Supplreqmred amount of time. Neutralization watecked by adding two

catchment sites near the Orly drinking water plant (DWP), Ivr}ﬁrops of litmus pH indicator, except for the Kubica and the CPC

DWP and Joinville DWP. For each site, 4samplewas collected mjéhgcrj];onvghv?/z?e t%il:\tr;!ﬁ?r?fﬁnec;e(gg()e&t)x VO_'ﬂuﬁm;)SC) W:r:?tlr;?
in a sterile glass bottle used for bacterial analyses (Schott Duran P 9 ' an !

o .. pellet was resuspended in 2 ml of sterileitiest water, before 10
Samples were cooled to 4°C and transported to the laboratory witl Md_ dilutions and inoculation onto 7H11j with or without

6hr and were immediately processed upon return to the Iabor‘rj‘toré/htibiotics. A control treatment was performed using sterile water as

Solids in the water sample were centrated by centrifugation i decontamination solution in order to determine the initial
(7000x%g, 15min, 4°C) and the pellet was resuspended in a small | mination level.

volume of discarded supernatant, which differed according to thé Counting method and staistical analyses. After chemical

experiment as described below. Resuspended pellets were presergggontamination rocedures, natural and artificial samples were 10
at 4°C before treatments. p ' p

) . fold diluted in sterilized water, inoculated on medium, and
To deermine the recovery of mycobacteria, pellets were o ; :

) : - Ancubated at 30°C in order to count Atamget microorganisms and
resuspended in @l of supernatant and autoclaved 20 min at 120 he reference NTM, respectiye For natural water samples
before inoculation with Inl of a suspension containing a mixture of colonies with different colony morphologies were counted on each

the fast growingM.chelonae ATCC 35752 (target cell fitre plate and inoculated on Lowensteiansen medium incubated at
10° CFU/ml) and the slow growing. avium ATCC 25291 (target 30°C for isolation.Mycobacteriaand other acidast bacilli were

cell titre 10 CFU/ml) in order to achieve a final volume of f&0. ctected by ZiehNeelsen acidast stain using a QuickB kit

To prepare the inoculum, reference strains were cultivated on AL®). Acid-fast bacilli were then identified by partial sequencing

LéwensteinJensen (BieRad) and dissolved in API AUX medium :
(BioMérieux). Wsing McFarland Standard (3.0 McFarland densityOf 16SrRNA gene andhsB5 gene as described below. Nanget

corresponding to FOCFU/mI), the two strains were diluted microorganisms included non adasst bacteria and acidst

: . - . - bacteria that did not belong the mycobacteria. Statistical analyses
appropriately with sterilized water and rr_nxe_d together. Wlthou_t clugﬁ data were carried out using a Generalized Linear Model (GLM)
about cell loss rates of each dt_econtamlnanon methods and in orden - <oftware Statgraphics Plus 5.1 (Manugistics Inc., Rockville,
to count cellsaafter decontamination procedures, we chose to apply Aid )

high density of NTM, which indeed do not reflect reality of water™
contamination. Inoculated autoclaved samples were named

Rartificial sampleso. For al sanap{e .In orde_to identify the acigfast baCI”IeISr?l?ted.frPrr&

er e L me S i ged pelll
from the e@vironmental sample were resuspended inmlOof ;:f'?igigsiggisnhceggd%ﬁi?aéﬁgigf E@ie,san?svp\‘lﬁng gﬁniégvzgnvg% r.?,
supernatant and are referred (o] s 'hn‘at ur a €S0, | The text.
final pvolume is the same of that of artificial samples describef;ensen were Tesusperided In 0 il)EnﬁEPbu er (10ml\w s
above pH 7,6; 1 mM EDTA) and DNA was extracted by heat shock (96°C
. ) . for 15min). After centrifugation (16,000xg, I6in, 4°C), the
Media supplementation and growth conditionsAll samples supernatant was used for PCR amplification. PCR reactions were

were ineulated onto Middlebrook 7H11j solid medium. The arried out following conditions described in previous study (32)
medium was prepared by supplementing Middlebrook 7H10 witf§ - 9« rived in p Yy '
and using PCR prine and amplification cycles described

10% (v/v) oleic albumin dextrose catalase enrichment (Bectonreviousl 3, 22)
Dickinson), 0.5% (v/v) glycerol and [Zy/ml mycobactine J P e '
(Synbiotics Corporation). Midlebrook 7H11jPANTA medium was

Identification of acid-fast bacilli recovered from fresh water
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FIG. 1. Effect of addition of antibiotics to the medium on the  FIG. 2. Effect of addition of antibiotics to the medium on
numbers of growing nontarget microorganisms after differentecovery ofM. chelonaeATCC 35752 andVl. aviumATCC 25291.
incubation times. Surface water samples were directly inoculatethe bars indicate thevarage numbers of mycobacteria recovered
onto Middlebrook 7H11j medium with or without antibiotics. The from artificial samples (9 experiments for each strain) inoculated
error bars indicate standard deviations of the means. onto Middlebrook 7H11j medium supplemented or not

supplemented with antibiotics.

Appropriate dilution of amplicons were purified with QlAquick (repeateemeasures ralysis by GLM: F=20.82,

PCR purification Kit (Qiagen), and marked separately in bothy ¢ — - < ; ;
senses with the BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Klg'f' 4, n=108, p 0'.0.01 controlled by mCUbé.ltlon
(Applied Biosystems). Products were purified with DyeEx 2.0 spiime). Indeed, densities of naarget microorganisms

Kit (Qiagen), and sequencing was carried out with and ABI PRISMAfter 7days incubation reached 6.5+0.1 p&FU/I,
3100 Gea_tic analyser following manufacturer recommendationgy. 7+0.0 logo CFU/I and 6.3+0.4 log CFU/l on 7H11;j
(Appc“ed Biosystems). . at the Orly, Ivry andJoinville catchment sites,
onsensus sequences were compared with those from Genban .
(http://www.ncbi.nim.nih.goy,  BIBI  (http:/umrs558sud  TeSPectively  (repeatemteasures GLM: F=20.98,
strl.univlyon1.fr/lebibi/lebibi.cg) and RIDOM http:/mww.ridom  d.f.=2, n=108, p<0.001, controlled by media
L6STRNA andhsiS5 consencus sequencesaifast bacil were - P entation and incubation time).
submitted to GenBank (Accession gumbéj§70974 to FJ7709%99 ShO(IV\II)e(;r?ﬁ:'[CtPXrIJITNAdereF?X\IG?X\/ cit::\)/lplsg’laélr{tsglon
significantly lowered both  strain  densities
(M. chelonae GLM: F=261.09, d.f.=2, n=9p<0.001;
M. avium GLM: F=52.99, d.f.=2, n=9,p<0.001).
Density of M.chelonae and M. avium were
respectively evaluated at 7.17+0.04 jlpgcolony
forming units (CFU) per liter and 8.20.10 logg
CFU/l on 7H11j, and at 6.0+0.0 lggCFU/l and
7.8+0.0 logy CFU/l on 7H11jPANTA, whereas no
dgrowth was observed on 7HIRANTAV (Fig. 2).

RESULTS

Effect of antibiotic supplementation in culture
medium.
() Impact on overgrowth of nontarget
microorganisms. Densities of nostarget
microorganisms reached ein maximum after 48 h
incubation on both 7H11j and 7HIRANTA media
(Fig. 1). No nortarget microorganisms were detecte _ L
on 7H11j supplemented by PANTA + vancomycin Effect of chemical decontamination .
(PANTAV) after 48h incubation and maximal () Impact on nont ar get microorgan
densties were reached after days. After 14 and overgrowt_h. The effect of te (_jlfferent che_m|cal
21days of incubation, filamentous fungi growthd_ecc_)ntamlnatlpn methods  (Fig. 3A) did not
started and interfered with the count of starget significantly differed between each other (repeated

microorganisms even on 7H11j medium containin easures GLM:F_:O'M’ d1.=5, n_:324,p:_0.666, .
antibiotics (Fig. 1). ontrolled by medium supplementation and incubation

PANTA and PANTAV addifons in 7H11j Ume). NTM CFU counting procedures without
medium resulted in a significant 188ld decreae of treatment by the chemical decontamination methods

nontarget microorganisms  densities(Fig. 1) Wer¢ har_npere_d by the growth of HQOidfaSt. bacill
compa?ed to 7Hllgj medium withomi( gntibio)ticson 7H11j medium after 14 to 21d of incubation, and

; _ by the growth of fungi on 7H1HANTA and 7H11j
(repeateemeasures analysis by GLMF=120.19, :
d.f.=2, n=108,p<0.001 controlled by sampling area PANTAV media after 21 to 35d. Compared to the

and incubation time After 21days of incubation control treatment, every chemical decontamination

nontarget microorganisms reached on averagén_ethOdS _significantly_ decreased the Jmarget.
6.2+0.4 log, CFU/l on 7H11j medium, 4.2+0.2 lgg microorganisms densities (repeatedasures GLM:
CFU/l on 7H11j PANTA medium, and 3.9:0.3 lag F->1-41, df.=6, n=378,p<0.001 controlled by
CFU/l on 7H11jPANTAV medium. No significant medium supplementation and incubation time).
difference was found between PANTA and PANTAV All chemical decontaination procedures without
treatment (repeatemieasures angdis by GLM: antibiotic supplementation resulted in an average

F=3.04, d.f.=1, n=72p=0.086, controlled by sampling €0Unt ©of 4.1#0.4 log CFU/I of nontarget
area and incubz;]tionzgime) n Y sampi gm|croorgan|sms on 7H11j medium, which

GLM analysis showed that the sampling area an?prresponded to a decrease by abdogs compared

the antibiotic treatment explained the observel? ctjhe cog_trol 3vxtho_:_1; deconéampaﬂonf O”hﬂﬂ |
variation in nortarget microorganisms densityrne ium - (Fig. )- € combination of chemica
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decontamination with antibiotics supplementation othe supplementary able 1. After phylogenetic
the medium was more effective, because we observadalysis of 163RNA andhspB5 gene sequences (data
a decrease of-4.5log;o of nonttarget microorganisms not shown), twelve strains were identified as
compared to the control treatment on 7H11j mediu mycobacteria, one afRhodococcusp. and one as
All chemical decontamination procedures resulted iNocardiasp. (Supplementary Table 1M. chelonae
2.7+0.6 logo CFU/l on 7H11jPANTA and 2.4+0.7 strains were regularly isolated isamples from the
log;0 CFU/I on 7H1LPANTAYV (Fig. 3A). Orly catchment site, either on 7HIRANTA and
8 21% day of incubation at +30°C 7TH11PANTAV (Supplementary Table 1), whereas
no acidfast bacilli were isolated from the Ivry and
Joinville catchment sites. However, CFU counts were
less than 30 and thus did not allow aliable
estimation of NTM densities from the Orly site
(Supplementary Table 1).

High diversity was encountered among the NTM
isolated from the Orly catchment site (8 different
7th day of incubation at +30°C species). Rare  species of  mycobacteria
(M. psychrotolerans M. setensg M. insulricum,

M. porcinum M. llatzerense M. austroafricanumand
M. arupensg were sporadically isolated from one of
the triplicate samples on 7H11j, 7HIRANTA or
TH11fPANTAV after different kind of chemical
decontamination methods: M. arupense
M. llatzererse M. porcinum and M austroafricanum
were isolated after decontamination by TaceLisbn
methods, M. setenseand M. psychrotolerans after
_ decontamination by the Lowenstein method and
.Mlgg‘f]bjm“ gk i e M. insubricum after decontamination with CPC
FIG. 3. Effect of chemical decontamination on (A) the number§éSupplementary Table 1).

of nontarget microorganisms and (B) recovery Mf chelonae
ATCC 35752. The average densities (numbers of CFU per liter) of
nontarget microorganisms € 378) and of mycobacteria recovered

from artificial samplesr( = 63) isolated from Orly water samples . .
inoculated onto Middlebrook 7H11j medium (with or tvut Our study aimed to measure the effect of various

antibiotics) were determined after chemical decontamination. Thenethods known to inhibit the growth of ntarget
error bars indicate standard deviations of the means. microorganisms, while also taking into consideration

(=R S R R |

Mean log,,CFU/l water Bd Mean log, [CFU/1 water >
S = N W A LA 0

DISCUSSION

(ii) Impact on NTM recovery. Compared to the
control treatment, all chemical decontaminatio
methods (Léwenstein, Petroff, Tacquéson, Kubica,

oxalic acid, CPC) significantly inhibited the growth Ofdecontamination (alone or

M. chelonae (repeatedémeasures GLM: F=276.66,
d.f.=6, n=63, p<0.001, controlled by medium
supplementation) andV. avium (repeateemeasures
GLM: F=59.11, d.f.=6, n=63p<0.001, controlld by

their inhibitory effect on the growth of NTM. To our

r?<nowledge, it is the first time that @piotic medium

combined to chemical
in combination with
antibiotic supplementation during decontamination)
and applied to the culturing of NTM from
environmental water samples. eWdeveloped this
bacteriologichtool in order to apply it further to an

supplementation  was

medium suppélefmentar:ion). When tlhe.conrt]rol_treatme Ytensive environmental analysBtatistical analyses
was removed from the GLM analysis, the Impact ok¢ o, results demonstrated that the supplementation
the CPC method was significantly less negativgi, pANTA decreased significantly ndarget
towardsM. chelonae(GLM: F=216.89, d.f.=5, n=54, \i-1qorganisms, without being too aggressive toward
p<0.001, controlled by medium supplementation) angherene NTM. Nevertheless, the supplementation
M. avuljlmd((.;LM. ':;37'30' d'lf':5' n:'54'p<(7)i-(|)fll" with PANTA did not remove all notarget
CO”(;TO N yd msngm :&J?Kemenégtlomh Ind Jd microorganisms from one liter of surface water. It
medium - an ip medium. = Indeed, goes not seem judicious to decrease this sampling
compared to the control treatment which ensured t%lume in order to avoid nefarget microorganisms
recoveiy of 7.0+0.0 lqﬁ CFU/ for M chelonaeand_ because decreasing sdmpling volume would lead to
of :.‘1—0'0 logo (ﬁF(LjJ for (I;/I.r?wum on 7'?11]+ decrease the NTM detection lower limit. Chemical
medium, CPC method ensured the recovery o 6:g—oa%contamination method appeared still necessary for a
logio CFU/I for M. chelonaeon 7H11j r_nedlum (Fig. high sensitve detecton of NTM. CPC
35’) and Ofg‘gio'o .IO@ CFLé/(;.f_or M. a\;lum(data not  yecontamination appeared as the best decontamination
shown). honcre]rmr)g I 3 ition  of  vancomycin,ehod since, on one hand, igsificantly decreased
w ater\]/er t ebc em:jca econtaminat proggss,?o nontarget microorganisms and, in the other hand, it
grohWt was IS' serg/e on 7HABANTAV medium for o5 significantly the less lethal method towards the
ot s}ra_mi '9'3 ):d ioa . . NTM strains studied. Moreover, the supplementation
Isolation and identification of NTM from in pANTA and the CPC decontamination was more
surface water. Thirteen aciefast bacilli isolates were efficient together than semely in light of the

collected from the water samples and are detailed Hbjectives mentioned above. A statistical approach
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helped us to determinate the more appropriate methsignificantly inhibited by vancomycin. Although these
for NTM isolation, although the low quantity of NTM results cannot be extended to other NTM species that
isolated from surface water did not allow an accuratmight be isolated from natural samples (some may be
estimation of either thenumber or their diversity in less sensitive to vancomycin), such addition should
this habitat. not be ued for general NTM detection.

Although filtration has been reported to be more Our study has shown the CPC treatment to be the
effective than centrifugation for mycobacteriamost effective method among those studied in order to
isolation from drinking water (42), we chose to useount NTM in surface waters. This is in agreement
centrifugation for the Seine river samples due to rapidith the results of Neumanet al, who showed that
clogging of filters by high quantities of suspendedhe CPC method was ampriate for surface water
particles at levels of 202 mg/l (17). Different culture decontamination (28). We found that the CPC
media have been used to isolate mycobacteria withadecontamination reduced significantly the fiarget
any consensus (39). However nutrient richmicroorganisms, while producing the lowest decrease
Middlebrook 7H11 medium and low incubationin NTM densities compared to Lowenstein, Petroff,
temperature (32°C) seem to promote the recovery offacqueiTison, Kubica and oxal acid methods. CPC
the widest range ofmycobacteriaspp. (39). Reports can also be used for sample decontamination, at
indicate the sensitivity of Middlebrook 7H11 is0.005% or 0.05% low or high contamination (28).
improved by amendment with mycobactine J (13, 40),his method has been mainly applied to low
and specificity can be improved by the addition oftontaminated samples such as drinking water (49),
PANTA antibiotc cocktail. PANTA additive was water from distribution systems (29, 52), atab
initially used for mycobacteria detection in clinicalwater artificially inoculated with NTM (42). In our
samples using BACTEC (Becton Dickinson) liquidstudy, the treatment with 0.05% CPC without
medium detection systems (36). Two previous studie®mbination with antibiotic supplementation, resulted
dealing with M. aviumsubspparatuberculosis in a survival rate of 71.1% fdvl. chelonaeand 70.0%
prevalence showed that PAN used without for M. avium In contrast, Thomsoet al repored that
preliminary chemical decontamination step washe addition of 0.005% of CPC to tap water samples
successful in suppressing background microorganisrapiked with M. avium and M. intracellulare
associated with Cheddar cheese (13), and with rafd00CFU/500ml) resulted in only a 3.6% survival of
milk cheeses (38). Additionally, inhibition of non both strains (42). However, it is difficult to compare
target microorganisms in culture mediurould be their results with ours, because the inocul(MTM
improved by vancomycin supplement at finaldensities and species), CP@nal concentration
concentrations of fg/ml (13), 10ug/ml (11) or (0.005%versus0.05%) and nature of samples (surface
20 ug/ml (1). In the present study, PANTA antibioticwaterversustap water) are different.
cocktail amendment appeared adequate to Our study demonstrates for the first time that
significantly decrease nem@arget microorganisms, chemical decontamination and PANTA addition in the
while not beng too inhibitory towardaVl. chelonae culture media are more effective together than
and M. avium growth to allow quantification. Two separately to decrease r@mget microorganisms. We
previous studies dealing with thus recommend the use of CPC decontamination
M. aviumsubsp paratuberculosis prevalence in (0.05% final concentration) combined with PANTA
Cheddar cheese (13) and in raw milk cheeses (38upplementation in Middlebrook 7H11j medium in
showed that PANTA supplementation of Middfook order to isolate and/or tooant NTM from highly
7H11j was effective to remove ndarget contaminated samples such as surface waters (Fig. 4).

microorganisms. However, we found that PANTA S“T(fla]cﬁegater
supplementation was not sufficient to allow accurate
NTM enumeration in surface water. Raw milk cheeses concentration at 7,000xg for 15 min
usually range between 3@nd 18 bacteria per ml (pellet resuspended in 10 ml of supernatant)
accordingto time of ripening (6), while freshwater decontamination v/v for 30 min
usually contains between “1@nd 16. cells per ml (10 ml of cetylpyridinium chloride at 0.10%)
(54). Thus, it seems that concentrations of-tawget
microorganisms do not explain that PANTA concentration at 3,000xg for 15 min
supplementation was not sufficient to allow NTM (pellet reSUSPe“dEd‘szl of sterile water)
enumeration in suatce water. In contrast, the higher S
. - . . 10-fold dilutions
diversity pf microorganisms from surface water (21, (in 9 ml of sterile water)
55) than in raw milk cheeses (34), could explain that
PANTA supplementation was not sufficient to allow inoculation on Middlebrook 7H11j-PANTA
NTM enumeration in surface water concentration of antibiotics in culture medium:
L. . - 40 U/ml of polymyxin B
The add!tlon of wvancomycin to ANTA _ - 4 pg/ml of amphotericin B
supplement did not seem to be useful to count NTM in - 16 pg/ml of nalidixic acid

- 4 pg/ml of trimethoprim

surface water samples, because no significant - 4 ug/ml of azocillin

difference  was observed between PANTA and

PANTAV addition on nortarget microorganisms incubation (30°C) and reading (weekly)

removal. Moreover, on 7H1-1:}ANTAV, the growth FIG. 4. Proposed microbial culture procedure for detection and
of theM. chelonaeandM. aviumreference strains was Measurement of mycobacteria in freshwater samples.
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The water supply catchment of Orly showed a high
NTM  diversity, wth  species such as
M. austroafricanum M. porcinum and M. chelonae, g
and other more recently described species such as
M. arupense M. insubricum M. llatzerense
M. psychrotoleransand M. setense M. chelonaewas
the predominant NTM in Seine River at Odgmples
site. It has been previously isolated from water
distribution system (51), tap water (12), treated
surface water or groundwater (25), nail salon water
(35) or public swimming pools (31)M. chelonaés an
opportunistic pathogen, able to induce rpahary
infection, cutaneous infections by direct contact with
contaminated water (35), or iatrogenic infections aftesr
surgery or subcutaneous injection (7, 33). As a

Bland, C. S., J. M. Ireland, E. Lozano, M. E. Alvarez, and

T. P. Primm. 2005. Mycobacteal ecology of the Rio Grande.
Appl. Environ. Microbiol.71:57195727.

Buijtels, P. C. A. M., and P. L. C. Petit.2005. Comparison of
NaOHN-acetyl cysteine and sulfuric acid decontamination
methods for recovery of mycobacteria from clinical specimens.
J. Microbiol. Method$52:83-88.

Callon, C., J. L. Berdague, E. Dufour, and M. C. Montel.
2005. The effect of raw milk microbial flora on the sensory
characteristics of saletgpe cheeses. J. Dairy S@8:3840
3850.

Carbonne, A., F. Brossier, I. Arnaud, |. Bougmiza, E.
Caumes, J. P. Meningaud, S. Dubrou, V. Jarlier, E.
Cambau, and P. Astagneau. 2009. Outbreak of
nontuberculous mycobacterial subcutaneous infections related
to multiple mesotherapy injections. J. Clin. Microbil.:1961-
1964.

Carson, L. A, L. B. Cusick, L. A. Bland, and M. S. Favero.
1988. Efficacy of chemical dosing methods for isolating

consequence, its presence in water supply catchment nontuberculous mycobacteria from water supplies of dialysis

may be of concern for water production Paris.
Excluding M. psychrotolerans,all the other strains °
isolated from the water supply catchment of Orly were
potential pathogens (10, 18, 24, 43, 44, 47, 48, 50,
53). These results show that water supply sources ma$-
contain a high diversity of NTMthat could be
potentially harmful for humans. In addition to NTM,
Seine River had other harmful pathogens like
Cryptosporidiunsp, Giardiasp. andSalmonellasp. 11.
(27, 46). Processes associated with potable water
cycling and distribution, or treatment amduse of
wastewater treatment plant rejects, might represent
significant vehicles for NTM dissemination. Tapl2.
water has been suspected or identified as the infection
source in several cases (9, 14, 33, 45). Then,
determining the abundance of NTM in watesaerces 13.
might be an important public health issue. Our cultural
method might be a useful tool for this purpose.
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Supplementary Table 1Details of isolation conditions of acfdst bacilli recovered from Orly surface water.

Strain Date of Decontamination Supplementation X accession number Identification by 16SRNA
codification sampling method of Middlebrook v 16S rRNA hs®B5 andhspe5 sequencing
MC1 July 2008 none TH11PANTA 15/8/5 FJ770974 FJ770987 Mycobacteriunthelonae
MC2 July 2008 none 7TH11FPANTAV 2/8/11 FJ770975 FJ770988 Mycobacteriunthelonae
MC3 July 2008 sterilized waer 7TH11FPANTA 6/9/19 FJ770976 FJ770989 Mycobacteriunthelonae
MC4 October 2008 sterilized water 7TH11PANTAV 15/8/22 FJ770977 FJ770990 Mycobacteriunthelonae
MC5 October 2008 Léwenstein 7TH11j 1/0/0 FJ770979 FJ770992 Rhodooccussp.
MC6 October 2008 Léwenstein TH11j 5/0/0 FJ770980 FJ77093 Mycobacteriunpsychrotolerans
MC7 October 2008 Léwenstein 7TH11j 1/0/0 FJ770981 FJ770981 Mycobacteriunsetense
MC8 October 2008 CPC TH11j 1/0/0 FJ770982 FJ770995 Mycobacteriumnsubricum
MC9 October 2008 Tacquet Tison 7TH11j PANTA 1/0/0 FJ770983 FJ770996 Mycobacteriunporcinum
MC10 October 2008 Tacquet Tison 7H11j PANTA 1/0/0 FJ770984 FJ770997 Mycobacteriumilatzerense
MC11 October 2008 Tacquet Tison 7TH11j 1/0/0 FJ770986 FJ770999 Mycobacteriunaustroafricanum
MC12 October 2008 Kubica 7H11j PANTAV 1/0/0 FJ770974 FJ770987 Nocardiasp.
MC13 October 2008 Tacquet Tison 7H11j PANTAV 1/0/0 FJ770975 FJ770988 Mycobacteriumarupense

* in triplicate sampe per plate
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2/ D®vel oppement déune m®t-réed doar détester BICR e n
enumeérer Mycobacteriums p p . daa wles surfade @ublié en septembre 2010
dansApplied and Environmental Microbiology

Development of a redalme qPCR method for detection and enumeration of
Mycobacteriunspp. in surface water

NicolasRadomski', FrancoiseS. Lucas, RégisMoilleron', EmmanuelleCambad?
SophieHaend, LaurentMoulin*

Université ParisEst, Laboratoire Eau Environnement Systemes Urbains (Leesu) UMR MAdroParisTech,
6-8 avenue Blaise Pascal Cité Descartes, FR 77455 Champs sur Ftanue, AP-HP, Hopital Charles
Foix, FR 94205 Ivrysur-Seine Francé, Université Paris Diderot,aboratoire associé du Centre
national de référence des mycobactéries et de la résistance aux antitubefédi,
Hopital Saint Louis, FR 75475 Parfancé, Eau de Paris, Direction Reerche et
DéveloppemenQu a | i t ®(DRBE)] 38 &anue Jean Jaures
FR 94200 Ivrysur-Seine, Frande

A real-time quantitative PCR method was developed for detection and enumeration Mycobacterium
spp. from environmental samples and compared to twather methods already described. The results
showed that our method targeting 163RNA was more specific than the two previously published real
time gPCR methods targeting another 168RNA locus and hsps5 gene (100% vs. 44% and 91%
respectively).

Key words: Realtime qPCR Mycobacteriunspp; surface watergdetection; quantification

Water exposure (15) is one source of human We sought to develop a reliable réiahe gPCR
infection caused by nontuberculous mycobacterimethod to detectMycobacteriunspp. in water
(NTM). Nevertheless, isolation and enumeration afamples. Development involveth silico primer
NTM from water is difficult becase other screening followed by a specificity study by
microorganisms overgrow NTM colonies (22).conventional PCR. Further, the efficiency (Ef),
Consequently, development of an alternative detecti@morrelation coefficient (r2), limit of quantification
and enumeration method is essential for monitorin@OQ), specificity (Sp) and sensitivity (Ss) of this new
NTM sources in the environment. method targeting 168RNA were compared wit the

Two realtime quantitative PCR (qPCR) methodstwo previously described methods (7, 29).
for NTM measuremenhave been described (7, 29).

The primer pair used in the first raahe gPCR MARERIALS and METHODS

method (7) targets 16RNA and was previously used

to track mycobacterial growth in industrial water DNA collections. Fifty nontarget microorganisms were
samples by conventional PCR (31). It was presentgffited o suicce wate of e Sene fyer Cars, Franee)and
as a sensitive test forembers of thelycobacterium sng kity or fungal 283RNA gene (D2 largsubunit rRNA Kit)
genus because it detected 34 species of mycobactedig ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems)
(19, 25). However, the primer specificity was only14, 24, 27) Sequences were analyzed with Megablast algorithm
measured by conventional PCR against DNA and submitted to GenBank under the accession numbers GU265670

d . herichi i d to GU265719.Reference microorganisms phylogenetically distant
Pseudomonaaeruginosa  Escherichiacoli, and fom Mycobacteriumgenus likeHelicobactersp. were included in

Staphylococcuaureus (31) or by n silico analysis the nontarget collection. Reference microorganisms closely related
(7). The second redime gPCR method targeting to Mycobacteriumgenus like Corynebacterium Nocardia and

hS[Iﬁ5 gene (29) was also sensitive (detection of 34 Oﬁflodococcuwhich belong withiMycobacteriunto theCNM group,
were also included in the ndarget collection. Sensitivity of real

of 37 Mycobacteriunspp. tested). Although the e gpcR methods was estimated using 30 species of the
primers showed high specificity (no detection of 1@aycobacterium genus (Supplementary table 1) isolated from
different normycobacterial specigdy conventional clinical cases or surfaceater (22). After growth, colonies were
PCR (21), their specificity combined with the gPCRguspended in TE buffer 1X (X0M Tris pH7.6, 1mM EDTA).

. . . NA was extracted as previously described (22), and DNA
prObe was only tested aga'mnd'daalbmanSDNA concentration was estimated on the basis of absorbance atr260

(29). and 28nm using a WPA Biowave DNAgbgen Life Science).
Real time qPCRs.Reactions were performed using ABI 7500

reatime PCR system (Applied Biosystems). The Syber Green®

and TagMan® reafime qPCR assays were performed using qPCR
*Correspomlence: Nicolas Radomski, Université PdEst, MasterMix Plus for Syber Green | Low-darboxyX-rhodamire
Laboratoire Eau Environnement Systémes Urbains (Leesu) U (ROX), and gPCR MasterMix Plus Low ROX, respectively
MA 102-AgroParisTech, ® avenue Blaise Pascal Cité Descarte (Eurogentec). The TagMan® probes (Table 1) were labeled )
EFR 77455 Champs sur Marne, France (Eurogentec) with the fluorescent dyesc@ r b oxy fluorescein
email:nicolas.radomski@leesu.enpc.fr  tel: +33(0)666665536 € nd) , and Bl ack Hol dlr@cienswereer on the
fax: +33(0)145171627
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TABLE 1. Desciptions of the protocols used in this study in order to quaMifgobacteriunspp. by qPCR

Speciafication in gPCR meth6d

Parametef B-HN®

A B C D E
Combination NA ¢ With B-HN Without B-HN Without B-HN NA NA
Chemistry PCR TagMan TagMan TagMan Sybrgreen TagMan
F primer I571R/110F (100 nM) 1571R/110F (100 nM) 110F (300 nM)  110F (900 nM)  pMycl4 (500nM) 65k Daf 2
R primer 264R (10 nM) I 571R (1 eIl I571R(300nM) I571R (300 nM) pMyc7 (500nM) 65k Dar 3
Probe NA H19R (100 nM) H19R (100 nM)  H19R (50 nM) NA Genus (O
No. of cycles 30 40 40 40 40 50
Denaturation 95°C, 45 s 95°C, 15 s 95°C, 15 s 95°C, 15 s 94°C, 30 s 95°C, 15 s
Annealing 65°C,30s 55°C,20 s 55°C,20 s 55°C, 20 s 63°C, 15 s 51°C,15s
Extension 72°C, 1 min 72°C,40s 72°C,40s 72°C,40s 72°C,40s 72°C,40s

2F, forward; R, reverse. Polymerase activation was performed at 95°C for 10 min before all amplification reactions.

PB-HN, balanced heminested PQ@Rtanitzatd. ¢ld) descri bed by GarceéeEa

¢ Concentations of forward primers, reverse primers, and probes are displayed in parentheses. gPCR methods A, B, and C are those
developed in this study and

based on the pri mers #uittanifaretab @2); jRCR methods d ard ¥ arSthosposedEby Dutil et al. (7) and

Tobler et al. (29),

respectively.

9NA, not applicable.

performed in 25l reaction volume in triplicate (245 of DNA). specific toward Mycobacterium spp. using

Determinations of cycle threshold (Ct) were performed by th% nventional PCR (Table 2). F119/R184T7 detected
instrument setting threshold lineat@ @RN uni ts (f IOu or a i g

gscenc .
above the baseline divided by the ROX channel signal). two genera of the %N'%rOUP (2 of 3Nocardiaspp.

To assess performances of real time gPCR methods, vénd 1 of 2 Rhodococcuspp.), and 110F/I571R
calculated Ef,% LOQ, Sp and Ss for each method. Concerning Efgletected only 1 genus of CNM group (1 of 3

r> and LOQ, fivefold dilutions ofM. chelonaeATCC 35752 strain f
DNA were prepared in three independent series, in order to achiegorynebaCtenumpp') but also 3 unrelated genera (1

relative quantification by qPCR. Ef was calculated as previousIQ? 1 Flavobacteriumsp., 1 Of 5B_aCi”USSpp- and 1 of
described (26), and?rwas calculated using the SDS software4 Aeromonaspp.). Amplification products (about
(Applied Biosystems). Noreproducible amplifiation was not  475hp) from strains not related to

taken into account to estimate Ef afdrOQ was determined by ; ;
the lower DNA qantity detected for each assdyNA quantities MyCObaCterluanp" were less intense than the

were calculated in number dfl. chelonae genome equivalents positive control. Intensities of amplification prOdL_“_:tS
(GE), based upon th&l.chelonaegenome weight (4.#5 (9)) from CNM group were comparable to the positive
possessing a single copy of 168NA (32) and ohsiB5 (17) genes. control. Primer pair 110F/I571R seemed the best

Sensitivity was defined as the percentag®gtobacteriunspecies e etitin
which were detected, and specificity was defined as the percen'[acg'nddate to develop a SpeCIfIC r e gPCR

of nontarget microorganisms which were not desecaccording o ethod based on _TaqMan®_Chemi5try since a pr(_Jbe
the collection. (H19R) was previously designed to be used with
Steps of developmentEighteen forward/reverse primer pairs primer pair 110F/I571R (12), whereas the design of a

were selected and testén silico for sensitivity and specificity: ;
SodF/SodR (8), Z261/7212 (35), recFlirecR1, recFaireckz (1hyOP€ Petween primers F119 and R184T7 would have

RPOSV/RPO3V (3), R5/RM3 (16), myaycR (20), 8FpL/1492 Peen difficult ecause the amplified region was too
(30), 110F/264R (12), 285F/264R (18), F246/R266 (2), polymorphic among mycobacteria (10).

WUF/WuR  (34), 110F/I571R (12), MYA2/MYC13 (5), Influence of B-HN PCR. According to previous

GyrbA/GyrbE (4), F119/R184T7 (10), Pri9/Pri8 (4), and Th11/Th1 3979
(28). Based on query coverage of the 100 first results, theeticzor %tUdy (13)’ LOQ of the method B ( 67GE) was

specificity and sensitivity of primers were checked using th(l;]igher than that of the method A (393GE)-
GenBank Megablast algorithm. This screening allowed However, our results also showed thatHR PCR

identification of 8 primer pairs, whose vitro specificity was tested (method A) does not maintain constant values of Ef

using conventional PCR (23). Prior to PCR reactions, absence + 0 ; + ;
PCR inhibitors in extracted DNA was checked using bacteria§§8'7_16'0 %) and high values of (74.820.0) in

(8F/1512R) or fungal (ITSL/ITS4) universal primers (8, 33). wecOmparison to, the single step of method B

then developed a reali me gqPCR met hod < TEE68.b#£1)5%1596n/¢0.09.6

exonuclease fluorogenic PCR (12) and the most specific primer pair

out ofthe 8 pairs tested using conventional PCR. We first compared TABLE 2. In vitro specificity of 8 primer pairs selected fram

our method with two previously published methods using the same sjlico studiesand tested with conventional PCR amplification

primers, one including a balanced heminesteti§ PCR (method of nontarget microorgani smsdé D
A) and one without (method B) (11) (Table 1). Primer titratiom

Matix. ori b . i d MaGladiustment matri Primer pair No. of amplification that weré %
» primer-probe ratio matrix and Mggladjustment matrix p High Tow Negative | Specificity
were performed basing on the comparison results and followinegt
manufacturer recommendations (Eurogentec). The new optimiz&BA/9yrBE 56 1 0 0.0
reattime qPCR method (method C), was compared with the tw 61/2212 24 23 10 175
methods of gPCRmethod D(7) and method E (29)) previously SodF/RSodR 21 12 24 42.1
described (Table 1). F246/R266267 8 24 25 43.9
MycF/MycR 12 13 32 56.1
Tb11/Tb12 9 3 45 78.9
RESULTS and DISCUSSION 110F/I571R 1 3 53 93.0
F119/R184T7 3 0 54 94.7

Primer pair selection. From among the 18 primer @ High amplification corresponds to PCR product signals as bright
e - - : s that of the positive contrM. chelonaeATCC 35752T, and low
pairs |n|t|ally evaluated, 8.pr|m'§r pair canq[dates wer mplification correponds to PCR product signals less bright than
seleqtgcj based on thelln silico ser!s'ltlv[ty and  hat of this positive control or with a different molecular size.
specificity for mycobacterial DNA amplification (data
not shown). Among the 8 selected primer pairs, primer

pairs 110F/I571R and F119/R184T7 were the most
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Chapitre Il: Développements analytiques

TABLE 3. Comparison of the efficiency, correlation coefficient, liofiquantification, sensitivity,
and specificity oMycobacteriunisolatequantification by the three methods

Value obtained (n = 3) using qPCR method

Parametef C 5 £
% efficiency (mean + SD) 74317 74.4 + 3.3 74.2+2.0
r? (mean + SD) 98.6 +0.2 98.8+0.0 98.3+0.9
LOQ range (fg) 3461731 69-346 69-346
LOQ rang (GE) 79-393 16-79 16-79
Maximum G (mean * SD) 38.4+£0.2 35.0£15 382+14
No. of Mycobacteriunspecies detected (upper LOQ for 30 species teste 23 30 30
Sensitivity (%) 77 100 100
No. of nontarget genera detected (upper LOQ for 24 geneeal}est 0 13 2
Specificity (%) 100 44 91

2r2, correlation coefficient; LOQ, limit of quantification; GE, DNA quantities expressed in numbérabfelonaggenome equivalents.
® gPCR method C is the method developed in this study based on the primerstard pm e s i g n e-@uintanjila & al.r(12)¢ ¢PER
methods D and E are the methods proposed by Dutil et al. (7) and Tobler et al. (29), respectively.

Consequently, the reime gPCR method we sampling larger quantity of sampling water, specificity
developed was without-BIN PCR. It was optimized is the critical control point for environmental metts.
(method C)with regard to primers, probe and MgCl

concentration (Table 1). The method C reached the ACKNOWLEDGMENTS
same LOQ (Table 3) as that estimated using qPCR
with B-HN PCR (method A)_ This work was supported by the PIRE¢ine program

; ; (http://www.sisyphe.jussieu.fr/internet/pirgn/ by the OPUR
Comparison of reattime gPCR methods The program fttp://leesu.uniyparisest.fr/opur), and by the grant EDP

r_eprOdUCible values of Ef and suggest that theeat STEA from the City of Paris. We are grateful to Wichlacz

time gPCR methods C, D and E equally detectedentre national de référence des mycobactéries)rlirger

M. chelonagTable 3). LOQ of methods D and E were(UMR782 GMPA), OBezier, CRousseau (University Parist

lower than method C (Table 3). Method C detected 297): P-Boiron, V.Rodriguez (Centre national de référence des
. . ocardioses) for providing strains. We thank also B&kinham

ou.t of 30 Mycobacterlur‘rspp. isolates tested eveny, (Virginia Polytechnic Institute and States University) for his

using 50ng of target DNA (data not shown) whereasontribution to the paper, and reviewers for their constructive

methods D and E detected all of the isolategpmments.

(Supplementary table 2). However, primers 65Darf2

and 65kDar3 used in method E did not detect isolates REFERENCES
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be improved using TagMan® chemistry, primer pair§: gome”eChAP-v "\\"ﬂ 5-_J'me”ezvc"\"- fn MeJ”e”g:Z'_T- J-lggg- 3.
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Supplementary table 1.Mycobacteriunspp. strains used to study sensitivity of quantitative-tirad PCR

methods.
Species Source Isolate origin
P (source codification) a 9
M. arupense CPS (MC13) surface water
M. austroafricanum CPS (MQ1) surface water

M. aviumsubspavium
M. bovisBCG
M. chelonaesubspabscessus
M. chelonaesubspchelonae
M. gadium
M. gordonae
M. fortuitumsubsp fortuitum
M. insubricum
M. intracellulare
M. kansasii
M. lentiflavum
M. llatzerense
M. marinum
M. mucogenicum
M. nonchromogenicum
M. psychrotolerans
M. peregrinum
M. porcinum
M. scrofulaceum
M. setense
M. simiae
M. smegmatis
M. szulgai
M. terrae
M. tusciae
M. tuberculosis
M. ulcerans
M. xenopi

ATCC (25291)
vaccine (1173/P2)
ATCC (19977)
ATCC (35752)
CIP (105388)
ATCC (14470)
ATCC (6841)
CPS (MC8)
ATCC (15985)
ATCC (12478)
CIP (105465)
CPS (MC10)
ATCC (927)
CIP (105223)
CIP (106811}
CPS (MC6)
ATCC (14467)
CPS (MC9)
CIP (105416)
CPS (MC7)
ATCC (25275)
ATCC (19420)
ATCC (35799)
CIP (104321}
CIP (106368)
ATCC (25618)
CPS (CR08085632)
ATCC 19250

diseased hen, liver
unknown
unknown
tortoise, tubercle
Sputum
human, gastric lavage
cold abscess
surface water
unknown
fatal case
human, spondylodiscitis
surface water
salt water fish
thyroglossal duct cyst
soil
surface water
bronchial aspiration of a child
surface water
cervical lymph node
surface water
monkey,Macaca mulatta
unknown
unknown
sputum and gastric lavage from human
tap water
derived from humatung isolate
human patiet
adult female toadenopus laevis

2 CPS: Collection de la Piti8alpétriére, Paris, Franck;

France.

strain, Cl P: Col

type

95

l ectio




Chapitre 1l : Développements analytiques

Supplementary Table 2.Results of detection by gPCR of aboutoDNA of differentMycobacteriunspp. in triplicate assays. Melting temperature GRRproduct (°(
+ S.D.) is displayed in brackets concerning SyberGreen® chemistry method. ND stands for not detected.

Ct values + S.D. for each methbd

Strain codificatiorf Species method C method D ethod E
CPS (MC13) M. arupense ND 14.8+0.4 (82.7+0.1) 19.4+0.1
CPS (MC11) M. austroafricanum 29.8+0.4 12.1+0.3 (83.2+0.2) 16.0+0.5

ATCC (25291) M. aviumsubspavium 20.7+0.2 15.9+0.1 (83.7+0.2) 17.7+£0.2
vaccine (1173/P2) M. bovisBCG 28.3+0.2 22.2+0.1 (84.140.1) 24.7+0.1
ATCC (19977) M. chelonaesubspabscessus 34.1+0.4 24.6£0.1 (83.7+0.2) 27.310.1
ATCC (35752) M. chelonaesubspchelonae 24.11+0.8 17.6+0.1 (83.1+0.2) 21.0£0.1
CIP (105388) M. gadium ND 34.2+0.3 (84.4+0.2) 28.9+0.3
ATCC (14470) M. gordonae 21.3+0.2 16.5+0.2 (83.5+0.2) 19.24+0.5
ATCC (6841) M. fortuitumsubsp fortuitum 26.2+2.7 23.31£0.1 (83.2+0.2) 25.440.1
CPS (MC8) M. insubricum 25.9+1.2 16.6+0.3 (83.70.2) 25.1+0.1
ATCC (15985) M. intracellulare 32.5+0.7 25.0+0.3 (83.310.2) 26.0+0.2
ATCC (12478) M. kansasii 34.7+0.1 28.8+0.2 (84.610.2) 31.0+0.2
CIP (105465) M. lentiflavum ND 25.1+3.0 (83.5+0.2) 25.4%1.5
CPS (MC10) M. llatzerense 21.2+0.1 15.1+0.1 (82.7+0.1) 19.2+0.2
ATCC (927) M. marinum 23.9+0.1 19.0£0.1 (84.0+0.2) 23.2+0.1
CIP (105223) M. mucogenicum 26.5+0.1 18.0+0.1 (83.8+0.1) 21.3+0.1
CIP (106811} M. nonchromogenicum ND 36.7+1.1 (84.1+0.1) 33.8+£1.5
CPS (MC6) M. psychrotolerans ND 30.7+£0.4 (81.1+0.2) 27.5+0.6
ATCC (14467) M. peregrinum 28.4+0.5 22.0+0.2 (83.2+0.2) 27.0+0.4
CPS (MC9) M. porcinum 23.1+0.1 17.0£0.1 (83.3+0.2) 19.4+0.1
CIP (105416) M. scrofulaceum 32.0+£0.1 25.0+0.1 (84.240.2) 28.5+0.1
CPS (MC7) M. setense 30.3+0.1 23.9+0.3 (82.510.2) 28.4+0.1
ATCC (25275) M. simiae 37.3+£0.7 17.1+0.1 (84.1+04 19.3+0.8
ATCC (19420) M. smegmatis 28.5+0.1 22.1+0.1 (84.0£0.2) 265+0.2
ATCC (35799) M. szulgai ND 29.5+0.3 (83.410.1) 33.1+0.1
CIP (104321) M. terrae 23.8+0.2 18.2+0.1 (83.4+0.1) 21.1+0.1
CIP (106368) M. tusciae ND 19.0+0.1 (83.240.2) 23.0+0.1
ATCC (25618) M. tuberculosis 20.8+0.7 14.4+0.2 (84.2+0.2) 17.0£0.8
CPS (CR08085632) M. ulcerans 35.8+0.6 25.1+0.3 (83.81£0.4) 27.6+0.2
ATCC 19250 M. xenopi 22.1+0.1 16.8+0.1 (84.2+0.2) 19.5+0.1
3 CPS: Collection de la PitiBalpétriére, Paris, Franceitype st r ai n; Cl P: Col |l ect i ofiThe g CR riethodsCtcorrespand t& thesnte

developed in this study and based on primers and probe designed by@antémilla et al. (J. Clin. Microbiok0:4646 4651, 2002), and the qPQRethods D and
correspond to the methods proposed by Dutil et al. (Environ. Micr&oR836 2843, 2007) and Tobler et al. (J. Microbiol. Meth66s116 124, 2006), respectively.
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Supplementary Table 3.Results of detection by retime qPCR of about Bg DNA of bacteria and fungi isolated from surface water (1), and reference bacteria (2)
:oB _<_<oocmo$:c:@m:cm in :__o__omﬂm mmmm<m _,\_m_:_._@;nmqmﬁcqm of _uo_u _ancoﬁ (°C = S.D.) is displayed in brackets concerning SyberGreen® chemistry methc

‘Q values + S.D. for each methdd

Strain origin Strain codificatiorf Genus ethod C method D method E
1 GU265679 Acinetobactesp. ND ND ND
GU265686 Acinetobactesp. ND ND <LOQ
GU265678 Aeromonasp. ND ND ND
GU265680 Aeromonasp. ND ND ND
GU265706 Aeromonasp. ND <LOQ ND
GU265708 Aeromonasp. ND ND ND
GU265696 Arthrobactersp. ND 30.3+0.1 (81.4+0.1) ND
GU265690 Arthrobactersp. ND 31.5+0.2 (81.6+0.2) ND
GU265692 Arthrobactersp. ND 31.6+0.3 (82.1+0.1) ND
GU265699 Arthrobactersp. ND 34.1+0.2 (82.21£0.2) ND
GU265713 Aspergillussp. ND ND ND
GU265674 Bacillussp. ND <LOQ ND
GU265684 Bacillus sp. ND 32.3+0.2 (83.5+0.2) 36.4+0.2
GU265685 Bacillussp. ND ND ND
GU265689 Bacillussp. ND 36.5+1.2(83.3+0.8) 39.0+1.6
GU265693 Brevundimonasp. ND ND ND
GU265704 Escherishiasp. ND ND ND
GU265705 Escherishiasp. ND ND ND
GU265688 Flavobacteriunsp. ND ND ND
GU265714 Kocuria sp. ND 30.5+0.1 (82.0+0.2) ND
GU265700 Leuclerciasp. ND ND ND
GU265697 Leucobactesp. ND 32.3+0.1 (82.1+0.1) ND
GU265698 Microbacteriumsp. ND ND ND
GU265672 Micrococcussp. ND 32.2+0.1 (82.1+0.1) ND
GU265682 Micrococcussp. ND 29.2+0.2 (82.0+£0.2) ND
GU265694 Micrococcussp. ND 35.9+1.2 (82.1+0.1) ND
GU265719 Micrococcussp. ND 32.7+0.2 (82.01£0.2) ND
GU265716 Micrococcussp. ND 32.9+0.1 (82.1+0.2) ND
GU265711 Penicilliumsp. ND ND ND

2 Strains isolated from surfaowater are codified by GenBank accession number and reference strains are codified by collectior:rypestrain.

b

The gPCR method

correspond to the method developed in this study and based on primers and probe designedQuictartita etal. (J. Clin. Microbiol.40:4646 4651, 2002), and the gP!
methods D and E correspond to the methods proposed by Dutil et al. (Environ. Mic®d®B886 2843, 2007) and Tobler et al. (J. Microbiol. Methd@&#s116 124, 2006

respectively.
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Supplementary Table 3suite). Results of detection by retine qPCR of about Bg DNA of bacteria and fungi isolated from surface water (1), and reference bacl
different *83 7\_<oocm2m:c:@m:cm in :_U__omﬂm mmmm<m _/\_m_::@ HmBUmBEE 9n _uo_u 98_:2 (°C + S.D.) is displayed in brackets concerning Sybenesn@nothoc

Nistfor not detected

Ct values + S.D. for each methdd

Strain origin Strain codificatiorf Genus method C ethod D ethod E
1 GU265711 Penicilliumsp. ND ND ND
GU265670 Pseudomonasp. ND <LOQ ND
GU265671 Pseudomonasp. ND ND ND
GU265673 Pseudomonasp. ND ND ND
GU265676 Pseudomonasp. ND ND ND
GU265677 Pseudomonasp. ND ND ND
GU265683 Pseudomonasp. ND ND ND
GU265687 Pseudomonasp. ND ND <LOQ
GU265701 Pseudomonasp. ND ND ND
GU265702 Pseudomonasp. ND ND ND
GU265707 Pseudomonasp. ND ND ND
GU265709 Pseudomonasp. ND ND ND
GU265712 Pseudomonasp. ND <LOQ ND
GU265695 Rhodococcusp. ND 25.1+0.2 (83.4xQ) 27.9+0.6
GU265717 Rhodococcusp. ND 25.6+0.1 (82.8+0.2) 29.0+0.3
GU265675 Staphylococcusp. ND ND ND
GU265681 Staphylococcusp. ND 35.7+1.9 (83.3+0.8) <LOQ
GU265715 Staphylococcusp. ND 35.8+0.6 (84.6+0.1) ND
GU265703 Serraciasp. ND 34.8+0.8 (83.3+0.2) <LOQ
GU265691 Solibacillussp. ND 37.1+£1.9 (82.9+0.7) ND
GU265718 Streptomycesp. ND 31.1+0.1 (84.240.1) ND
GU265710 Trichodermasp. ND ND ND
2 ATCC 13032 Corynebacteriunglutamicum ND <LOQ ND
ATCC 6871 Corynebacteriunammoniagenes ND 33.0+0.2 (82.9+0.1) ND
ATCC 10700 Corynebacteriunpseudodiphtheriticut ND 31.2+0.2 (82.0+0.2) ND
ATCC 43504 Helicobactempylori ND 28.8+0.1 (81.8+0.2) ND
DSM 44546" Nocardiacerradoensis ND 28.0+0.2 (82.6%0.2) ND
IFM 10152 Nocardiafarcinica ND 30.8+0.5 (81.5+0.1) ND
DSM 44490 Nocardiacummidelens ND 22.6+0.6 (815+0.1) ND

3 Strains isolated from surface water are codified by GenBank accession number and reference strains are codified byurabecfiotype strain® The gPCR method
correspond to the method developed in this study and based omspaingeprobe designed by Garlaintanilla et al. (J. Clin. Microbiol0:4646 4651, 2002), and the gP!
methods D and E correspond to the methods proposed by Duitil et al. (Environ. Mic®d®88la 2843, 2007) and Tobler et al. (J. Microbiol. Meth&#s116 124, 2006

respectively.
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Effective DNA extraction method for quantification ldfycobacteriunspp.
in surface water by redime gPCR

NicolasRadomski’, Emmanelle Camba@?® LaurentMoulin®, SophieHaenf,
RégisMoilleron', and Francois8. Lucas

Université ParisEst, Laboratoire Eau Environnement Systemes Urbaiess{) UMR MA 102AgroParisTech,
6-8 avenue Blaise Pascal Cité Descartes, FR 77455 Champsuhe, Mrance AP-HP, Hopital Charles
Foix, FR 94205 Ivnsur-Seine, Frande AP-HP, Laboratoire associé du Centre nationatéférence
des mycobactéries et de la résistance aux antituberculeux, FHegitaLouis, FR 75475 Paris,
Francé; Eau de Paridirection Recherche et Développeméu al i t ® de | 6Eau
(DRDQE),33 avenue Jean Jaurés, FR 94200 Ivry sur Seine, Erance

In order to apply a new reakttime gPCR method allowing to quantify Mycobacteriumspp. in water, we
compared the DNA purity as well as he recovery of total and mycobacterial DNA among six DNA
extraction methods based on combinations of three lysis proceduresngymatic lysis, mechanical lysis,
and combination of both) and two purification procedures (hexadecyltrimethylammonium bromideNacCl:
NaCI-CTAB, and inhibitor removal technology: IRT). No significant difference of the purity was observed
between mechanical lysis or enzymatic lysis combined with CTARaCI procedure and mechanical lysis
combined with IRT procedure (P = 0.202), whereasht recoveries of total DNA and mycobacterial DNA
were significantly higher (P < 00005 and P < 0.00001, respectively) using the enzymatic lysis combined to
the CTAB-NaCl procedure than using the other methods. With a view to quantify nontuberculous
mycobaderia in environmental water samples, the enzymatic lysis and CTABIaCl procedure was the
most effective combination of mycobacterial DNA extraction.

Key words: Quantification;Mycobacteriumsurface water; redime qPCR; DNA extraction

Environmental emosure, especially through water,reattime gPCR Among the published methods of
is the main origin for some human infections caused bmycobacterial DNA extraction (9), the cell wall is often
nontuberculous mycobacteria (NTM) (5, 20). Becausgsed by enzymatic digestion using lysozyme and
NTM are emerging pathogens for humans and animalsioteinase K (1, 12, 30) and/or by mechanical disruption
it is important to identify their environmental sources irsuch as beabeating (4, 19, 29). Concerning
fresh water ecosystemsSince current bacteriological mycobacterial DNA purification, the chemical
methods of NTM isolation from surface water cannot bprocedure using hexadecyltrimethylammonium
used as reliable quantitative tools (22), a -teaé bromideNaCl (CTAB/NaCl) is often applied on
gPCR method was recently developed in order tmycobacterial isolates or clinical samples (2, 8, 30)
specifically quantify Mycobacteriumspp. in surface because it allows to remove cell wall debris,
water (23). The limit of quantification of any PCR assaypolysaccharides, and remaining proteins by selective
depends on the cells lysis and on the purification gfrecipitation withCTAB (16). Recently, several studies
DNA which must be PCR inhibitors free. Concerningusing procedures based on inhibitor removal
mycobacteria detection, extraction procedure iechnology® (IRT) were used in order to purify
especially crucial because mycobacteria requirggenomic DNA from environmental samples eliminating
intensive extraction due to the robustness of their cdilmic acids which are potential P@mhibitors (13, 26,
wall (12). Moreover, detection of mycobacteria in28).
surface water may also be impaired by organic and However, few #idies focused on extraction
inorganic compounds which could inhibit the Tacgfficiency and DNA quality which is crucial fareal
polymerase reaction and consequently have to Iiene gPCR assays especially for environmental
removed during the extraction procedure (21). It isamples. The aim of this study was to choose the most
therefore important to determine an suitabldraction effective mycobacterial DNA extraction method in
method of mycobacterih DNA from environmental order to quantifyMycobaterium spp. in surface water
samples in order to quantify mycobacteria efficiently bypy reattime gPCR. Using a recently describedtime

gPCR protocol (23) we compared the recovery of
mycobacterial DNA from surface water samples using
*Correspondence:  Nicolas Radomski, Universitt PSS  enzymatic lysis procedures (lysozyme and proteinase K)
Laboratoire Eau Environnement Systémes Urbalns' @)eEEMR and/or mechanidalisruption procedures (bedekating),
MA 102-AgroParisTech, @ avenue Blaise Pascal Cité Descartt . . e .
ER 77455 Champs sur Marme, France COmbined with purification procedures based on

email: nicolas.radomski@leesu.enpc.fr  tel: +33(0)666665536 ~ CTAB/NaCl or IRT (MoBio).
fax: +33(0)145171627
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MATERIALS and METHODS on ABI 7500 reatime qPCR system with SDS software (Applied
Biosystems Inc, Lincoln Centre Drive Foster City, USA). TagMan®

Sampling of surface water and artificial inoculation.Surface reattime qPCR assays were performed using gPCR MasterMix Plus

water samples were collected in six replicates betwebn2D08 Low ROX (Eurogentec). The probes were labeled with the

and March 2009 from the Seine River (France) at water supp )Ilugr)escem dgers], SC a é Ib g é(lz f IH%(I) ree Schee' nnc hoenr t ohne t5 r? ('
catchment sites near drinking water plants. For each sample, 1 li !
S

. ) urogentec). All reactions were performed in |25 reaction
x::fe ﬁﬁgtde?o '208 :::ZrI:?algéazsrt:;ttttl)eth(g(l::gct)tr D}Jre_\:(z)r.] aSri;npl volume (5uL of DNA) with a 1X buffer containing HotGoldStar
p aatty Taq polymerase, BIM of MgCl, corresponding to stringency

were immediately processed upon return to the laboratory. Solids In

the water sample were concentrated by centrifugation (7000x@onditions (Eurogentec), 90OM o f forward -primer (1
15min, 4°C) and the pellet was resuspended mL9of discarded CTGGGAAACTGGGT CT AWTG Geerse @riér

supernatant before artificial inoculatiowithout knowing the cell (157 1-RGCACBOTCACAGTTAS 0 ) am\ of probe
P . b g { H19R:-TTTCBGGAACAACGCGACAAACT-306) . After
loss rates of each DNA extraction method, and in order to quanti

target byreattime gPCRafter DNA extraction procedures, we otGoldStarTaq polymerase activation (95°C, i), 40 cycles

chose to apply a high density of NTM, which does not reflect re EF 95°C for 1%, annealing at 55°C for 2Dand extension at 72°C
. pply 9 y L’ ' '€30r 40s were applied, and determination of cycle threshold (Ct)
density levels in surface waters. We d¢atated water samples with

. . ' . were performed by the instrument setting threshold line at®Bri
itze figﬁgrﬁ;wqgoﬁgjenfcrce);trim%;:fbvc;ﬁgﬁ fiﬁigmﬂjm units (fluorescence gain above the baseline divided by the signal in

infections of aquatic origin. Atrtificial inoculation consisted of the ROX channel).In order to achieve spectrometric relative

: - L . uantification byreakttime qPCR a standard curve was prepared
adding a ImL suspension containing abol(® CFU into the 9mL qu . )
of concentrated water in order to constitute a concentrated surfage. M. chelonae ATCC35752 strain DNA as previously

age. i - ;
. - ST . . described Z3), and DNA concentration was measured using a
\r/]vatherl sa:npfle presentlng potential PCE |nh|b|t(|>rs anhd Cofntammsqpectrophotometer WPA Biowave DNA (Isogen Life Science)
igh level of NTM. In order to prepare the inoculum, the referencg: L . A )
strain was cultivated onto LéwemsrJensen (BidRad), dissolved Fivefold dilutions of thisM. chelonaeDNA were prepared using

in APl AUX medium (BioMérieux), and diluted appropriately with TE buffer 1X in triplicate independent series, and genome

L h . equivalent was estimated acdimg to the size of th&l. chelonae
sterilized water using McFarland Ladder (3.0 McFarland densit h .
corresponding to faCFU/mL). Cell concentration of this artificial ATCC 35757 genome which measure approximatelyp (6,

inoculation solution was chked in triplicate assays by 406ld 31), corresponding to 2.6x1Molwt (10). The calculation of

dilution series in sterile water, inoculations on Middlebrook 7Hllger::?1rglinzgxlhvi?:fc\t/ervﬁfs gﬁiﬁ? 4l£o;nc;2§ngiznes gfsii Igee(r:\gme of
and incubations at 30°C. Before DNA extractions, inoculate(M 9 : Y Py

samples were centrifuged (7000xg, rif, 4°C) and the of 16SrDNA (32, 33). The efficiency, the correlation coefficient,

. . and the limit of quantification of theeattime gPCRmethod were
supernatants were discarded in ortdeextract DNA from pellets. . . )
. . S . calculated as previously described (23). Negative controls were
DNA extraction methods. Six combinations of cell wall lysis

and DNA purification procedures were compared: enzymatigerforrned in triplicate with TE bugf 1X instead of DNA. DNA

digestion and/or mechanicaisruption, combined with CTAB/NaCl extractions (pure an_d J_jt)ld diluted in TE buffer) were a_nalyzed bY
o o - reattime gPCR Statistical analyses of data were carried out using
purification or Inhibitor Removal Technology®RT). Briefly,

enzymatic digestion of cell wall, named method A, consisted o‘}MP 7 software (Statistical Analysis System).
lysozyme digestion (Sigmaldrich) at final concentration of

1mg/mL (37°C, 1h, 650rpm agitation), followed by sodium RESULTS and DISCUSSION
dodecyl sulfate (SDS) and proteinase K treatment (Roche

Diagnostics GmbH) at final concentration of 1.2% andnGg2mL, ; ; i
respectively (65°C, 1fnin, 650rpm). Mechanical disruption of the Reattime gPCR is a Bl and sensitive method

cell wall by beaebeating, named method B, was performedallow'ng to quan“f}’_myCObaCte”av b.Ut need to_be
according to the manufacturer recommendations with SDS argerformed after efficient DNA extraction concerning
using thePower Soil Kit (Mo Bio Laboratories). PowerBead tubesenvironmental sample analyseBo our knowledge,

(Mo Bio Laboratories) were fixed on fat-bed vortex pad with ; ; ; ; ;
tape, and mixed at 6.5 m/s for @0n. In order to respect the this comparison of six different DNA extraction

recommendation of the manufacturer (Mo BIO Laboratories), thQrOtOCO_IS_ is the most Compreh%| StUdy
enzymatic digstion procedure combined with the bemehting determining recovery of mycobacteri@iNA from
procedure, named procedure A+B, was performed using the samgrface water samples. We compared the six

final volume that both procedures used independently |(810 ; ; HH ;
These three lysis procedures (A, B, A+B) were combined with pEXtraction procedures based on their ability to retrieve

two purification proedures using CTAB/NaCl or IRT. Concerning the highest DNA quantity, with the highest
the CTAB/NaCl procedure, named C, NaCl and CTAB were addekepeatability and quality which would provide
to the sample at final concentrations of Bl8and 0.6%, templates @itable for reattime gPCR The method
respectively. After incubation at 65°C for fin under agitation i ; : ;

(650rpm), four phenol: chloroglhym: isoamyl alcohol (25: 24: 1) Comblnmg enZymatld'ySIS tOgether Wlth CTAB/NaCl.
purification step were conducted (v:v). The agueous phase was afocedure (A+C) was the most effective method with
recovered using Phase Lock GH¥Is(5 Prime) and DNA was thehighest DNA recovery and the highest DNA purity
precipitated  with isopropanol (v/v), and concentrated byjin the 6 replicates (Table 1). Only the procedures

centrifugation (1000&g, 15min). IRT proedure, named D, was A+C. B+C. B+D or A+B+D recovered total DNA
performed using the Power Soil Kit and following manufacturer ’ ! e - S .
recommendations (Mo Bio Laboratories). DNA was eluted from th@mounts above the quantification limit in at least five

Mo Bio Silica membrane anBNA was precipitated with L of ~ Of the six replicates (Table 1). Using the methods
NaCl at 5M and 200uL of 100% ethanol, and condeated by combining enzymatic lysis with IRT (methods A+D),
centrifugation (1000&g, 15min) according to manufacturer or the enzymatic Iysis and bebdating with
recommendations (Mo Bio Laboratoried)NA pellets obtained
from each of the six methods (A+C, B+C, A+B+C, A+D, B+D, CTAB/NaCl procedure (A+BC), DNA was measured
A+B+D) were washed with 200L of 70% cold ethanol. After above the quantification limit in only one or two
evaporatiorof ethanol at 37°C, DNA was resuspended inill®df  replicates. So for the rest of the discussion on total

TE buffer (10mM Tris pH 7.6, ImM EDTA). DNA we will focus on methods A+C, B+C, B+D and
Comparison factors of DNA extraction methods.

Concentration and purity of total DNA was estimated at260and A+B+D. . .
280nm using a spectrophotometer WPA Biowave DIg8ogen The purity (based on 260/280 nm ratios) was

Life Science). Concentration ofywobacterial DNA was measured higher using A+C, B+C and B+D rgtocols than

by reattime gPCR using the method recently described by~ edrbati ;
Radomski et al(23). Briefly, reaction mixes included-6arboxyX- A+C+D protocol (Table 1)' The b ating IySIS or

rhodamine (ROX) passive reference dye for normalization tf da€nzymatic lysis combined with CTAB/NaCl procedure
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TABLE 1. Purity and recovery of total DNA, extracted in six replicates (n=36) from surface water samplebdnysrosing enzymatic
digestbn
with lysozyme and proteinase K (A) and/or mechanical disruptidrebgbeating (B), combined to CTAB/NaCIl procedure (C) driltitor
Removal Technology® (D) order to quantifMycobacteriunspp. by reatime PCR

Extraction method #Number of Total exracted DNA
Lysis Purification o Mean of ratio Mean extracted DNA
procedure procedure quantitative assays (260nm/280nm * S[) (eg/ m”» N S
A C 6 1.88+0.19 318 £ 228
A D 1 2.66 20
B C 6 1.91+0.15 84 +44
B D 6 1.77 £0.04 101 +41
A+B C 1 0.74 123
A+B D 5 1.45+0.28 14+8

2 quantitative assays corresponds to the assays with a concentration above the limit of quantification of the spectragt®mrseiadard
deviation of the quantitative assays

(B+C and A+C), and beddeating lysis comibed enzymatic lyses (A+C318+ 228ug/mL) allowed to
with IRT procedure (B+D), allowed to obtain therecover more DNA than using bebdating alone
purer DNA (A+C: 1.88:0.19; B+C: 1.9 0.15 and (B+C: 84+ 44pug/mL) or enzymatic lyses combined
B+D: 1.77+0.04) than beatleating lysis and with beadbeating (A+B+C:123ug/mL only for one
enzymatic lysis combined with IRT procedureof the 6 replicates). Consesntly, results about
(A+B+D: 1.45+0.28). Concerning extracted DNA CTAB/NaCl purification shows that, concerning cell
which were quaiifly by spectrophotometer in the 6 lyse, beaebeating procedure (B) is less efficient than
replicates (A+C, B+C and B+D), significantthe enzymatic lysis (A), and may damage DNA when
differences of the purity were not observed neithét is used after enzymatic lyses (B+Ahe quality of
between beatleating lysis or enzymatic lysis DNA does not include owlthe purity but also the
combined with CTAB/NaCl procedure (B+C andDNA damages.
A+C), and beadbeating lysis combinedvith IRT A comparative study of DNA extraction protocols
procedure (B+D) (F = 1.78, df = 2, n = 18, and P from different environmental samples observed that
0.202, as determined by analysis of variance), ntwead beating procedure strongly sheared the DNA,
between beatleating lysis and enzymatic lysiswhich may compromise the cloning of DNA
combined with CTAB/NaCl procedure (B+C andfragments(7). Consequentlybeadbeating may also
A+C) (F = 0.15, df = 1, n = 12, and P = 0.704, asompromise the hybridation of the probe during the
detemined by analysis of variance). guantification byreat i me gqPCR based
The total DNA recovery was significantly higherprobe.
(%= 28.33, df = 5, n = 36, and P < 0.0001, as In accordance with our previous study (23),
determined by Wilcoxon test) using the method A+@fficiency of our reatime qPCR method was
(318+ 228ug/mL) than using the methods B+Cevaluated at 81.4 + 4.6% based on skapes of the
(84+44ug/mL), B+D (101+41pug/mL), A+C+D calibration curves. The correlation coefficient of the
(14+8pg/mL), and the other methods whichcalibration curves, and the limit of quantification of
extracted DNA was quantify by spectrophotometethe realtime qPCR were estimated at 99:50.35%,
only in one replicates (A+D and A+B+C) (Table 1).and 125 genome copy in the extracted DNA
However, the results were highly variable among the @orresponding to a cycle threshold 36.33+ 1.17),
replicates for A+C and B+C methods compared toespectively. After check onthe absence of
B+D and A+C+D (Table 1). IRT is a purification amplification in the negative controls, and because of
method based on a commercial column, which allothis high and stable correlation coefficient, we
to obtain purest DNA extracts compared to classicalssumed that reliable guantifications of
phenotbased extraction methods (27). The kits usiniylycobacteriumspp. could be performed using this
IRT procedure present the advantage of avoidingehod in order to compare mycobacterial DNA
using of dangerous chemicals (such as phenol), buécovery of the six DNA extraction methods. Except
generally result in a considerable loss of DNA (eithefor the rapid growing mycobacteridl. chelonae
due to poor lysis or DNA loss during the purificationM. abscessuandM. alvei which contain one copy of
procedures). Our results showed that combination &6SrDNA (14, 25), and the slow growing
the enzymatic lysis, which was performed with SD$nycobacteriaVl. terrae and M. celatumwhich contain
(A+B+D), with the beaeating procedure was moretwo copies of 168DNA (17, 24) the other rapid and
effective than the procedure using this mechanicalow growing mycobacteria, already studied, contain
disruption procedure alone (B+D) or the enzymatigenerally two and one copy of 1683NA,
lysis alone (A+D). These results are in accordanaespectively. Consequently, the use of rapid growing
with a previous study of microbial DNA extractionNTM containing one 168DNA copy asM. chelonae
procedires from fecal samples (34) which observeth order to achieve spectrometric relative
that addition of SDS to the belatating procedure quantification by reatime qPCR, could overvalue a
following by purification based on commercialsample mainly constituted of rapid growing
column, allowed to recovery more DNA than usingnycobacteria containing two 18BNA copies, and in
mechanical cell lysis procedure alone. Concerning thieverse, the use of a NTM containing two XBSIA
use of CTAB/NCI purification procedure, the copies could undervalue a sample mainly constituted
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TABLE 2. Mycobacterial DNA, extracted in six replicates (n=36) from surface water samples by metimgdsnzymatic digestion with
lysozyme and proteinase K (A) and/or mechanical disruption by-beatihg (B), comimed to CTAB/NaCl procedure (C)
or Inhibitor Removal Technology® (D) and quantify by réale PCR

Extraction method Number of Dilution factor of Mycobacterial extracted DNA
Lysis Purification L positive assay$ Mean cycle threshold Mean copy (log, copy)
procedure procedure quantitative assays (cycle) + SD* +SD*
A C 6 10 30.57 £2.79 4.88+0.74
A D 0 1 ND ND
B Cc 0 1 ND ND
B D 2 1 33.98 +2.99 4.02+0.77
A+B C 6 1 33.54+1.33 3.16 £0.34
A+B D 0 1 ND ND

& quantitative assaycorresponds to the assays with a concentration above the limit of quantificatiortiofieegiPCR method (250 copy per
liter of water)? N/A: not applicable® ND: not determined! SD: standard deviation of the quantitative assays

of slow growing mgobacteria containing one Mycobacteriumusing IRT, compared to twelve using
16SrDNA copy. CTAB/NaCl procedure (Table 2fonsequently, and
In accordance with the observations of thenaybe because of the low concentrations of recovered
recovered total DNA (Table 1) and all lysisDNA (Table 1), this IRT based on silicate column
procedures taken into account, the CTAB/NaCilloes not seem adequate in order to quantify
procedure was more efficient than the IRT, becauddycobacterium  spp. in surface water
only two DNA extractions were pdive to
by realtime gPCR. This observation is in in wine and vinegar characterized by real time PCR
disagreement with the optimization studyMfavium which did not find difference between CTAB/NaCl
subsp.paratuberculosiguantification in soil samples procedure and the commercial Power Soil DNA
by realtime gPCR (3), which recommends a DNAIsolation kit (11). Moreover, our results are in partia
extractionmethod basedroheat lysis procedure with accordance with an optimization study of DNA
proteinase K and detergents following by @reparation from pathogenic and environmental
purification on silicate column (Qbiogene's Fast®nycobacteria (12), which shows also that the
DNA Spin kit). Nevertheless this study compared onlyprocedure using purification columns does not allow
three nucleic acid extraction techniques (3), againtd recover high mycobacterial DNAn agreement
six in the present study, drdid not take into account with Késer et al 12) we also recommend to use
the CTAB/NaCl method, though this purificationpretreatment with lysozyme following by proteinase K
method was successfully applied in environmentateatment combined to SDSpllowed by phenol
samples in order to detectM.avium subsp. chloroform purification. However, contrary to our
paratuberculosidy reattime qPCR (18). study, Kaser edl. (12) recommended the addition of a
Concerning the methods of mycobacterial DNAmechanical disruptionf@r the enzymatic lysis, and
extraction using CTAB/NaCl purification procedurepreferred ethanol precipitation to isopropanol
(Table 1: A+C and B+C), our results aboutprecipitation. Nevertheless, it is difficult to compare
mycobacterial DNA recovery (Table 2), showed thathese points between both studies, because the study
the wuse of enzymatic Ilysis alone (A+C:of Kaser et al (12) did not take into account of the
4.88x0.74logipocopy) allows to recover higher CTAB/NaCl procedtes (16), and our study did not
mycobacterial DNA than bedskating used alone take into account of the precipitation typ&o
(B+C). This observation could be explained by theummarize, these two critical points (interest of
fact that beadbeating alone presents a low efficacyCTAB/NaCl component versus interest of disruption
toward the lysis of mycobacterial cell wall which isprocedure, and interest of ethanol precipitation versus
known for its robustness (12)But, as suggested isopropanol precipittion) are the essential factors
above, beadbeating may also compmise the whose combination must be studied in the future in
hybridation of the probe during the quantification byorder to improve the detection and quantification of
reakt i me QqPCR based on Ta dhsla myeobgctermb éns ,enviosmental daraptes.
been already observed duringc@mparative study of Moreover, in order to check the purity of the extracted
DNA extraction protocols which observed that beadgenomic DNA, the suly of Kéaser et al (12) used PCR
beating procedure strongly sheared thBIAD and primer pairs targetingMycobacteriumspp., which
consequently may compromise the cloning of genavere designedn silico but whose sensitivity toward
sized fragmenthybridation (7). other microorganisms and specificity toward different
Our results are in complete accordance with mycobacteria species, have never been chedaked
recent study of Mitchell and Takadv®sbach about vitro. Because integenus specificity and intrgenus
total community DNA preservation and extractiorsensitivity are crucial factors concerning the detection
from various thermal eafronments, which and the quantification of pathogenic microorganisms,
recommend also the CTAB/NaCl purificationwe recommend the use of analytical tools which have
procedure in comparison with Bio Soil DNA been checketh vitro. Indeed, estimation of specificity
Purification kit and other combinations of proceduresising bioinformatics tools only is not sufficient in
(15). Nevertheless, our results and those of Mitchetirder to develop a specific analytical tool (23)
and Takac8/esbach (15) are in discordance wit Interestingly, concerninguse of CTAB/NaCl
results of another recent study of acetic acid bactenrification procedure,it was posible to quantify
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mycobacteria by redalme qPCR inall six replicates 4.
(Table 2), when total DNA (Table 1) was pure and
quantified by spectrophotometer (A+C), and also
when total DNA was quantified by spectrophotometes.
only in one extracted DNA over six (A+B+C). This
observation could be explain by the fact that
guantification limitof reattime gPCR, which was in
this study estimatedt 125genome copies in extracted
DNA (about 55g), is lower than quantification limit 7-
of the spectrophotometer, and that DNA extractions
which were not quantified by spectrophotometer
(Table 1: A+B)may be pure enough and allow reals.
time gPCR amplification.

Mycobacterial cell numbers in artificially
inoculated samples were estimated using culture
method at about 6.289,0 CFU+ 0.04 per liter of
water. Estimation of recovered mycobacterial DNA by-
red-time gPCR showsthat all the studied DNA
extraction methods are not totally efficient, because
the estimated recovered genome copies were always
estimated below the artificially inoculated cells
quantity (Table 2). Concerning the extraction metho
using enzymatic lyses and CTAB/NaCl purification
(A+C) which recovered the most mycobacterial DNA
(4.88+ 0.74logy, copy), the mycobacterial DNA
recovery ranged from 1% to 33% compared t
bacteriological estimation dfl. chelonaecell number
added in each sangs.

Based on comparison of several procedures, a
method for mycobacterial DNA extraction from
environment has been proposed in order to perform
quantification by reatime gPCR. This DNA
extraction method is constituted of enzymatic lysi&4.
using lysozyme, mteinase K and SDS treatments,
followed by purification steps using CTAB/NaCl and
phenol/chloroform/isoamyl alcohol. Moreover, we
recommend the use of methods whose ig@ius
specificity and intregenus sensitivity have been’
previously checkedh vitro.
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Il / Conclusion

La comparaison des méthodes de bactériologapitre Il 8.1 / articlej ) nousa
permis de sélectionner celle étant la moins létale pour les NTM, tout en présentant une
efficacité comparable aux autres méthoadesmcernant la diminution de la densité des
microorganismes nt er f ®r ent s. Cette m®t ho dedifferenessr mi s
especesdBlTMet semble int®ressante dans un but di
communes " croissance r aMpchedoaae Elle pourrpita par i c ul i
exemple, servir pour des études physiologiques et écologigue3M a croissance rapide
gui semblent facilement iIsol ®es de nos ®chan
bact ®ri ol ogique ndéa pas permis de quantifie
NTM a croissance lente en raison de la préselecmicroorganismes interférents présentant

une <croissance plus rapide. Ainsi, l e d®vel.
nous a paru plus judicieux pour évaluer les sources de NTM dans les bassins versants, en
particulier dans les environnentes aquati ques. Le d®vel oppemen
de PCR temps réel (chapitre .8 / articlek) et | 6opti mi sati on des t
de | 6 ADN mycobactli@r/iaiael )(nous affré désoemaisesl outils

nécessaires pour atteindre ceteatf.

Cependant, il est a noter que les densitd8Td mesurées seront seastimées dans le
chapitre lll, caraumaximum3® de | O ADNi empcdbatodé6®chantill on
utilisant | a m®t h eétbdionmeé, eombiméa a ta imétimodedlé RTRNen
temps réel développdehapitre Il 81.2 / articlek et chapitre 1l 8.3 / articlel ). Dans un
objectif doéefficacit® de quantification dans

de | 6ADN mycobact®rien soest av®r ®e plus | i/
extrait par PCR en temps réel. Par ailleursnédhode développée de quantification en temps

r ®e | est plus sp®ci fique que celles utilis®e
125 copies de g®nome dans | 6 ADN extrait, s o

utilisé pour les étes qui seront présentées dans le chapitre Ill. Toutefois,naéttede ne
peut pas détecter certaines espéces de bdmmeM. arupenseM. gadium M. lentiflavum
M. nonchromogenicupM. psychrotoleransM. szulgaiet M. tusciae Desaméliorations, tant

sur |l e plan de | 6 e xé&de aoéthodenPCR), vestentsauentrepreadres e n s
N®anmoi ns, |l a m®t hode de quantification mol G

di sposition, doéaut @mnest caqaiate paides echantitlons e ci t ®
|l 6environnemenltl rexthes eot ArFBque | a m®t hode
pour ®tudi er |l es sources des NTM dans | 6env
comparaisongchapitre Il 81.3 / articlel )ef f ect u®es sur des ®chant.i
articficiell ement cont ami n®s. Ai nsi | 6esti me
des NTM dans | es sols devrait soOdetamméthogeagner
déextraction empl oy ®e. Par aill eur s, i S
déoam®l i oration de | a i mite de guanti fica
|l 6evironnement . Par exempl e | 6hapitre ll Blisla/t i on ¢

articlej ) dans des milieux de culture liquides permettrait de sélectionner partiellement les
NTM et la confirmation de leur présence dans ces culpae®CR en tengréd (chapitre

8ll.2 / articlek et chapitre 1l 81.3 / articlel ) permettrait de mettre en place une méthode
déesti mat i on sudla baseedu nomigresla pius probable (MPN: most probable
number).
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Chapitre Il : Sources environnementales et comportements |

| / Introduction

Aucunes des méthodes de culture desN\fjMe nous avons compar ®e
|l es quantifier dans | 6eau de surface en rais
(chapitre 11 8.1 /). Nous avons donc utilisé la méthodie quantificatiortrés spécifiquale
PCR en temps réel que nous avons développée (chapithe2ll/ §, ainsi que la méthode
doextraction dOoADN | all.3/l)uafin de fe¢hercherdes so(raehr a pi t
ponctuelles edi f fuses de NTM dans | es bassins ver:
environnementales de NTKéhapitre | 8l / ), nous a indiqué que les densités\deM dans
l es WWTP nbébont que tr s peace®td®o®@t uds®@Rae e
(chapitre | 8l1.1 /), les eaux usées et rejets de WWTP ont été sélectionnées comme source
ponctuelle potentielle en temps sec. Pour la méme raison méthodologique, les densités de
NTM dans les ds (chapitre | 3.a /) et dans les eaux de surface pendant des événements
pluvieux Chapitre | §1.2 / ) ont été tres peu étudiés, nous avons donc exploré ces sources
diffuses potentielles, enckantillonnant des solsirbains, périurbains et ruraux et en
explorant | 6i mpact de plusieurs affluents st
évenement pluvieuxAinsi, le présent chapitre estructurésousla forme de trois articles.

L 6 mle sur les densités de NTM dans les eaux useesé publiedans le journal
Environmental Science and Technolpgtles deuxautresn 8 ont pas encore ®t®

Article  m RadomskiN., L.Betelli, R.Moilleron, S.Haenn, LMoulin, E.Cambau,
V. Rocher, A. Gongalves et F.%ucas (2010).Mycobacteriumbehavior in wastewater
treatment plant during dry weather, a bacterial model distinct fscherichia coliand

Enterococcus Environmental Science and Technolog§5(12): 538035386 (doi:

10.1021/es104084c

Dans ce papier concernant une source ponctuelle potentielle, la densité de NTM a été
mesurée en amont et en aval des étapes de traitement par décantationcpiysige et
filtration biologique de | a WWTP Sedtinde Cent: i
d®f inir | e comportement des NTM en regard dbo
fécale tels queE.coli e t |l es ent ®r ocoques i nt elnmiguesa u x , |
classiquement suivis (chapitre Il & / articlem).

Article n RadomskiN., E.Cambau, F.S.ucas, SHaenn, RMoilleron, A.Pruden,
J.O.Falkinhamlll et L. Moulin (2010). Factors affecting theywobacteria densities in solls.

Les études des NTM dans les sols ayant toujours porté swoldeparticuliers, nous
proposons dans ce ©papier do®t udi er l eur de
caractériser ces derniers, en particulier leur concentration en métaux qui reste peu associée au
mycobactéries dans la littérature, en vue de détembes facteurs conditionnant la densité
des NTM dans les sols (chapitre I11.8 / articlen ).

Article 0 RadomskiN., E.Cambau, SHaenn, LMoulin, R.Moilleron et F.SLucas (2010).
Mycobacteriadensity decreases in $ace water of urban, pearban and rural areas during
storm weather

Tout comme observ® pour | es sol s, la | itt
de différentes origines sans comparer ces derniéres entre elles. De plus certaines données nous
indiquent que la présence de NTM dans les eaux de surface est significativement plus élevée a
l a suite do® v ®nements pluvieux cons®cutifs.
de | 6eau de ruissell ement, Nous cporuorpso s & s n
®v®nement pluvieux et en temps sec | a densit
de ces affluents majeurs qui traversent des zonesufiEines ou rurale@hapitrelll §11.3 /
articleo ).
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[/ Travaux entrepris

I1.1/ Le comportement deMycobacteriumd ans une station do®pur
sec: un modéle bactérien distinct deEscherichia coliet entérocoques intestinaux
(publié enmai 2011dansEnvironmental Science and Technolopy

Mycobacteriunbehavior in wastewatéreatment plant during dry weather, a
bacterial model distinct froescherichia colandEnterococcus

NicolasRadomski', LaetitiaBetelli*, RégisMoilleron*, SophieHaenrs,
LaurentMoulin?, EmmanuellesCambad, Vincent Rochée
Alexandre GoncalvésFrancoiseS. Lucas

Université ParisEst, Laboratoire Eau Environnement Systemes Urbaiess{) UMR MA 102AgroParisTech,
6-8 avenue Blaise Pasd@ité Descartes, FR 77455 Champs sur Marne, FraBee de Paris, Direction
Recherche et Développement Quatlité | (DRD®HE), 33 avenudean Jaurés, FR 94200 Ivry sur
Seine, Frande AP-HP, Laboratoire associé du Centre natiateatéférence des mycobactéries et
de la résistance aux antituberculeux, Hopital Saint Louis, FR 75475 Paris,*Fdresgion du
Développement et de la Prospective, Syndictgrdépartementgdourl 6 Assai ni ssement de
| 8Aggl om®r ati on Pari si eRM970q DlbmbasPRArafce82 avenue K

Mycobacteria are waterborne emerging pathogens causing infections in human. Mycobacterfave
been previously isolated from wastewater and sludge, but they were not quantified using culture methods.
In order to evaluate the impact of wastewater treatment processes (decantation and biofiltration) on
mycobacteria removal, we used a real time PR method specific forMycobacteriumquantification. With
the aim to identify parameters that could serve as indicator of mycobacterial behaviour, mycobacterial
densities were measured in parallel to those @&scherichiacoli and Enterococcusand to concetrations of
common chemical parameters usually monitored in wastewater. Mycobacterium reached
5.52x10+3.97x16 copies/L in the influent, but was not present in the effluent after decantation and
biofiltration. Most mycobacteria (98.6+2.7%, i.e. 2.45+0.789,,) were removed by the physicathemical
decantation, and the remaining mycobacteria were removed by biofiltrationContrary to Mycobacterium
Enterococcusand E. coli were lightly removed by decantation step@4.3+15.1%, i.e. 0.52+0.2dg;, and
49.5488.8%, i.e. 0.20+0.3000,0, respectively), and mainly removed by biofiltration 02.7+0.4%, i.e.
2.81+0.5600;0 and 99.8+0.1%, i.e. 2.88+0.2B®g,,, respectively). MoreoverMycobacteriumremoval was
linked to insoluble compound behaviors, whereas removalsf Enterococcusand E. coli were similar to
soluble compound behaviorsThese resultsshowed thatMycobacterium E. coli and Enterococcusfollow
significantly different behaviors as hydrophobic, hydrophilic and intermediate models, respectively.

Key words: MycobacteriaEscherichia coli EnterococcusWastewater treatment plant

Due to the human population growth and thgear 2015 (2000/60/CE), as well as evaluation and
increase of activities in industrial and agriculturatontrol of wastewater effluents (91/271/CE and
areas, the demand on water supply has increased 098f15/CE), quality of wastewater discharges must be
the last century (12, 30). Meover, this increase of controlled. European regulation is currently dsing
water demand generates higher wastewater volumes, physicechemical discharges and until now there
which have an impact on surface water quality andre no microbiological standards in order to evaluate
aquatic ecosystems when discharged in surface waterd control wastewater quality. Except for water
with insufficient treatment (18, 30). Because humareuse, this situation of the regulation is partly the
population expects to usesmurce water with a high cause and/or the consequence of the ldckdapted
quality (12), the ultimate goal of wastewatemicrobiological tools for monitoring wastewater
management is the protection of the environmembicrobial quality.
according to public health and so@&oonomic Nowadays, combinations of physical processes
concerns (31). According to European directivegscreening, sedimentation, granufaedium filtration,
which established objectives on preservatiand UV disinfection, membrane filtration), chemical
restoration of surface water and ground water by th@ocesses (coagulation, flodation, precipitation),

and biological processes (activated sludge or aerated
lagoon, trickling filters) are commonly used in
*Correspondence:  Nicolas Radomski, Université Peds Wastewater treatment plants (WWTP) in order to
Laboratoire Eau Environnement Systémes Urbains (Leesu) U decrease carbon, nitrogen, phosphorus and turbidity
MA 102-AgroParisTech, @ avenue Blaise Pascal Cité Descartt |ayelsg (31). Although all combations of these
FR 77455 ~ Champs  sur.  Mame, = aRcte o iment steps are possible, lamellar decanters are

email: nicolas.radomski@leesu.enpc.fr  tel: +33(0)666665536 .
fax: +33(0)145171627 commonly used in west Europe compare to the USA,
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especially in France where they are used to enhariggove carbonaceous pollution, aerated biofilters for mittfon,
primary treatment (27). and anoxic biofilters with the addition of methanol for

. - .denitrification. After these three consecutiaeps, effluents are
Besides, wastewater treatment efficiency i§ischarged into the Seine River.

commonly controkd by estimating removal rates of  Sampling points and sample preparation.n order to study
organic matter, suspended solids, nutrientige removal of NTM byeach step fothe treatment, water samples

; [T re collected after the pretreatment step (sampling point A), after
(phosphorus and nitrogen) and faecal indicators 4 physicechemical decantation step (sampling point B), and after

Escherichia coli and Enterococcus (6). The ¢ piofiltration step (sampling point C) during dry weather
pathogenic microorganisms are rarely studied (11gonditions (Fig. 1). In adtion, sludge coming from the physico
however faecal indicators are efitpoorly related with Chemit;:al (_iecf’zlmatiﬁh was . SDf;nEE!ed 1)i|; torderAtO_I 2%%a8ntify
; ; cobacterium(sampling poin ig. 1)Between Apri

pathog_ens_ (35)' Wlthou.t s_peaklng of these Commdﬁ/d April 2009, thirteen 2B composite water samples were
faecal indicators, other indicators and pathogens Wef§jected in a sterile glass bottle at easampling site using
studied focusing oMWWWTP effluents such as viruses automatic refrigerated samplers (at 4°C), and transported to the
like adenoviruses, enteroviruses, and hepatitis laboratory within 6 hConcerning total cell enumeration, sampled

; ; ; ; water was fixed with 2.5% of paraformaldehyde (Fisher Scientific)
VIrUSes (21) or collphage 13)’ parasites like buffered at 5% with boric acid (Sign#ddrich), and conserved at

Cryptosporidiumor Giardia (19), and ba_ct_eria like 4oc before processingWater samples used for enumeration of
Aeromonas(3), Campylobacter(5), Clostridium or E.coli andEnterococcusvere processed immediately upon arrival
Salmonella35). at thelaboratory. Concerning NTM enumeration, one lwéwater

; was concentrated by a first centriiugpn (7,000xg, 15nin),
NontUberC.L!Ious myCObaCte”a (NMThave following by a second centrifugation applied to the pellet (3,500xg,
neverbeenquan“f_'ed in wastewaterso far althoth 15min). These concentrated water samples, as well as the sludge
they are emerging waterbee pathogens causingsamples, were conserved -20°C before processingConcerning
human infections, especially pulmonary, skin, and sofisual chemicabarameters, all ahges were conducted on -4

tissue infections (8). Only two studies showed th&PmMPosite samples at similar points in the WWTP.

Mycobacteriumavium subspparatuberculosis or _ I: pretreatment  II: °“mi“;f§;§]f;$§:;ded At
M. fortuitumandM. ratisbonense&an be isolated from 7" . 7
influents (36) or in actiated sludge (4). Nevertheless, |_, )_.//w 1 Jw. IR O—
until now the lack of quantitative methods did N0 cwer gria = . : )

. . elimination physico-chemical @ sludge
allow to estimate removal action of WWTP towarc of stand and fat decantation
NTM.

III: biological treatment

The aim of the present study was to quantify NTN
removal from wastewater by a primary (physico
chemical decantationsing a lamellar settlg¢rand a
secondary (biofiltration) treatmenSince NTM are
highly hydrophobic, processes designed temove
suspended materials such as decantation should
highly efficient in removing NTM. The physical
filtration by the biofiltrationstep should further help FIG. 1. Sampling of pretreated water (black circle A), water

removing remamning NTM In order ,to test thes%reated by physicehemical decantation (black circle B), water
hypotheses, we quantifiedlycobacteriunspp. by treated by biofiltration (black circle C), and shedfrom physice
reattime PCR (25). Common faecal indicatols ¢oli ~ chemical decantation (black circle D) in the wastewater treatment
and Enterococcug total cell counts and severalPlant (WWTP)in Colombes (France).

_Chemlcal_ parameters W_ere alsoaqt'f'ed in order to Microbiological analyses. Direct counts of total cells were
identify if NTM behaviour could be modelled Dy estimated after tefold dilution in phosphate buffer (128M,
usually monitored parametersin brief, in order to pH7.2) of fixed samples, and thl of diluted samples was used for
understand mycobacteria behavior in Wastewatéé: e staining procedur edamidrb-l s

. . enylindole (DAPI) reagent (Boehringer Mannheim GmbH) as
treatment plant, we compared their den5|ty before a's viously described (15, 23¥tained samples were filtrated at

after each treatment steps to thosé usually 0.22um (GE wate), and filters were observed with an
monitored microbiological and chemical parameters. epifluorescence microcope (Olympus ERFCA) using an
immersion oil for fluorescent microscopy (Olympus UVFL SI).
Enumeration ofE. coli and Enterococcusvas performed by most
probable number (MPN) evaluation in mictaigs following
recommendations of European standards used for control of quality
Wastewater treatment plant description. We studied one of of recreationaivaters(NF EN 1SO 93083 and NF EN ISO 7899,
the five WWTP in Paris which are managed by tBgndicat respectively). MPN was estimated using the software Most Probable
Interdépartementalp o u r | 6 Assai ni ss atior n Numb@reCalculatord \@rgidnel.OU&16)
Parisienne(SIAAP, http://www.siaap.fr/). The WWTP oSeine NTM dersity was estimated by real time PCR. Mycobacterial
Centre (Colombeskrance) was chosen as model, becausses DNA was extracted using previously described procedure (34), and
physicochemically aided lamellar decanters which is  four phenotchlorophormisoamyl alcohol 25:24:1, Vi)
representative ofhe most used primary treatment in France (27)purification stepswere conducted. The aqueous phase was then
This WWTP, which represents about 8000 inhabitants recovered using Phaseotk Gel$™ (5 Prime), and DNA was
equivalent, receives about 218/s of wastewater during dry precipitated withisopropanal and wash with cold ethanol at 70%.
weather and three times this rate of flow during rainy wed@®r  After ethanol evaporation at 37°C, DNA was dissolved in TE buffer
As recently described in details (10), the treatment process of tH{isOmM Tris pH 7.6; ImM EDTA), and 5fold dilutions were
WWTP compises: screening, grit removal, primary sedimentatiorperformed in TE buffer. Accordinto the procedure described in
using coagulant and flocculant, followed by biofiltration units (Fig.Radomski et al. (25), mycobacterial genome copies were estimated
1). Briefly, pretreatment step includes screening and grit/oil removaly realtime quantification PCR usinyl. chelonaeATCC 35753
of raw sewage, physiechemical decantation is performed by strain DNA as standard, 110F forward primer, I571R reverse
lamellar settling with the addition of a coagulant (ferric chlorideprimer, H19R probe labelled with theluérescent dyes -6
and flocculant (anionic polymer), and biological treatmentc ar boxyfl uorescein on 5d6end and
corresponds to three steps including aerated biofilters in order {Burogentec), qPCR MasterMix plus lowcrboxyX-rhodamine
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(Eurogentec), and ABI 7500 retine PCR system with SDS hecause of DNA loss during extraction procedure, and
software (Applied Biosystems). of realtime gPCR amplification &tacy.

Chemical analyses. The cetified laboratory (European . .. .
cooperation for Accreditation) of the Seine Centre WWTP Accordlng to Kaser et al. (14)1 myCObaCte”al DNA
measured total suspended solids (TSS), total and soluble chemi€xtraction used in our study is the most efficient
oxygen demand (CODt and CODs), biochemical oxygen demanthethod allowing to remove PCR inhibitors, while
(BOD), total Kjeldahl Nitrogen (TKN), orthophokptes (PO4), and extracting highest quantity of DNAVe estimated that
carbonate ions (CA). 0 .

Statistical analyses.Statistical analyses of data were carried@t the most 33% of mycobacterial cells aréedtable
out using a generalized linear model (GLM) with the StatgraphiceiSing the DNA extraction and the rdamhe gPCR
Plus 5.1 software (Manugistics), and principal component analysisrocedure described above (data not shown). In the

(PCA) with the JMF7 sdtware (Software And Services). The ; ; 168N
functioning of the WWTP of Seine Centre during our study can bgther hand, without speaklng of the A copy

considered as normal, because major chemical parameters allowid§Mber per mycobacterial genome which vary
monitoring of a WWTP (i.e. TSS, PO4 and CA), were notbetween one and two among mycobacteria species
Significa_mtlly) fdiffererr:t (p=0.7076, 81478 andd %=QI-2‘L71, (26), gemome enumeratiordoes not rely with the
respectively) from the same parameters measure ally betwey H H
2006 and 2009 during dry weath(@r2116, df=1) ﬁfycpbac_:tenal cell, becaus_e genome ”!”."Per In one
cell is higher than one during cellular division. As a
RESULTS and DISCUSSION consequence our results should be considered as
underestimated.
p The treatment processes significantly affected
lt\bTM densities (GLM, F=16.14, df=2,n=39
=0.0001). Mycobacteria were mainly removed by

Our goal was to evaluate the effects of WWT
treatment steps toward mycobacteria removal, and

figure out if any usual parameter could predict NTM~°-* . ) .
g y P P hysicechemical decantation (98.6%£2.7%, i.e.

I. We hypothesi that to thei
remova e hypothesized at due to el .45+0.780g,0) accumulating in the sludge with

hydrophobiccharacteristicNTM should be at least imi d ded 21 and the f .
removed at the same level as TSS by the decantati@ijninated suspended material, and the few remaining

process. Biofilters should further remove NTM byones were removed Hyiological degradation (Table

: : : s 1). These results are in accordance with our
physical fltration or by adsorption on the biofilm. To L .
our knowledge, this is the first time that mycobacteriz;I]ypOIhes's' since TSS is removed at 86.9+2.7% by the

density is estimated in wastewatedntii now physicochemical decantation (i.e. 0.89:0108,)

, 0 N .
detection of mycobacteria in wastewater or sludge w. 8d0+i(3)32.?&i9.5/oMby éhe pmﬁltraﬂon prpcdess d (ie.
only performed using bacteriological tools, which dq ="~ 0910.)' ycobacteia are hown ndee tp_
not allow to enumerate mycobacteria in samples wi e hy(_jrophoblc, becaus_e of the fatty acid composition
high density of interfering microorganisr(24). of their cell walls (1)which favor theirattachment to

The realtime gPCRmethod we used was recent|yinterfaces (water/solid surface or water/air) and
; : . hydrophobic compounds uptake (such as all,
[ h high level of f 25).
developed showing a high level of specificity (25) iycyclic aromatic hydrochons)(26).

This techni llowed t timate high levels dt° . . :
Is rechinique affowed Us fo esimate nigh leve's It must be noticed that physiahemical

Mycobacterium in retreated water : L
y p decantation removal d¥lycobacteriums higherthan

(5.52x16 +3.97x10 copies/L in 11 positive samples
among 13), in water treated by physideemical thatfor TSS (98.6+£2.7%ersus 83.3+9.5%). It means

decantation  (0.74xf@1.40x10 copies/L in 7 that during physicehemical ~decantation, TSS
positive samples among 13), and in sludg emoval IS not the only ~process e>_<p|a|n|ng
(1.04x16 +1.75x16 copiesfj in 3 postive samples ycobacteum removal. The small portion of
among 6), whileMycobacteriurmwas not detected in mycobacteria whiclwas not removed with settleable
the 13 tested samples of water treated by biologicﬁlooum) a_md supracolloidale (:P00um) matters,
filtration (Fig. 1 and Fig. 2). These mycobacterie{:OrreSDOndIng to the TSS measure (3%uld be

densities should beoasidered as an underestimation cl_ung to t_helamellar decanter_5|de, and/memoved
with colloidal maters measuring less than Juth

(33), especially withcolloidal organic matter which is
mainly composed of humic substances and
extracellular polymeric substanceq37). The
elimination process in biofilters is more complex, as
both physical and biological rpcesses occur.
Biofilters achieve the removal of particles by physical
filtration, and adsorption of cells on th@ofilm can
also occur. Moreover, interspecific interaction such as
ey water treated by " waler treaied by predation by protozoa and metazoan, as well as phage
(samples A)  decantation (samples B) biofiltration (samples C) [ysis may also occun biofilters (7)
= total cells = Escherichia colis Enterococcus o Mycobacterium — Our results showed that densities of totals cEllgpli
(LR, e Kaeit) (copy) and Enterococcus were significantly higher in
FIG. 2. Concentration of total edls, Escherichiacoli, pretreated water _t_han mycobacterial dens_ity (Fig. 2,
Enterococcusind Mycobacteriumin pretreated water, water treated Table 2). Densities of total cells estimated at
by physicechemical decantation and water treated by biofiltration] .59+0.74x 167 cells/L, E. coli represented

in wastewater treatment plant (WWTP) in Colombes (Franceh_.7511.12x1@)MPN/L and Enterococcusdensities
Standard deviation error bars are assec to the mean . 1MIPN/L Lik f
concentrations of cells, most probable numbers (MPN) and genorﬁgaChEd . 1.75%1.15x% o : Ixe _OI’
copies. Number of results under the limit of quantificatiopisin ~ mycobacteria, the densities of these different

bracketgn=13). microbial groups were also significantly reduced by

(13) 13)

%)

(13)

(13) (13)
L i (13)

(1

(13)

(1N

log,, (cell, MPN, or copy/L water)

0 +——
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TABLE 1. Reduction of microorganism densitigstal cdls, Escherichiacoli, EnterococcusindMycobacteriur), expressed in decimal
logarithm and in percentage (n91By decantation and/or biofiltration of wastewater treatment plant (WWTP) in Colombes (France).
Standard deviations are associated to the meaceatrations of the positive samplAsstands for pretreated water,
B stands for water treated by physitltemical decantation and C stands water treated by biofiltration

Mean reduction + SD

Physiechemical decantation Biological degradation Both treatment
(between samples A and B) (betweensamples B and C) (between samples A and C
Microorganism No. of usable days (Logio) (%) (Logio) (%) (Logi0) (%)
Total cells 13 0.81+0.32 81.1+11.2 1.22+0.32 92.6+4.5 2.04+0.32 98.9+0.7
Escherichia ct 12 0.20+0.30 49.5+8.8 2.88+0.23 99.8+0.1 3.18+0.23 99.9+0.1
Enterococcus 13 052+0.22 643+151 2.81+0.56 92.7+0.4 3.33+057 92.8+0.2
Mycobacterium 7 2.45+0.78 98.6 + 2.7 3.21 +0.86 100 + 0.0 5.66 + 0.28 100 + 0.0

@ No. of usable days corresponds to the number of sampling day taken into account in order to calculate a mean reduction. Concerning
E. coli, one sampling day was not taken into account due to a concentration in sampling site B higher than in sampling sitmiagConce
Mycobacteriumsix sampling day was not taken into account due to results below the limit of quantification in samplinglsitets Bf
quantification correspond to 0.0 lggotal cells/L, 0.5 logy MPN/L for E. coliand enterococci, and aboula8);, copies/L for mycobacteria.

the two treatment stages (GLM, total cells: F=50.06,ABLE 2. Factors explaining significantly the variation of total

df=2. n=39 p:0.0001E.CO|i: F=19.32. df=2. 189 cells, Escherichiacoli, Enterococcus and Mycobacterium in

_ _ - pretreated water, water treated by physibemical decantation and
p=0.0001, Enterococcus F=20.47, df=2, 189, water treated by biofiltration of wastewater treatment plant

p=0.0001). (WWTP) at Colombes (France). Generalized linear model analysis,
Physicechemical decantation eliminatedn=39 for eah microorganism. Sampling datep=0.4457) was
49.5+8.8% of E. coli (i e. 0.20+0 300910) while rejected from the final model. All removed interactions were not

. significant
9_9.81(_).1% (i.e. 2.$8i0.2laglo) were removed t_)y g Explicative facior 97 Fraio 5
biological degradation (Table 1JThe same behavior Microorganism type 3 7814 OO0 . 00
was observed forEnterococcus but with more Sampling area 2 5007 00.00
influence of the physicehemical decantation Microorganism x Sampling arez 6 5006 00.00
(64.315.1%, i.€0.52+0.220g;oreduction)(Table 1). Final model 115772 00.00

d.f.: degree of freedonf;: Fisher's F statistic, p: probability

For these two indicators, biofiltration presents theg, o

same efficiency (Table 1A study of the attachment
preference oE. coli to soil particles showed that only contrary to E. coli, Enterococcus CA, CODs and
35% of these faecally derived bacteria were associatgf(N which weremerged together (Figb).
with soil partcles larger than @m (20) Mainly with the first components (83.3%), this
This observation is in accordance with our resultpca analysis is robust showing 98.8% of the data
showing that reduction d&. coli density by physico with two components. The cluster including
chemical decantation is less efficient compared to tfhﬂycobacterium corresponds to the physicbemical
othe_r studied microorganisrr_ls (Table _1). _Otheréecantation, because TSS and PO4 amvknto be
studies showed a 2 logeduction of E.coli during  preferentially removed during this treatments step (2).
water treatment in the WWTP oSeine Ce_:ntre By analogy, the cluster including E.coli and
(Colombes, France) (19, 28). AsMycobacterium  Enterococcuscorresponds to the biofiltration (Fig. 1),
Enterococcusare able to form biofilm (17, 32) or pecause nitrogenous pollution (i.e. TKN) is removed
aggregates in stream (22), but seems to be leggm the wastewater during this ptédy nitrification
attached than NTMWithout speaking ototal cells ang denitrification (Fig. 3b). This twedimensional

which do not represent a specific bacterial clustefgpresentation of the PCA factors (Fig. 3b), is
Mycobacterium E. coli, and Enterococcusrepresent completely in accordance with the

three different models witpecific behaviors in the

decantation proces$GLM analysis showed that th a b
effect of the treatment processes microorganism -5 0 5 05  Component 1 (83.44%) 05
densities significantly differed according to tt +PO4
bacterial type whatever the sampling date (Table = ot
Mycobacteriumwas primarily removed by physieo,_, sampleC sample B | M i
chemical decantation, anH. coli and Enterococcusz |- : N
were less removed by physichemical @cantation 2| ) ° E T 1ce |°
and mostly by biological filtration. e , g CA

As mycobacteria are highly attached to partic sample A 8 e ¥
and mainly removed by the decantation process, “EC
could expect that parameters which are also prime Principal | . . 05
removed by physicehemical decantation shoul.. factor quality 25-30% 20-25% 15-20% 10-15%

. . L . FIG. 3. Twadimensional representation of the scores for each
constitue . firmly pred|9t|ve Va”ajbles . for pair of principal components (a) and the principal components
Mycobacterium behavior. Firstly, two-dimensional analysis factors (b) including decimal logarithmic densities of total

representation of the scores resultin®@A, showed cells  (TC), Escherichiacoli  (EC), ~Enterococcus (EN),
also that samples A, B and C have specific prof”elgycobactenum(MY), total suspended solids (TSS), total and

. . . . soluble chemical oxygen demand (CODt and CPRbschemical
(Fig. 3a), and consolidatezlr findingsaboutstudied oxygen demand (BOD), total Kieldahl Nitrogen (TKN).

microorgammShaVingdiﬁerent behayiors in WWTP  orthophosphates  (PO4), and carbonates (CA), measured in
(Table 2). More preciselyflycobacteriumPO4, TSS, pretreated water (sample A), in water treated by phychemical
CODt and BOD were clustered together by two decantation (sample B) and in water treated by biofiltration (sampl

. . . . C) of wastewater treatment plant (WWTP) in Colombes (France).
dimensional representation of th®CA factors; | Z. - cach factor.
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Amuda, O. S., and A. Aladeb2006. Coagulation/flocculation
process in the treatment of abattoir wastewater. Desalination
196:22-31.

Araujo, R. M., R. M. Arribas, and R. Pares. 1991.
Distribution of Aeromonasspecies in waters with different
levels of pollution. J. Appl. Bacteriof.1

4. Berekaa, M. M., and A. Steinbiichel. 2000. Microbial
Degradation of the Multiply Branched Adke 2,6,10,15,19,23
Hexamethyltetracosane  (Squalane)  byMycobacterium
fortuitum and Mycobacterium ratisbonenseAppl. Environ.
Microbiol. 66:44624467.

Bolton, F. J., D. Coates, D. N. Hutchinso, and A. F. Godfre.
1987. A study of thermophilic campylobdacs in a river
system. J. Appl. Bacterio2:167-176.

Decamp, O., and A. Warren.2001. Abundance, biomass and
viability of bacteria in wastewaters: Impact of treatment in
horizontal subsurface flow constructed wetlands. Water Res.
35:3496:3501.

Dempsey, M. J., I. Porto, M. Mustafa, A. K. Rowan, A.
Brown, and I. M. Head. 2006. The expanded bed biofilter:
combined nitrification, solids destruction, and removal of
bacteria. Water Sci. Techn&4:37-46.

Falkinham, J. O. 1996. Epidemiology of Infeain by
nontuberculous mycobacteria. Clin. Microbiol. Re:177-
215.

Falkinham, J. O. 2009. Surrounded by mycobacteria:

previous description of three bacterial behavio?-
models (Table 1 and Table 2), where mycobacteria are
well removed by physicehemical decantation (MY 5
spot in cluster awesponding to the physiathemical
decantation), andE.coli are mainly removed by
biological filtration, wherea&nterococcugonstitutes
an intermediate model which is also mainly removed
by biological filtration (Fig. 3b). Mycobacterium
removal is linled to insoluble compound behaviors,
whereas removals oEnterococcusand E. coli are
linked to soluble compound behaviors.

In conclusion, the two treatment steps togethes.
(decantation followed by biofiltration) removed
5.66+0.2800; of Mycobacterium 2.04+0.32log;, of
total cells, 3.18+0.2Bg,, of E.coli and -
3.33+0.57l0g;, of EnterococcugTable 1).E. coli and
Enterococcus  densities in the effluent
(1.75+1.12x1BMPN/L and 1.75+1.15x1QVIPNIL,
respectively) were higher than recommendation of
Europan standards for recreational water quality
(Directive 2006/7/EC) and higher than in the Seiné oo, e oneed : t
River upstream WWTP (10). which emphasizes the horlibertious meoiacers b, e juman enviommert
necessity to evaluate the impact of WWTP dischargeg. gasper, J., V. Rocher, S. Ghert, S. Azimi, and G. Chebbo.
according to WWTP and river flows. Indeed, these 2010. Occurrence and removal of priority pollutants by lamella
two elementshould be taken into account in the same clarification and biofiltration. Water Re44:30653076.
time in order to estimate the impact of WWTP orft Seifee, A, wio ) Farel 200, Focecses oy nanasi
surface water.Even if tere is no water quality 15 pyrst A. M. M. J. Edwards, M. Chipps, B. Jefferson, and
standards for mycobacterial density in WWTP s. A Parsons.2004. The impact of rainstorm events on
effluent, mycobacteria discharges must be avoided in Coagulations and CLaTri;‘]ierT pelnl‘zorrr?ancne]a 2i;219£;a3%le water
order to .de_creas.e dh Occurrence. of human 13. f]rizitgrr,]esrjt.l?.cl\lﬁ)%l::(;nd \?\l. (():tﬁu.zr(])\(l)lerumaﬁ AdenO\'/iruses
mycobacteriosis which can be associated with water ang Coliphages in Urban Rundfhpacted Coastal Waters of
exposures (9). Studies on NTM in wastewater effluent Southern California. Appl. Environ. Microbid7:179-184.
should focus onM. avium which is the major 14. Kaser, M., M. T. Rl.,lf,.J. Hauser, L. Marsolligr, and G.
mycobacterial species responsible of human infections f'“SChke'zoog'. Optimized metftb for preparation of DNA

. . rom pathogenic and environmental mycobacteria. Appl.
(26). For sludge the high leved of mycobacteria Environ. Microbiol.75:414-418.
observedsuggest that sludge should be treated befots. Kepner, R. L., and J. R. Pratt. 1994. Use of fluorochromes
disposal or reuse. In the case of tBeineCentre for direct enumeration of total bacteria in environmental

; ; samples: Past and presevicrobiol. Rev.58:603-615.
\é\évcv;sétionth?s sludge  from physiethemical =5 \ico"s™ ;996 Most Probable Number Calculator v. 4.04.

" incinerated which seems t_o be an Cincinnati, OH, USA: Risk Reduction Engineering Laboratory
appropriate treatment. When WWTP sludge isagr United States Environmental Protection Agency
on lands, it seems necessary to treat this waste beféreKristich, C. J., Y. H. Li, D. G. Cvitkovitch, and G. M.

; ; ; ; Dunny. 2004. Esgndependent biofilm formation by
land spreading before allowing grazing by livestock or Enferococcus faccalid. Bacteriol186:154163.

before _harve_Sting food crops (11), in o_rder to avoidg venezes, F. M., R. Areal, and D. Luketina1996. Removal
animal infections and food crop contamination. More of particles using coagulation and flocculation in a dynamic
precisely, impact studies of sludgeatment process  separator. Powder Techn8B:27-31.

; i i :~A9. Moulin, L., F. Richard, S. Stefania, M. Goulet, S. Gosselin,
toward mycobacteria remov_al, especially dlgeStIOﬁ A. Gongalves, V. Rocher, C. Paffoni, and A. Dumétre010.
process, are 1n

everyone o &ntbutldnl of fefed Wastewater to the microbiological
quality of Seine River in Paris. Water R44:52225231.
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I1.2 / Facteurs conditionnant les densités de mycobactéries dans les sols

Factorsaffecting the mycobacteria densities in soils

NicolasRadomski’, EmmanuelleCambad, FrancoiseS. Lucas, SophieHaend,
RégisMoilleron', Amy Prudefi, JoseplO. Falkinhamlll >,
and LaurenMoulin®

Université ParisEst, Laboratoire Eau Environnement ®yses Urbains (Leesu) UMR MA 10%roParisTech,
6-8 avenue Blaise Pascal Cité Descartes, FR 77455 Champs sur Marne:; Emaineesite Paris Diderot,
Hépital Saint Louis AFHP, Laboratoire associé d@entre national de référence des mycobactéties
de larésistance aux antituberculeux, FR 75475 Paris, FraBaa de Paridirection Recherche
et D®vel oppement Qualit® de IFR®200IvrysuRILiRE) , 33
Francé, Department of Civil and Environmental Engineerixgginia Polytechnic Institute
and State University, Blacksburg, VA, 24061, USBepartment of Biological Sciences,
Virginia Polytechnic Instituteand State University, Blacksburg, VA, 24061, USA

Soils are one of the natural habitats of the nontuberculous mycobacta (NTM). Previous studies of
NTM in soils have focused on rural or urban soils, but have not directly compared numbers in the
different soils to define the preferred soil habitat of NTM Humic- and fulvic-rich soils have been reported
to harbor high numbers and support the growth of NTM. Herein we report thecomparison of NTM
densities in a variety of rural and urban soils by reatime quantitative PCR. The highest NTM densities
were measured in peat forest soils (9.27x45.00x10 copies/g dw) and in lghtly urbanized soils near a
costal swamp (1.71x1%2.85x16 copies/g dw), whereas they were not detected in urban woodland,
livestock farming field, crop farming field, lightly -urbanized green space or highly urbanized green space
soils. A general linearmodel indicated that high NTM densities were significantly associated (p<0.0001)
with low soil pH and high soil moisture, organic matter, and iron content

Key words: Mycobacteriasoils reattime gPCRiron

Nontuberculous  mycobacteria  (NTM)  areNTM numbers based on FISH values weretb0100
emergiry environmental pathogens capable ofold higher than values by culture (17). Here we use a
infecting both humans and animals (19). It is generallsecently described retéime PCR method for NTM
accepted that water (7, 8, 21) and soils (3, 6, 24) asaumeration (22) to compare NTM numbers in a
potential sources of NTM infection. A review of thevariety of rural and urban soils during dry weather and
literature indicates that NTM can be isolated frontompare numbers witphysicechemical parameters
rurd (3, 10, 13) and urban (30) soils. Prolongedn soils, epecially somemetalswhich appear to be
contact with soil such as farmers, especially in aorrelated with the presence of NTM in river water
temperate climate, has been identified as a risk fact(irl).
for Mycobacteriurravium infection (24). Discovery
that peatich soils from either Finnish boreal MATERIALS and METHODS
coniferous forests or east coast US swamps had high
numbers of NTM (Kirschner et al., 1992), led to Sampling of soils.All soils were sampled in the firstifn,
studies showing that fulvic and humic acids stimulatefj’é’é conditions (i.e. absence of light, heterotrophic and

. . microaerobic onditions) are considered to be favorable for NTM
the grovvth of M. avium and M. intracellulare (19)- growth (12). Sampling campaigns were carried out during dry
NTM presence in the environment was shown to bgeather in order to avoid the influence of soil washing due to
associtged with low pH and oxygen levels and highseasonal(11) andto facilitate the focus of our study on NTM

concentrations of Fe. Al. Cu. Co. and Cr (3 11 13?abitats.ln order toachieve this goal, during months with tempered
o ' ! ! ! eémperatures (15, 29%pur soil samples were sampledarradius of

Another study focusing on a livestock farming aregnout 500 meters iseven areas with similar latitudes (Table 1).
(beef ranches), showed that NTM isolation frooil s Enumeration of mycobacteria. Mycobacterial DNA was

was significantly associated with low pH and lowextracted using preeusly described procedures (28), and a

; ; R successivepurification step was conducted (v:v) using phenol:
calcium but hlgh Fe, Zn and Mn levels (18J3|ng|n chlorophorm: isoamyl alcohol (25: 24: 1). The aqueous phase was

situ fluorescent sandwich hybridization (FISH), NTMhen recovered using Phase Lock G2 Prime), and DNA was
numbers of up to 1.0xI0o 1.0x18 copies/g in a precipitated with isopropah¢v/v), and washed with cold ethanol at
rural soil of low pH (17). That study showed that’0%.Dried DNA pellet was dissolved in TE buffer (&M Tris pH
7.6, 1mM EDTA), and three 18old dilutions were performed in
TE buffer, in order to avoid PCR inhibitions due to high DNA
concentrations. Accordingot the procedure of our previously
*Correspondence: Nicolas Radomski, Université  PBESS developed redime quantitative PCR method (22), mycobacterial
Laboratoire Eau Environnement Systémes Urbains (Leesu) U genome copies were estimated usiMycobacteriunthelonae
MA 102-AgroParisTech, @ avenue Blaise Pascal Cité Descarte ATCC 35752 strain DNA as standard Id dilutions), 110F

FR 77455 Champs sur Marne, France forward primer (900M), I571R reverse fmer (300nM), H19R
email: nicolas.radomski@leesu.enpc.fr  tel: +33(0)666665536  Probe (500M) labelled with the fluorescent dyes - 6
fax: +33(0)145171627 carboxyfluorescein on 506end and
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TABLE 1. Geographical coordinaef the studied soils sample®bils of each@mpling area (n=4) were sampled
in a radius of about 500 meters

Sampling Country or State Geographical coordinates
area (Sampling month) Vertical Horizontal
Peat forest WestVirginia 38A12603. 10 80A16605. 3
Lighty-urbanized woodland Virginia (July) 37A13614.10 80A24658. 2
Livestock farming field Virginia (July) 37A12641. 47 80A25608.0
Crop farming field Virginia (July) 37A12627. 12 80A250641. 2
Lightly-urbanized green space Virginia (July) 37A13659. 44 80°25412.59% 6 O
Lightly-urbbanized near costal swamp Florida (&nuary) 26A19623.03 81°5081.936 6 O
Highly urbanized green space France (August) 48A48640.76 2°24611.316 6

2bovine livestock.

(Eurogentec), qPCR MasterMix plus lowcérboxyX-rhodamine  space (darbrown around 3YR 3/8)ightly urbanized

(Eurogentec), and ABI 7500 reane PCR system with SDS giisnegr costal swamfalarkmaroon around 8R 1/6)
software (Applied Biosystems). Correlation coefficient of the

standard curve was controlled and estimated as previously descrit®dd highly urbanized green space (darange around
at 98.6x 0.2% (22) 5YR 2/6) were in accordance with soil type.
Physical and chemical analysesHue, value and chroma of Consequently, color was removed from the statistical

soil color was estimated using the Munsell colosteyn (16), and ;
the weight loss after one night at 105°C allowed the measurement%?alyses' As expected the concentrations of Ag never

moisture content of the sample (according to international standafkceedd the limit of qu_antiﬁcation (LOQ), _an(_j the
ISO11465:1993). Based on a modified procedure (27), carbogoncentrations of Cd slightly exceeded this limit in
content was estimated measuring particutaganic carbon (POC) only 75% of the samples (Supplementary Table 1).

after freezedrying (Christ Alpha 12 LD plus, Bioblock Scientific) ;
and acidification of the soil (5tg of sample dampened with 3% Consequ.ently’ the.se. two metals were nOt taken InFO
HCl), using the rapid CS cube analyzer (Elementa@CCOUNt N the statistical analyses. In addition, organic

Analysensysteme GmbH) and calibration solutions @gmtetl of ~matter (i.e., LOI at 550°C) and carbon content (i.e.,
phthalic acid monopotassium salt (Ref. 17292SigmaAldrich). POC) were significantlyGLM, F = 1_49x1(§, df =1,

In parallel, humid soil was dried at ambient temperature over night _ - ; §
sieved at 2Znm and ground at 200m (according to international W.' 39 p=0.0001)correlated (correlation coefficient of

standard 1SC11464:2006) in order to homogenizthe sample 85-1_8%)- Means of moisture, organic matter, carbon
before other physical and chemical analyses. After dilution of thand iron contents reached 29+17%, 32+23%183%6
homogenized soil (8 in 10ml of water), electrical conductivity and 79+59ug/g (dw), respectively, ipeat forest soils

and pH were measured (according to international standar ; ; ;
ISO11265:1994 and 1SA0390:2004, respectively).Loss on %snd lightly urbanized soils near a costal swamp, and

ignition (LOI) of the homogenized sample (aboug)2at 550°C 1613%,_ 9#5%’ 4+3% a.nd 5312@/9 (dW),
(European standard EN-879) was measured in order to estimaterespectivelyjn the other studied soilSupplementary
the content of organic matter content (25). Concerning metals (Agable 1).

Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb and Zn), samples wegestied by a NTM density in soils. Taking into acount all

combination of HN@ (SigmaAldrich) and HCI (Fischer) acids in . .
order to efficiently oxidize the organic matter (26). Briefly, sampled soils, NTM were detected and measured in 14

homogenized soil (aboutd) was acidified with HN@ 2ml at  Of 72 (19%) of the samples (i.e., 14 positive assays

10%) and dried at 110°C, then heat at 450°C durirg é@d among 24 samples analysed in triplicat&)TM
dissolved in HCI (10nl at 37%). After addition of boiling HNO density was estimated at 9.3 x %10+ 5.0 x
(5ml at 65%), acid was evaporated by heating, sample was th(irb4 . . e ST T .
dissolved in boiling HCI (20nl at 2N), filtrated (Ashless grade copies/g in peat forest soils (i.e., 7 positive
N°40-1440150, Whatman), and diluted in HCI (final volume ofSamples among 12 assays) and.& x 10 + 2.9 x

250ml at 2N). Metals (Ag, 328m, Al: 167nm, Cd: 214m, Cr: 1P copies/g in a lightly urbanized soil of neutral pH

267nm, Cu: 324m, Fe: 238 m, Mn: 257nm, Ni: 231nm, Pb: i e
220nm and Zn: 213&m) were analyzed by inductively coupled (7.4) near a coastal swamp (i.e. 7 p05|t_|ve samples
plasma optical emission spectrometry ({OES) following among 12 assays). NTiverenot detected ('-e- below

manufacturer regomendations (Varian Vista Pro ccD the limit of quantification estimated at ab@itlogo
simultaneous ICROES). More preciselythe ionization process was copies/L) in the other soils collected (Table 1 and

initiated using argon flow, andhe analytical parameters were Supplementary Table 1§3LM analysis showed that
optimized (radio frequency generator: 1.BW, plasma gas flow . . . . .
15L/min, nebulizer gas presstl 200KPa, sampling period: 35 NTM density was associated with sampling site and
sampling pump speed: 2pm, rinsing period: 28). Metal high moisture, organic matteas well ascarbon iron
quantification was performed using Spex melément calibration and content (Table 2).Indeed, moisture, rganic

solution at 0.5% v/v (Horiba), which was previously controlled ; i
using a standard solution (ACSDolinsle-Bretonneux) matter, carbon and iron contents were significantly

Statistical analyses Except for moisture content. all the other (T@ble 2) higher inpeat forest soils and lightly
microbiological and physicochemical parameters were given perurbanized soils near a coastal swamp than in the other
dry weight (dw) of soil. Data analyses were performed based on thgils analyzed (Fig. 1).
average results of the 28 sampled seihich were analyzed three
times for each parameter analyzed. Statistical analyses were carri
out using a generalized linear model (GLM) in the Statgraphics Pl
5.1 software (Manugistics).

uelquLE 2. Factors explaining variation of mean soil mycobacteria
ensities (GLM analysis, n=24 in triplicate assays). All other factors
and all interactions were not significant (p>0.05)

Expicative factors d.f. F ratio p
RESULTS Sampling area 6 14.56 00.00
Iron content 1 17.28 00.00
Physicochemical parameters.The colors of peat Moisture content 1 420 00.00
foreg (darkmaroon around 6R 1/6), urban woodland ';c;srzccﬂ(;grg'%’;;tcs’;gtgr 1 ss8  00.00
(darkorange 5YR 4/9), livestock farming field (light content 1 2504 00.00
brown around 8YR 3/6), crop farming field (light Final model 16 1012 00. 00

brown around 10YR 1/6), lightly urbanized greers.f.: degree of freedom.
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140 - neutral soils like thdightly urbanized soils near a
coastal swamp (pH 7.4 NTM can grow over a wide
range of pH, from 8 (5, 9, 20). The presence of
NTM in acidic soils is consistent with the fact that one
NTM speciesMycobactelum aviumhas been shown

80 - to survive exposure to stomach acid (pH 2.2) (2). It is
‘ also possible that acidity may be serving as a surrogate

100 4

60 - for another factor; such as the availability of metals,

moisture, carbon, organic matter contents
(%) and iron concentration (ng/g

particularly iron.
Al NTM and iron content of soils.In the widerange
50 | of soils studied, NTM numbers weoerrelated with
L_,_ iron content.In soils wherelivestock are raised, high
04 i . iron content was associated with high NTM numbers
soils A soils B (18). Iron acquisition is a problem for NTM because
B moisture Ecarbon Dorganic matter Oiron of their hydrophObiC, impermeable Sm thus they
FIG. 1. Factors explaining significantly mycobacteria densitie@re dependent upon the production of surface and
measured greaterah the limit of quantification (n=24 in triplicate extracellular iropbinding compounds_ In the

assays) in soils from peat forest and lightly urbanized area neghvironment. exochelins represent the single most
costal swamp (soils A), in comparison with soils from urban tant ' fi isiti 1). Growthtiud
woodland, livestock farming field, crop farming field, lightly |mpor ant means or Iron aC_QUISI ion (1). Gro -
urbanized greerspace and highly urbanized green space, wherg0il saprophytévlycobacteriurmeoaurumunder iron
mycobacteria were not detected (soils B). All results are given ideficient culture conditions is dependent upon the
dry weight. production of irorbinding exochelins (4). Further, it
is quite possible that the higher numbers of NTM in
acidic soils represents the greater availability of
soluble iron. No association was ob&l between

To our knowledge, this is the first time thatyTy numbers and either Zn or Mn concentrations in
mycobacteria density is estimateddrwide range of agreement with previous results (18).

soils and considedealong with the analysis of several ™ \TM  association  with high organic matter

key soil characteristics. Iprevious studies, the soil ¢onent. The fact that high carbon and organic matter
types from urban and rural areas were independenflynient were positively associated with NTM densities
asses;ed in livestock farming are@ﬁ_) or in sub _is corsistent with reports of the correlation between
urbanized areas (23). Moreover, it is also the firgy qvium and M. intracellulare numbers and
study sing reafime QgPCR (22) to compare gegimilable organic carbon and biodegradable organic
mycobacterial density in rural and urban areas. carbon levels in water distribution systems (8).
Occurrence and density of NTM in soilsOn the  ovever. NTM numbers (i.e. 1.7 x “Leopies/q were
whole, NTM were detected in 19% of the sOily g4 highin the lightly urbanized soil near a coastal
samples. In contrast, previous studies estimated NTMvamp oflow organic matter content (Supplementary

occurrence in soils al8% @50 tested samples) in tapje 1), These results may mean that NTM are more
suburbanized areas (23) ané% (61 tested Samples)_ubiquitous than previously thought, and that as

in livestock farmin_g areas (18), Where_as _myCObaCte_rl?etection methods improve and interest in NTM
was not detected in these types of soils in our studiggqreases. we ay broaden our knowledge on this
This may indicate that livestock farming and subpacterial group and revise previous statements on
urbanized areas ameot the most favorable soils for N ecology. However, these results may also mean
NTM growth, considering that the present Studyns; this lightly urbanized area could be impacted by
integrates a larger range of soils compared to the tygQ, proximity of the acidic swamp, especially during

previous studies(18, 23) Our estimate of NTM gy weather wén runoff water suspends soil matter.
density in the low pH peat forest soils (i%3 x 10 +

5.0 x 1¢ copie_ség) were lower thqn those of Nieminen ACKNOWLEDGMENTS

et al, who estimated NTM density between 1.0 X 10

and 1.0 x 1Bcopies/g of rural soils of low pH USINg  This work was supported by the PIREX¢ine program
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Do NTM _prefer an acidic environment? While REFERENCES
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high in acidic habitats (3, 11, 13, 14, 17, 18), our 1. Barclay, R., and C. Ratledge. 1983. Ironbinding
results showed that h|gh WT were encountered in compounds of Mycobacterium avium M. intracellularg M.

DISCUSSION
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Supplementary table 1:Mean values of triplicate assays of mycobacteria densities, conductivity, pH and contents okjrezshan, organic matter and elements in
sampled in different geographical area. All results are given in dry weight. Argent concentrations were inferior taatjoartifids in all the samples.

Elements (ug/g§

. mycobacteria conductivity moisture carbon organic .
soil (copy/g)® (uS/cm) pH (%) (%)°  matter (%) Al Cd Cr Cu Fe Mn Ni Pb Zn
peat forest 5.31x10 91 3.8 35 51 79 20 06 10 16 19 27 9 3 56
1.49x1G 63 3.9 22 21 35 102 <LOQ 15 17 103 148 9 14 45
<LOQ 127 6.6 48 18 28 260 09 28 16 57 28 15 10 77
7.61x10d 100 4.8 32 37 41 174 <LOQ 19 13 149 89 9 6 51
urban woodland <LOQ 58 6.7 17 8 14 74 05 59 24 57 33 21 4 67
<LOQ 58 7.4 10 3 7 136 04 24 8 44 49 7 4 34
<LOQ 44 6.3 18 6 14 46 04 27 11 32 31 12 5 59
<LOQ 22 6.5 16 4 7 40 06 39 21 43 37 10 5 72
livestock farming field <LOQ 91 6.3 15 3 8 54 05 34 18 64 61 23 9 49
<LOQ 50 6.0 13 3 7 43 05 33 17 59 53 22 8 93
<LOQ 25 5.8 16 2 8 31 04 21 13 40 44 16 7 40
<LOQ 108 5.9 19 2 8 39 04 26 21 44 53 17 7 55
crop farming field <LOQ 69 7.0 16 1 5 60 10 36 17 67 50 23 8 99
<LOQ 64 7.4 13 2 6 4 06 42 18 73 48 18 10 87
<LOQ 66 7.4 11 2 7 47 05 27 16 50 52 19 4 74
<LOQ 352 7.0 18 3 9 48 05 32 20 59 41 22 6 82
lightly-urbanized green space <LOQ 152 7.3 12 12 24 45 05 20 14 43 68 16 6 85
<LOQ 141 7.7 14 6 9 36 06 39 11 65 47 10 4 45
<LOQ 61 7.7 11 2 6 39 04 23 14 41 47 15 4 48
<LOQ 69 7.2 14 7 13 38 05 21 16 38 51 15 9 69
lightly urbanized neacoastal swamy ~ 5.00x10° 187 7.5 1 1 5 111 <LOQ 5 2 64 9 1 2 17
<LOQ 3 7.4 36 4 12 183 <LOQ 7 9 177 18 2 3 57
3.53x1d 1647 7.4 47 3 18 33 <LOQ 47 27 16 26 14 10 31
9.82x1d 4 7.1 8 5 37 33 <LOQ 13 14 45 10 5 7 32
highly urbanized green space <LOQ 100 7.8 20 2 8 35 06 31 54 41 50 21 9 104
<LOQ 22 7.9 20 1 3 388 05 35 13 39 44 21 22 69
<LOQ 68 7.9 19 4 6 122 05 29 25 128 36 16 47 107
<LOQ 94 8.3 17 3 5 29 05 25 18 30 35 15 43 87

3L0Q: limit of quantification” particulate organic carbon (%)loss on ignition at 550°C (%)
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[1.3 / Impact du ruissellement en zonesirbaines, périurbaines et rurales pendant
des ®pisodes pluvieux sur | a quantit® de

Mycobacteria density decreases inface water of urban, peurban
and rural areas during storm weather

NicolasRadomski’, Emmanuéde Cambad, SophieHaenr, LaurentMoulin®,
RégisMoilleron', FrancoiseS. Lucas

Université ParisEst, Laboratoire Eau Environnement Systémes Urbains (Leesu) UMR MAdroParisTech,
6-8 avenue Blaise Pascal Cité Descartes, FR 77455 Champs sur Mame; Emiversite Paris
Diderot,Hbpital Saint Louis AFHP, Laboratoire associé dientre national de référence des
mycolactéries etle la résistance aux antituberculeux, FR 75475 Paris, Er&mede
Paris,Direction Recherche &éveloppement Qualitéed | DRRAQE),
33 avenue Jean JaurE& 94200 Ivry sur Seine, Frarice

Literature showed that nontuberculous mycobacteria (NTM) density in surface waters can be
explained by high levels of cumulated pluviometry and organic matter amount in water, andmphasized
consequently that mycobacteria from soils can be brought in surface waters due to rain runoff from rural
areas.However, the behavior of mycobacteria in surface waters has never been studied neither in urban
areas nor during a storm so far. Consegently, we sampled urban, perurban and rural areas in order to
study NTM density at the scale of a river and its tributaries. During the storm, which was slightly intense
(6.6 mm/h of cumulated rain during 5.5h), mycobacteria density in rural, periurban and urban areas,
estimated at2.16x10+2.36x10 copies/L of surface water in 20.8% of the sampleslecreased under the
level of detection. NTM densities were significantly explained by both the cumulated pluviometry
(p =0.002)and the storm duration (p =0.011), whereas turbidity which is often associated with organic
matter amount did not explain mycobacteria density in surface water (p 0.100).In spite of NTM input
by nonpoint sources from water runoff from urban, peri-urban, and urban surfaces, a dution
phenomenon due to runoff during this storm decreased NTM densities under the detection limit. These
results showed that aslightly intense and long rain event decreased mycobacteria density in surface water,
whereas literature showed that cumulatechigh storms favored an increase of mycobacteria density in
surface water owing to rain runoff. Our results emphasized the importance of hydrology and land use in
order to understand NTM ecology.

Key words: Mycobacteria; runoff; reaime qPCR; dilution penomenon

It is generally accepted that environmental watan PAH contaminated soils by degrading fluoranthene,
(7, 21) and soils are potential vectors ophenanthrene, pyrene, fluorene, anthracene, chrysene,
nontuberculous mycobacteria (NTM) infections (24nitropyrene or biphenyle as a source of carbon and
32) in humans (24) and animals (19), but thenergy. In addition, NTM presence in surface water
knowledge about their ecological niche in terrestrisdeems to be correlated positivelytlwthe presence of
arnd aquatic habitats remains still poor. NTM carpeatlands, precipitation data (cumulative precipitation
multiply in rural soils, especially those presenting lowor the 3 weeks before each sampling), chemical
pH in brown swamp (8), boreal forest (17), mudpxygen demand, and concentrations of Fe, Al, Cu, Co,
sandy till, sawmill or sphagnum peat (16), and also iand Cr, and negatively with pH in Finland (12), and
the urban soils, particularly those contaminatlgd NTM was also shown to sunévin the alkaline
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS): a specificonditions of the Rio Grande surface waters (3).
pollutant of urbanized areas (4). More preciselyPrevious studies focusing on cattle ranches, showed
previous studies revealed that NTM are able tthat NTM positive cultures from soils ofivestock
proliferate in humie and fulvicrich, acidic, micre farming areas wersignificantly associated with lower
aerobic environments (14), and that the bioavditgbi pH value and calcium as well higgher Fe, Zn and Mn
of PAHs seems to control their community structuresontents (18), and that runoff from contaminated
(26) mainly in the clay fraction (25) of acidic orpastures can be contaminated by NTM (20).
neutral soils (27). Indeed, probably using an aromati€onsequently, some rural and urban soils, which are
ring-hydroxylating dioxygenase (5), several NTMfavorable for NTM growth, might be washed off
species (6, 10, 11, 13, 15, 29, 31), are #blgrowth during storms and runoff might carry NTM st to

surface waters in watersheds, as it was observed
concerning surface water running through peat lands
*Correspondence: Nicolas Radomski, Université PBSS (12).

Laboratoire Eau Environnement Systémes Urbains (Leesu) U e :
MA 102-AgroParisTech, €8 avenue Bise Pascal Cité Descarte:, AIthoth It Is important to evaluate the relative

FR 77455 Champs sur Marne, FranceImpact of rain runoff from urban and rural areas in

email: nicolas.radomski@leesu.enpc.fr  tel: +33(0)666665536 order to understand NTM behavior durirsgorms,
fax: +33(0)145171627
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NTM densities in urban surface water and NTMiyesécar boxyfl uorescein on 506end and B

; ; ; he 3d6dend (Eurogentec) cartlpBX-R Mast er N
behavior du”ng storms were rarely studied. Thﬁwodamine (Eurogentec), and ABI 7500 réale PCR system with

kn0W|edge of NTM behavior "_1 rur.‘Off_from urban andSDS software (Applied Biosystems). Correlation coefficienthef
rural areas has broad implication for watestandard curvé22)was controlled and measured at 98®.2%

management, including the identification of areas the Physicochemical parameters. Dissolved oxygen, pH and

; ; ; emperature were measuridsitu using a dissolved oxygen probe
most susceptlble to Iimpact the quahty of SurfaCE{CeIIOxSZS (WTW) as well as a pH combined electrode with

waters in the_ watershed, gUidance in bioremediatightegrated emperature probe SenTad (WTW) both connected to a
efforts, and in surveys of environmental pathogetniversal pocket sized meter MultiLifet (WTW). Water turbidity

reservoirs. As a consequence, the aim of this studps measuredh situ using portable turbidimeter 2100P (Hach). In

was to evaluate the impact of a storm on NTM)rder to estimate the storm intensity, conductivity, which is known
to decrease during wet seasons (9), was measuresitu using

densities insurfa_-ce waters from rura_-': peu_'rban and  standard conductivity cell TetraCon® 325 (WTW) connected to a
urban areas using a recently described-tiee@d PCR universal pocket sized meter MultiLifRd (WTW). Pluviometry
method for mycobacteria enumeration (22). Thwas measured by Padontsouris meteorological office (France)

Marne River and three of its tributaries were sampleffch is ¥ ai 'abl e at the ocObservatoires,
; . . Temps R®e htip://wwe.metaodiekfy. (
before, during and after a rain event. NTM densities Statistical analysesGeneralized linear model (GLM) analyses

were ao compared tghysicechemical parameters were carried out using the Statgraphics Plus 5.1twsoé
that are usually monitored in surface water in order tlanugistics).
understand the factors that affect NTM temporal and

spatial distribution FIG. 1. Sampling of surface water in the Marne River (black

circles), at Tribardou (site 1), Chalifert (site 3), Gournay (site 5),
Champigny (site 6) and Charentonneau (site 8), and in the major
MATERIALS and METHODS tributaries (grey circles) namely Bewvine (site 2), Gondoire (site
4) and Morbras (site 7) Rivers. Sampling sites were located along
Sampling of surface waters.We studied a section of the the Marne River from upstream to downstream _and are chated in
Mame River, located at the East of Paris in Frarkig.(1). The rural area (sites 1, 2 and 3), lightly populated-peian area (site 3,
Marne River is a tributary of the Seine River, and is generall} and 5) and populatedrban area (site 6, 7 and 8) in the
considered as a"6order river according the Strahler classificationnN€ighborhood of Paris (France).
(2). The Marne River and three of its major tributariesnelg the | \1:!- -
Beuvronne, Gondoire, and Morbras Rivers, were monitored. A™-_ .- T Emeemne
each location, water was sampled in surface (first meter deep). F
each sample, -liter of surface water was collected using clean
bucket, transferred in glass bottle used for bactarialyses (Schott
Duran), transported to the laboratory withirh,6and processed
immediately after they arrived at the laboratory. The sampling
campaigns were carried out thé"lBeptember 2009 concerning dry
weather, and during the storm of tHéd&hd &' October 2009. This
storm followed a long dry period; as a consequence soils have n
been washed before the sampling campaigns. Moreover, in order
focus on the impact of rain runoff, we performed the sampling
campaigns in sections of the Marne Riaed its tributaries which
were as much as possible not impacted by potential NTM poir
sources such as water discharges from wastewater treatment pl
(1, 30) In addition, we chose to study three different runoff areas
such as the densely populated urb@rea downstream from the
Marne River, a rural area upstream from the Marne River and a
central area considered as a lightly urbanized-yrdan areaHig. RESULTS
1). These studied areas correspond to one of the largest urban
agglomeration in the world: the Farconurbation with about ten
million inhabitants surrounded by an intensive agriculture area Storm intensity. The sampling campaigns lasted

which is constituted by arable lands, grasslands and forests (2). Thg 2h_ During the storm, the rainfall intensity reached

aim of this study was to evaluate the impact of rain runoff on NT . -
densities in the Marne Rér and its major tributaries. Consequentl)’/vé'6 mm/h in about 5. and Stayed stable durlng 86

surface water was sampled before, during and after a rain eventid@€ intensity ofthis storm was considered as low
eight different locations: the three major tributaries of each studiddecause the conductivityGLM, F=1.68, df=1,

area as well as in Mame River upstream and downstream from the= 48 p=0.201) and dissolved oxygen(GLM,

confluencewith each tributary Fig. 1) (n=48). Each point was _ _ _ —
sampled six times at approximately the same hour before, durir!:g_ 0.79, df=1, n=28 p=0.387) of the surface

and after the storm until flows of the tributaries return to their initiaWater measured before and during the event did not
stat. It must be noticed that the sampling sites downstream frodecreased significantly ub stayed stable at about
each confluences were far enough from each tributary plumes Bp5 4+ 167uS/cm and 9.8& 5.8mg/L, respectively.

order to study samples representing merged flows. e - .
Mycobacteria densities. Samples were concentrated and Factors EXplammg NTM denS|ty. All samplmg

mycobacterial DNA was extracted using previously describe§it€S taken into account, _NTM qenSity was estimated
procedures (28) and four sessive purification steps were at 2.16x10+2.36x10 copies/L in 20.8% of the
conducted (v:v) using phenol/chlorophorm/isoamyl  alcoholsgmples (= 48). More precisely, NTMdensity was

(25/24/1). The aqueous phase was then recovered using Phase LQck:. . . o
Gels™ (5 Prime), whereas DNA was precipitated with isopropano‘gg{'mated a8.78x10+3.21x10 copies/L in 50.0% of

(v/v) and washed with cold ethanol @9%. Dried DNA pellet was the  samples (r8) before rain start and
dissolved in TE buffer (1&1M Tris pH 7.6; ImM EDTA) and three  1.08x10+5.86x10 copies/L in 15.0% of the samples

10-fold dilutions were performed in TBuffer in order to avoid (n = 40) Concerning the rural area, h|gh levels of

PCR inhibitions due to high DNA concentrations. Following the .
reattime quantitative PCR method that vpeeviously published NTM were found in the surface water of the Ker

(22), mycobacterial genome copies were estimated usifgiVer upstream from the confluence with the
MycobacteriumchelonaeATCC 35752 strain DNA as standard{5 Beuvronne River (site 2) before the rain start and

fold dilutions), 110F forward primer (90tM), I571R reverse

primer (300nM), H19R probe (5@M) labelled with the florescent
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TABLE 1. Mycobacterial densities in surface water of the Marne River at Tribardou (site 1), Chalifert (site 3), GourBpydkaenpigny (site
6) and Cheentonneau (site 8), and in its major tributaries: the Beuvr(sitee2), the Gondoire (site 4)
and the Morbras (site 7) Rivers during a storm event
Mycobacteria densities in surface water

Sampled area Rain start Upstream Tributary Downstream
Rural Site 1 Site 2 Site 3
(upstream from Marne River) Before 5.22 (1/1) ND (0/1) ND (0/1)
After 4.99+ 0.36 (3/5) ND (0/5) ND (0/5)
Detection 4.2-11.8 N/A N/A
Perturban Site 3 Site 4 Site 5
(central area of Marne River) Before ND (0/1) 5.20 (1/1) ND (0/1)
After ND (0/5) ND (0/5) 5.10+ 0.08 (2/5)
Detection N/A N/A 7.011.2
Urban Site 6 Site 7 Site 8
(downstream from Marne River) Before ND (0/1) 5.54 (1/1) 5.92 (1/1)
After ND (0/5) ND (0/5) 4.58 (1/5)
Detection N/A N/A 13.3

#mycobacteria desity is expressed in lggcopy/L + SD, No. of positive samples over No. of tested samples is in brackets, and instant of
detection is expressed in decimal hour. The quantification limit of mycobacteria was estimated at ahpubBidsdlL.

between A and 12 after the rain start but were FIG. 2. Variation of mycobacterial densities in surface water

neither detected in the Beuvronne River nor in th the Marne River and its tributaries (full line) according to
cumulated pluviomey during a storm event (dotted line). The

Marne River downstream from the confluence (Tablg,antiication limit of mycobacteria was estimated at about 3 log

1). copiesiL.

In the densely and moderately populated urbe 7 - -2
and perurban areas, no NTM were detected in th T °

. . - e | e e ———————— L7 ™

Marne River pstream from the confluences with the £ © f 5 ase omos  moooco amm g
Gondoire (site 4) and the Morbras (site 7) tributarie: g 5 1 o o -6 E
whereas high NTM densities were measured in t ! . Los E_‘
Gondoire and the Morbras Rivers during the dr =4 - /’ =
weather, as well as 7tDand 13.31 after the rain start 3 | . il Limite of quantification % g
(Table 1) All sampling sites taken into account, g - J -3 2
cumulated pluviometry (p0.002) and time after £ 2 | igf I 7-5;'
rain start (p=0.011) were significantly associated .§ / "
with  NTM density measured in surface waters g. ! 4 -1 E
Surface water conductivity 625+167puS/cm), <, | ./ , ‘ ‘ 0
dissolved oxygen 98+5.8mg/L), turbidity 0 5 10 15 20
(250i 232NTU)! pH (74i 05) as well as Time after rain start (h)
sampling sites (site 1, 2, 3,4, 5, 6, 7 and 8), rive * mycobacteria o cumulated
type (Marne or tributary), runoff area (urban arec density pluviometry

perrurban or urban areas) and surface water
temperaturedid not significantly exfained NTM 20.8% of the samples &48) before, during and
densities during the storm. Indeed, all siteafter a rain event. However after the storm event (i.e.
confounded, NTM densities reached a densitpetween the 16and 21" hour after rain start), no
estimated at 5.22 0.34log,, copy/L in 50.0% of the NTM could be detected from the surface waters of
samples (= 8) before the rain start, andthe studied rivers.
5.47+ 0.30log;pcopy/L in 25.0% of the samples Impact of sampling area on NTM density.Our
(n = 24)during the first13.3h of the storm (Table 1), results showed that in rural area NTM density can be
but NTM were never detected thereafte=(b6), i.e. high in surface water (Table 1). eeresults are in
between the 18and 21" hour after rain start (Fig. 2). accordance with previous studié 18, 20) which
showed that surface water of rural areas can be
DISCUSSION contaminated with NTM during dry and wet weather.
Whereas previous studies focused on acidic soils and
Although pluviometry may play a major role surface waters (12, 18), or alkadisurface waters in
concerning NTM ecology (12), the spatiaind the Rio Grande River (3), our results showed that
temporal distribution of NTM in rivers during stormshigh NTM densities could also be found in neutral
has hardly been studied. To our knowledge, our papgurface wate(pH 7.4+ 0.5). These results imply that
is the first to report NTM densities that are estimateMTM multiply in a wide range of pH, or that these
in river surface waters from rural, peniban and high NTM densities in neutraural rivers result from
urban areas at the scale of a stonmterestingly, our leaching from acidic environments (soils or marshes).
results focusing before, during and aftersrm However in our study, high NTM densities were
eventare in accordance with the results of livanainemstimated from the Marne River and from several of
et al. (1993) who estimated that more than 23% ofts tributaries before the rain event, after a long period
the surface water samples were constituted of moeoé dry weather. As aansequence the measured NTM
than 1.00XL0°NTM/L whatever tke weather densities should not be resulting from rain runoffs
conditions (12). Indeed, in our study the levels ofrom acidic environments but from other sources.
NTM reached up t@.16x16+2.36x16 copies/L in Moreover, our study is the first one to show that
NTM densities in urban area are as high as NTM
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densities in rural area (Tablg). NTM nonpoint densities in the Marne Riveincreased after the
sources are present in urban area, as for examplenfluence with the Morbras River.
PAH contaminated surfaces whose bioavailability During the storm event, the level of NTM in the
allows the growth of NTM (14, 287). This PAH urban and perirban tributaries (the Gondoire and
bioavailability should be taken into account in théMorbras Rivers) quickly (4.R) dropped under the
future studies of NTM ecology. Point seas such as detection limit (Table 1). It seems that the rainoff
nontreated wastevater discharges may alsodiluted the NTM densities inside the two tributaries.
contribute to NTM densities in urbanized areas. However, the high levels of NTM in the Marne River
Impact of the tributaries on NTM density. A downstream from both confluences remained high
previous study showed thatimulated precipitations until 11.2h (Gondoire River: site 5) and 1H3
at three weeks and chemical oxygen demand, whi¢Morbras River: site 7) after the rain start, and
refers to organic matter amount, explained NTMdropped later under the detection limit (Table 1).
density in surface water (12). Our study confirms th&hese results could suggest that the higher flows in
relationship between NTM densities and precipitatiothe Marne, Gondoire and Morbras Rivers did not
data. The NTM densities in the Marne River and itsnmediately dilute the downstream NTM densities,
tributaries were correlated with theumulated due to the time response delay of the watershed. It
pluviometryand the time after rain stath contrast, seened that this time delay was shorter inside the
our results do not confirm the relationship withtributaries (< 4h) and longer inside the Marne River
organic matter amount, since we did not found anfr 11h) (flow data not shown). It could also mean
correlation between NTM density and turbiditythat the high NTM densities downstream from the
(25.0% 23.2NTU) during stormalthough it is known Gondoire confluence and maybe also downstream
that hydrophbicity cell wall of NTM explains their from the Morbras confluence were also due to other
affinity with organic matter in environment (23Jhe NTM nonpoint or point sources between the
difference with the results of livanainen &t (12) upstream and downstream sampling sites, which were
could be explained by the low intensity of the eventot considered in our sampling strategy (Fig. 1).
we sampled .6 mm/h of cumulated rain during However, these potential unidentified sources were
5.5h) which was not sufficient to increasealso diluted after 1.2-13.3h.
significantly the organic matter amount in the Marne In conclusion, this study showed that rivers in
River surface water, while in the paper of livanainemrban, perurban and rural areas carried high levels
etal. (12) strong storms were sampled. In our casef NTM in their surface waters during dry weather
organic matter was certainly brought by rain runofénd that the penirban tributaries may impact the
from the ®ils to the surface water but also highlymain rivers. During storm events, in spibf the
diluted into this one. NTM input from point and nonpoint sources from
Our results showed that, in the rural area, theural, periurban and urban areas, a dilution
Marne River upstream from the Beuvronngphenomenon lowered the NTM densities in the
confluence (site 1) was contaminated by NTM befor&ibutaries and the main river under the detection
the rain, but not downstream, neither inside thkmit with a shorter time response for the tributaries
tributary itself. Consequently, during dry weather th€=ig. 2). This dilution effect remained several hours
Beuvronne flow seems to dilute the NTM densities imfter the end of the rain fall (at least 16 to 21 hours
the surface water of the Marne River. NTM remainedfter the rain start). These resudmphasized the
undetected during the whole storm event inside thmportance of the hydrology in order to understand
tributary and downstream from the confluence wittNTM ecology, and especially to study their nom
the Marne River (Table 1). As a consequence, tteurces during dry and wet weather.
rain runoff did not seem to increase significantly the
NTM densities. In addition, NTM was detected ACKNOWLEDGMENTS
between 4.2 and 11.& in the Marne River
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1l / Conclusion

L6 ®t uld@WTPale SeinecCentreent e mps sec a permis de c¢.
usée est bien une soungenctuelle de NTM et que la station étudiée semblait ne pas rejeter
de NTM d®t ectabl es dans Il /@dideun). Breeffes, les NTMc e ( c |
ont atteint 5,52x1@3,97x16c opi es/ L dans | 6 e@4% e« ®cmtam®e | d
positifsyet ndéont padsan®&t @ 6cc@&tu\MEER@EmEsOdedanitadon gheo
chimique et biofilta t i o n . Par aill eur s, lxdensitcede @ItMude a
1,04x16 +1,75x16 copiesf) dans les boues dette WWTP(50% d 6 ®c hanti |l |l ons
Ces boues sont en | 6oWWTPretrne semide donopas pnegent®e s p a
de tisques infectieux. Néanmoins, ce résultat soelignque | 6 ®t ude des NTM
de traitement des boues de WWTP est n®ces
microorganismes potentiellement pathogenes avant épandage des boues traitée®lsur les s
rur aux. De pl us, |l e comportemematconthreosles NTM s
indicateurs fécauxE. coli et entérocoquesintestinaux dont les comportements étaient
respectivementydrophile et intermédiaire. Effectivement, la plupart des NTM (98+2
correspondané 2,450,78log;o) ont été éliminées par décata physicechimique et les
NTM restantes (0,74x1@1,40x10 copies/L) ont été éliminées par biofiltration (@3
dé®chant il IMénmessi lgsdemssités def NSTVmesuréedurent signficativement
inférieures aux densités de ces indicateurs fécaux, ces derniers ne semblent donc pas
permettre de prédire le comportement des NTM en WWTP. Par ailleurs, il est probable que
des NTM soient rejetées dans les eaux de surface lorsque les WWERve®It pas traiter
complétementes eaux usées en raison de débits trop fmsmea ux cour s do6®v n
pluvieux intenses.

A

Concernant | es ®tudes indirectes de | 6i mp:
[l 81l.2 /articlen) ai nsi qgue | 0effet de dilution des
par les événements pluvie@shapitrelll §I1.3 / article 0 ) semblent affecter les densités de
NTM dans les eaux de surface. Ainks densies de NTMles plus importantes ont été
mesurées dans des sols de ford@trbeuses (9,27x165,00x1d copies/g sec) et dans des sols
faiblement urbanisés prochde marécages cotiers (1,71%49,85x10 copies/g sec), alors
gubaucune NTM dm$les a@es@ypad @etselstast®zpitre 111 81.2 / article
n). Les NTM détectés dans les sols péurbains pourraient soit étre présentes et se
développer dans ce type de sol, soit provenir des marais cétiers viadellement et
contaminer sporadiquement ces sols -péains. Les sols forestiers et marécageux
sembl erai ent donc °tre propices au do®vel oprg
pourraient étre considérés comme des habitats naturels de NTM présentahtuissfaibles

de pH et des teneurs fortes en humi di t ®, r
pluvieux, |l es sols ruraux avec de | 0®l evage,
impacter les eaux de surface via le ruissellememitefos , | 6 ®t uddéadansitét dea est
NTM & 2,16x16+2,36x1G copies/L dans environ 28 des ®chantill ons dobe
la Marne et de ces affluents majeurs en temps sec et pendant un événement pluvieux, a
démontré des apports a la fois de zonedr#s et foresti res let des

Morbras) qui préseatdans sa partiaval des zones péurbaines fortement urbanisées et des
zones do aans sacparti@mont (€hapitre 11l B.3 / article o). Le Morbras est
globalement de mauvaise qualité écologique et microbiologique, essentiellement impacté par
des rejets urbains de temps de pluie, le réseau ét#taire a P %. Toutefois il existe de

nombreux mauvais raccordemeentre leréseawp | uvi al e eauxlustesyc@sseaua u  d 6
usées non traitégouvant constituer uneour ce comme nous | 6avons
entrée de la WWTP Seif@entre.

Contrairement ° | destimation de | dldensit
article m) | 6®val uation de cette densit® dans |
directement sur |l es pr® vements en raison

| 126 |




Chapitre Il : Sources environnementalescomportements |

avons opt® pour une estsiemdateimemtde ehdipmAapaatnt c
|l a densit® des NTM dans | 6eau de surface pa
apparuqué a pl uvi om®tri e e texpligaaientia dindnatiordde nomiBre® v ® n e n
deNTM détectéed a n' s | Oriace au cduesl ®snemerst pluvieux(chapitrelll §11.3 /

article o ). Ainsi, les ruissellements des zones fu€baines et rurales ne semblent pas
augmenter |l a densit® de NTM dans | dletieanu de s
(chapitrelll 811.3 / articleo ). Ces études constituent une premiére approche, qui demanderait

a étre confirmée par des échantillonnages supplémentaires lors de plusieurs événements
pluvieux, et daedehiasellementiprovenad de sasenatureieanent riches

en mycobacteries afin de valider ces hypotheses.

De facon générale, les incertitudes de mesures présentées précédemment et estimées a
enviionl og sont en accord avegtt aeANwanantldeon du

1% a 33%. Cette estimation du rendement doext |
littérature (Frostegarcet al. 1999) Toujours @ accord avec la littérature (chapit®.B.a /et
1.3.b /), l a distribution des NT Mquahiitativemehtéibden vi r on

avec environ19% des prélévementgositifs au total(n=238), mais qualitativementtrés

diversifiée de par la naturevariable des échantillons positifiCette diversité des sources
probables des NTM pourrait signifier que <cer
esp ces. exBtencep & @wgsapropbyteet dbdesp ces pathog nec:c
développement de méthoddistinguantles especes de NTM permettrait de déterminer si les
sources des NTM sont caractéristiquesedainesespecesNéanmoins, la diminution de la

limite de quantication de la méthode emplay&emble étre la priorité. Effectivement, en

accord aved¢ 6 e s t i nealimiteaaequadtificationde la méthode de PCR en temps réel
développédchapitre 1l §1.2 / articlek ) etdur e n d e mdractonddl@®ADN mycobact ®
de la procédure sélectionnéehapitre Il 81.3 / articlel ), la distribution gaussiennede la
proportion dé®chantillons positifs en fonctd.i
une limitedequant i f i c at logavecdndde maves ocoasiordds estimations a

environ 2log (Figure 15). Ainsi, aprés diminution de la limite de quantification il serait
possi bl e doé®t umkntla capapitt desnulsppc&ionig®liT ylud ans | 6eau
sol. Ceci pourrait étre effectttnqu ant i foi atnit o 6®&un pl asmi de i
multiplication commecela a été récement proposé pour étudier la réplication de

M. tuberculosigGill et al.2009)
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Figure 15: Distribution des échantillons quantifiables (19%) en fonction de kurs concentrations en
mycobactéries estimées par PCRentempsrédlans | 6 ens e mb | e(d7¢eskifsqur2®8) v e ment
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| / Introduction

LO®t at de | daritessudanss|l asyclhbacit ® ver sar
mul titude doéoutil s anal ytiques est ” notr
|l 6environnement par Hiolgiet ®@alécutaire@tg physicechimié o ¢ h i mi
(chapitre | 8 / ). Néanmoins, ces outils analytiques de détection, de quantifi¢ahapitre |
8.1 /), doéi de fchapitieil @2t/ ) et de caractérisatiofchapitre | 8.3 /) ne
permettent pas de répondre aux mémes objedifapitre | & / ) et ne sont pas tous

applicables en | 6®t at ) des ®chantill ons de
sp®ci ficit®, icdc#é esde regradirciibilit&liap®re | 8d.D/¢ 8Il.2 /et g1.3/

) . 1 a donc ®t ® entrepris doexplorer de nol
do®t ude des NTM dans | 6environnement . Le ©pr
pr ®sent ®es sous formes dobéarticles. Le premi.
dans Current Research, Technology and Education Topics in Applied Midoglyicand

Microbial Biotechnology et | e second nbéa pas encore ®t®

Article p RadomskiN., R.Moailleron, F.S.Lucas et J.CFalkinhamill (2011). Challenges in
environmental monitoring of pathogens: Case studiMytobacterium aviumA. Méndez
Vilas Eds. Badajoz Current Research, Technology and Education Topics in Applied
Microbiology and Microbial Biotechnolog@(2): 15531561 (SBN 13: 97884-614-61950).

Dans ce chapitre de livre, | 6 apesbeisamabi | it
dans | 6envi r on(ohaptre h 8§ / )Jd enspartidulievl la plus responsable de
pat hol ogi e s:M dvianz(chapird I@.arave, sont compar ®es dan
prop os er un sch®ma dichotomique de d®ci si on
surveiller ce microorganisme pathogéne déné e n v i r @m foretoe dut panel de
méthodes analytiques proposé dans la littérdtimapitre 1V8II.1 / articlep ).

Article g RadomskiN., F.Veyrier, E. Cambau, RMoilleron, L.Moulin, M.A. Behr,
F.S.Lucas (2010). New strategy forin silico identification of exclusively conserved
sequences iNycobacteriunspp. genomes

Les cibles moléculaires dktection des mycobactéries avaient été proposées sur la base
des connaissances des genmssgyrA, gyrB, hsiB5, recA rpoB, sodAet de 283, TS 16
qgui ®t ai ent et sont encore utilis®s dans de
moléculares sont soit tres sensibles mais peu spécifiques, soit tres spécifiques mais peu
sensibleqchapitre | 8l1.2 /). En conséquence, nous proposons dans cet article une nouvelle
stratégien silicod 6 i dent i f i c acornservées dxelusigement a& sem eles génomes
mycobact ®ri ens dans un objectif de d®vel oppe
et spécifiques (chapitre I811.2 / articleq ).
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[/ Travaux entrepris

I1.1/ Les défis de la survilance des pathogénes environnementauxEtude de cas
de Mycobacterium avium (publié en décembre 2010 dansCurrent Research,
Technology and Education Topics in Applied Microbiology and Microbial
Biotechnology

Challenges in Enviranental Monitoring of Pogens:
Case Study itMycobacterium avium

NicolasRadomski , RégisMoilleron', FrancoiseS. Lucas, Joseph O. Falkinham IIf

Laboratoire Eau Environnement Systémes Urbains (Leesu), UMR MAGa#ParisTech, Université Paifsst,
6-8 avenue Blaise Paal Cité Descartes, FR 77455 Champs sur Marne, France
Department of Biological Sciences, Virginia Tech,
Blacksburg, VA 24060406, USA

Monitoring pathogens whose natural habitat is the environment, requires careful consideration of a
variety of questons regarding the target organisms (species, stdpecies or ecotypes), the detection level
required and the methods to be employed (culture vs. molecular techniques). These questions, and others,
are particularly crucial for monitoring Mycobacterium aviun, an environmental opportunistic pathogen of
humans, animals, and poultry. Herein is a discussion of challenges fdvl. avium detection and
enumeration and guidance for the adaptation of clinical methods to environmental samples.

Key words: Mycobacteriumaviuny detection; enumeration; culture; PCR; environment; water; soil

If the environment is a proven source for arrompartmerg of ecosystems (30). For instance, the
infectious disease, it is necessary to develogxtremely high surface hydrophobicity &f. avium
monitoring protocols for these pathogens to perfordeads to its preferential attachment to surfaces. As a
risk analysis and estimate the impact tiie consequencayl. aviumin drinking water distribution
environmental pathogens on humans and otheystems and households is growing on pipe surfaces
susceptible hosts. For instarfdgcobacterium avium and aly present in low numbers in the bulk water
is a species belonging to the nontuberculou@7). Moreover, environmental populations of
mycobacteria (NTM), and an environmentalM. avium are highly diverse and may constitute
opportunistic pathogen that can be found in variougenetic reservoirs for virulent genotypes which have
terrestrial ancgquatic habitats (46), including drinking been yet identified (65, 83, 106). As a result, targeting
water distribution systems and household plumbingnly the population density (e.dV. avium density)
(26). M. avium detection techniques were mostlymay not be a sufficient indicator for risk analysis.
developed for clinical samples and often did not 1. Objectives
require abundance measurements (7, 8, 31, 53, 75, The monitoring of environmental pathogens
103). Developmat of techniques forM.avium requires three invariable elements: (1) a specific and
monitoring has required substantial modification o§ensitive detection tool in order to avoidstpositive
existing clinical microbiological techniques, becausand falsenegative results, (2) a quantitative tool in
the patient microbial flora represents a reduced amgder to determine the main natural sources, and (3) a
selected population pool compared to natural artgiping tool in order to track them from environment to
humanengineered vironments (5). Natural habitats susceptible hosts. Traditionallyl. avium has been
for M. avium are highly heterogeneous and carry aetected in clinical andn@ironmental samples using
high diversity of microbial specie@7, 123)which culturebased techniques; however these techniques
may interfere with the detection of NTM. As amay not be well suited for environmental samples. As
consequence, detecting and measufihgavium in M. aviumis relatively slow growing compared to other
environmental samples equires modification of microorganisms, decontamination of samples from
classical clinical laboratory protocols in order to studpatient or environmeat samples have been
its distribution and ecology and to carry out risksuccessfully developed fdvl. avium cultivation and
analysis (81). Such studies require quantitative resutgumeration (52, 75, 97, 103). However, some of
of temporal and spatial distribution in the differenthese decontamination procedures are insufficient for

environmental samples as ntarget species may be

resistant to decontaminati@md outcompet#. avium
*Correspondence: Nicolas Radomski, Universit¢ Pass on non selective media (81). Also, decontamination
Laboratoire Eau Environnement Systémes Urbains (Leesu) U results in loss of mycobacteria (53, 75, 103). Methods

MA 102-AgroParisTech, @8 avenue Blaise Pascal Cité Descartt . .
FR 77455 Champs sur Marne, France based on the polymerase chain reaction (PCR) were

email:nicolas.radomski@leesu.enpc.fr tel: +33(0)666665536  also developed for clinical samples. Although these
fax: +33(0)145171627 molecular techniquesrgvide rapid results and permit
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detection of unculturable cells (32), they are currenthappropriate tools (culture and roalture methods)
limited in that epidemiological tracing cannot befor M. avium monitoring in surface water, treatment
performed. Molecular techniques (e.g., PCR) thailant, water ditribution system, and in the household.
were developed for clinical samples may also not be 2. General considerations

adapted to envimmental samples. Several biases may Depending on the physiological, epidemiological
arise from the presence of interfering agents such asd ecological characteristics of the waterborne
organic matter and microorganisms leading to falsenicroorganisms for which environmental monitoring
negative or -positive results. For example, studies must be conducted, several araytpoints
polysaccharides and humic and fulvic acids interfemaust be taken into account before development of new
with PCR, thus equiring their removal from samplesanalytical methods or before application of previously
before DNA amplification (59, 88, 91). As the described methods. Table 1 lists these considerations,
spectrum of microorganisms may be wider and monghich may be unique to the studied waterborne
diverse in environmental than in patient samples, PORicroorganism, and which integrasémalytical points
primers for species subspecies or typespecific related to the study as the expected outcome, the
amplification reations should be highly specific. Ourfavored method, the identification level or the
goal is to propose a guideline (in the form of anvestment and analytical points related to the nature
decision tree) to help selecting and developing of the studied matrix, the presence of potential

inhibitors or the size of the sample
TABLE 1. List of general considerations for environmental waterborne microorganism monitoring

Analytical points Questions Answers
Relative to the study Outcome Detection or enumeration
Method Cultivation or norcultivation
Identification level Gerus, species, subspecies or type

Investment Time, cost

Relative to the sample Studied matrix Suspension, biofilm, soil
Sample size Volume, concentration
Interference Competitors, inhibitors, pH, salinity

2.1 Analytical points related to the study of low pH and high humic and fulvic acid content.

Concerning M. avium monitoring, studies have Moreover, the hydrophobicity NTM cell wall, favor
demonstrated that it is present in a variety of aquatibeir attachment to interfaces (water/solid surface or
environments such as surface water (5, 76, 77, 12Water/air) and hydrophobic compounds uptake (such
water distribution systems (114), hospital plumbings oil, polycyclic armatic hydrocarbons). As a
(78), spas and hot tubs (60), nail salons (118} aconsequence it seems preferable to tigclaviumin
household plumbing  (61). Consequentlypiofilms of water distribution systems and neuston of
measurement oM. avium densities is necessary tosurface water, than in bulk water. Indebdaviumis
rank these potential sources on the basis of riskble to form biofilms in water distribution system,
Specifically for M. avium and other slowly growing particularly M. avium subsphominissuis(43) in the
pathogenic mycobacteria, nenltural methods presence of G4 Mg® or Zrf* ions and glucose or
represent an l@rnative to avoid long cultivation peptone as a carbon source (18). aviumbiofilms in
times, especially molecular methods which could typérinking water distribution systems also protect cells
at the subspecies level members Mfavium in  from chlorine exposure (55, 100).
complex matrix. As th&l. aviumcomplex consists of 2.2 Analytical points related to the sample
four subspeciesavium hominissuis silvaticum and Primary consideration must be placed on estimates
paratuberculos, each with a unique ecology andof required water sample volumes and whether a
epidemiology, and genetic variability (65, 83, 106)concentration step is required for detection and
identification of major sources of each requires anumeration. ForM. avium monitoring by either
guantitative tool which could be able to distinguisttulture or molecular techniques, water sample
subspecies and type each isolate. Knowledge of thelumes can range between 0 and 1000ml, and
ecological iche of M. aviumand its subspecies maywater can be concentrated by centrifugation or
be useful to determine optimal growth conditions anfiltration (14, 36, 40, 44, 54, 60, 68, 74, 109, 110).
thus improve culture methods. The presence dihe method and sampling volume will differ
M. aviumin surface water is correlated with low pHaccording to the anticipated numlmérM. aviumcells,
level, presence of humic and fulvic acidsto the turbidity of the sample that may limit the
microaerobic conditios (40). For example, coastalfiltration step, and also to the quantity of Aangeted
southeastern United States swamps and peatlands amdroorganisms or PCR inhibitors which may
boreal forest soils of northern Europe and Nortinterfere with NTM detection using cultural methods
America yield high numbers dfl. avium (26, 71). or noncultural methods, respectily. For example,
Quite possibly, inclusion of humic and fulvic acidsM. avium cultivation from spas (hot tubs) (60) or
addition to culture mdd could stimulate and increasefootbaths (118) involved collection using swab
M. avium growth (50) and shorten the time ofsamples in biofilms (118) or centrifugation of high
detection by culture methods. Knowledge ofvater volumes (40fnl) (60). PCRbased detection of
M. aviumecology could also assist in direction of theM. avium subspecieparatuberculos (MAP) was
sampling strategy. For instance monitorMgavium conducted using centrifugation or tangentfiaiv-
in watersheds should giveigrity to waters and soils filtration of high sample volume from untreated water
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(1 liter) and from sewage treatment effluent (10 liter)Concerning M. avium detection, isolation, or

or very high volume (100 liter) from surface waterenumeration, the spiking procedure is usually
(76, 77, 121), because of theriahility of numbers of performed with a reference strain which is cultivated
MAP in each type of sample. As emphasized abovi nutrientrich laboratory medium before being added
the sampling volume of molecular methods is alsmto the sample (14, 810%). Firstly, even if several
conditioned by the DNA extraction method to removeeference strains are used, it can never be
PCR inhibitors (45, 80). The presence of suspendeepresentative of alM. avium subspecies or types or
matter may also determine thehoice of the mycobacteria (46). Secondly, the physiologic state of
concentration method, as a filter may rapidly bearget or nortarget microorganisms from nutrienith
obstructed by particles (81)in addition, it is known laboratorymedia into environmental samples is
that Mycobacteriumspecies are present outside butonsiderably different from the state of those targets in
also inside the soil aggregates (62). ConsequentBnvironment. The targeted NTM from environment
isolation of mycobacteria from ga@equires the use of are likely more resistant toward isolation procedures
pretreatment of the sample, which could bdthat include disinfectants or antibiotics), than the
homogenized using for example a blender or sonicatspiked refeence strain cells, and only a substantial
(62) before DNA extraction or decontaminationpart of the microbial community of environment is
procedures. Most of the time, Bt aviumisolation, constituted of viable but nonculturable (VBNC)
NTM isolation from water is perfornde using microorganism (58). Thirdly, without knowing the
concentration procedure prior the decontaminatiorecovery rate of the isolation methods, targeted
procedure (40, 54, 60, 81, 109, 110), and seldomicroorganisms areften spiked into the sample using
posterior (36). Consequently, a future harmonizatiohigh level of cells in order to be able to compare
of sampling volume and concentration method imethods to each other, which does not reflect the low
necessary in order to be able to compare residlts numbers of environmental harmful microorganisms.
different studies. The choice and improvement of 4. Adaptation of clinical laboratory techniques
detection methods should also take in consideration to environmental monitoring

the presence of potential competitors and inhibitors in  The different problems which must be resolved in

the sample. order to adapt cultural or molecular clinical laboratory
3. Testing methods techniques, to environmental monitoring of

3.1 Recovery rate of the targeted microorganism pathogenic microorganisms are listed in Table 2.

or its DNA 4.1 Case Study: Adaptation of cultural

Both culture and molecular methods are dependetdgchniques forM. avium
upon high percent recovery of the target. In fact, The mycobacteriajrowth media (14, 44, 68), as
sampling volume is conditioned by the recovery rateéwensteinJensen (LJ), Ogawa egg yolk medium
of the targeted organisms, which is closely related {®EY), Ogawa medium ofloxacin ethambutol (OEOE)
efficiency of the applied method. Because it isyeit and Middlebrook medium (7H10 or 7H11), were
possible to know with certainty the number of anygleveloped for the cultivation of Mycobacterium
pathogen in an environmental samples (81), recovemyberculosis from clinical samples. The media
rate of both culture and molecular methods cannot lmemposition is directed by the nutritional requirements
evaluated directly. However, parallel studies obf M. tuberculosis not other mycobacteria. As a
M. avium isolation methods using different rhetls consequence, those standard mycobacterial media do
does allow identification of superior methods based amot provide ogtmal growth of mycobacteria that are
either number ofM. avium or spectrum of types. not members of thél. tuberculosisgroup. Further,
Further, isolation methods from water or soil samplesome of the constituents are there to neutralize the
can be compared by measurement of the number dgcontaminants used to process sputum; for example
nontarget contaminants (44, 68). Hdr avium and oxalic acid and cetylpyridinium chloride to kill other
other mycobacteria, reducing the number obacteriaand mucolytic agents to break up sputum.
competitors, able to outgrow and cover myadbdal However the decontaminating agents used to process
colonies, is importantOne way around this dilemma sputum are inadequate for decontamination of
is to inoculate environmental samples in order tenvironmental samples due, in part, to the great
compare the efficiencies of isolation methods. eOndiversity of microorganisms in environmental samples
can measure the survival frequency of target and7, 123) Renoval of interfering microorganisms is a
contaminant cells exposed to chemical disinfectantsitical point of M.avium isolation from
(14), measure the isolation frequency of target arghvironmental samples because the target
nontarget microorganisms (105), or independentlgoncentration level isvery low. Consequently,
measure recovery of target and interferingelective M. avium isolation methods (i.e. ability to
microorganisms (81) after artificial inoculation of theisolate the targeted microorgam avoiding
sample. interfering microorganism growth) must be improved,
3.2 Models based on spiking and growing for example by antibiotics supplementation in the

When assessing the recovery of a particulanedia (20, 81, 101). But it is important to be careful
pathogen using either a culturer moleculasbased with the choice of antibiotics, because certain can be
methods for detection, isolation or enumeration biiarmful for the target (81). Moreover, selectivity of
spiking a sample, an important consideration is thdae media could be improved optimizing pH, nutrient
physiological stateof the added microbial cells. concentration, C@and oxygen level that will be more
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TABLE 2. List of the problems for adapting clinical laboratory techniques according to the method type

Method Adaptationproblems

- Selectivity of the media used to isolated microorganisms from clinical samples is not adapted to the envirc
samples, which contain a wider diversity of microorganisms.

- Efficiencies of decontamination procedures useddiais microorganisms in clinical samples are low for the
treatment of environmental samples, which contain higher densities and diversity of resistang&on
microorganisms.

- Specificity and sensitivity towards targets of clinical huets are not adapted to the environmental samples,
because they are checked, most of the time, using microorganisms only isolated from human cases.

- DNA extraction protocols, which were developed to treat medical samples, do not take into account of the
environmental PCR inhibitors.

Cultivation

Non-cultivation

adapted toM. avium growth. Using media which population can form a colony. However, that is not
contain low concentrations of nutrients (including the@ecessarily the case; witness the number of reports of
carbon source) and using extracellular factors such ¥BNC microorganisms (32, 58, 93). Further, as
resuscitation promoting factor (Rpf), may be a goodulture conditions for a substantial proportiarf
strategy forresuscitation of nonculturable dormantmicroorganisms in a population have not been
cells and thus improve the cultivation of mycobacteriaentified, it would follow that molecular methods

from environmental samples (95). would be superior as potentially all microorganisms
4.2 Case Study: Adaptation of noncultural could be detected, identified, and enumerated.
techniques forM. avium 5. Culture or non-culture methods?

The specificity (i.e. the proportion of true Tables 3 and 4 sum theadvantages and
negatives that ar correctly identified by the test) is disadvantages of cultural and romltural methods.
measured using strain collections of #target These tables could serve as a guide for selecting a
microorganisms (negative control) (6, 49, 108, 125)nethod for monitoring an environmental pathogen.
The sensitivity (i.e. the proportion of true positives.1 Culture methods
that are correctly identified by the test) of molecular As shows in Table 1, the main advantage of
mettods is tested using populations of targetultural methods resides their low cost and the
microorganisms (positive control) (6, 49, 108, 125)ability to extend the investigation to including
Consequently, specificity and sensitivity (as define@entification, physiology profiling, or genetic
above) of a molecular method originally developed foanalyses.  ForM. avium , identification can be
clinical samples must be checked before application performed by cultural and biochemical analy4i87),
environmental samples. More precisely, as theanalysis of mycobacterial (mglic acids by high
spectrum of environmental microorganisms may bperformance liquid chromatography (HPL@9-13,
different than that found in clinical samples,22, 23, 34, 84, 86, 99, 104), or multilocus sequencing
measurements of specificity and sensitivity shouldnalysis (MLSA) of genes such as, gyrA, gyrB,
include environmental strains and not only clinicahsgB5, recA, rpoB, sodA or the 16S23S internal
strains. Moreover, the specificity and sensitivity of transcribed spacer (2, 33). Isatat of M. avium
molecular methods should not be evaluated only usimplonies allows analysis of such physiologic
in silico analysis, but should always be confirmiad characteristics as growth requirements (e.g.,
vitro using target and netarget strains (24, 31, 63, auxotrophy, iron) and growth conditions (e.g.,
69, 71). response of growth to different oxygen

Sensitivity, as defined above for draggtic tests, concentrations) (16). Genetic analysis has led to
should not be confused with the limit of detectiorknowledge of NTM complete genomes (e.qg.
(LOD) of a particular molecular method. Contrary taV. abscessys M. avium M. gilvum M. marinum
environmental samples whose volume can bEl. smegmatisM. ulcerans M. vanbaaleni) (57, 87,
modulated, the LOD of neaultural methods applied 102). In order to carry out molecular epidemiology
to clinical samples must be taken into acdouBut, as studies and librargependant source tracking, several
clinical samples, the yield of DNA extraction fromclinical and environmeal NTM isolates can be now
environmental samples must be high enough in ordéngerprinted. Indeed, the typing methods of NTM
to avoid falsenegative results. Moreover, asstrains were recently reviewed (4). Tod&y, avium
emphasized previously, DNA extraction method musind other slow growing NTM such a&4. kansasij
be able to remove PCR inhibitors from envimental M. xenopj M. malmoense M. haemophilum and
samples. Although different DNA extractionM. ulcerans and rapid growing mybacteria as
procedures have been developed for detection bt. fortuitum M. abscessusand M. chelonaecan be
enumeration of M.avium (17, 45) or other characterized using serotyping, biotyping, mldtus
microorganisms from environmental samples (42, 66gnzyme electrophoresis (MLEE), plasmid profiling,
their effectiveness in removal of PCR inhibitors haveepetitive sequence typing rep-PCR), arbitrary
not beenassessed against a wide variety of sampf@imed PCR (AFPCR), pulsed field gel
types (17, 42, 45, 66). Concerning the LOD, colonglectrophoresis (PFGE), and insertion sequence
counts are used as t he Trestficéon Fagroeat lemgth pdlgmorphism §R-l&Ph d ar d 0
determining the limit of detection of namltural (4). Nevertheless, as shown in Table 3, the choice of
methods for detection or enumeration. That referencealtural methods poses several problems. Althoug
is based on the assumption that every viable cell in a
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TABLE 3. Advantages and disadvantages of cultivatimthods

Advantages Disadvantages
Identification Choice of media
Physiological analysis Choice of culture conditions
Genetic analysis Growth of interfering microorganisms
Fingerprinting Fast growing organisms are favored
Inexpensive, no special equipnt required Time consuming

Bias of viable but non cultivable targets

the media and the culture conditions M avium amplifying mRNA usingreverse transcriptase PCR
appear to generally involve either primary plating ofRT-PCR or RTgPCR). However, RRPCR methods
either Léwenstewdensen or Middlebrook agar mediaare difficult to implement due to the instability of
not all M. aviumcoloniescan be detected. Principally, RNA (94). Recently, thidium monoazide bromide
the virulent transparent colony types are almogEMA) was proposed in order to diffettéate viable of
invisible on Lowensteidensen medium. Although anonviable cells in environmental samples from
temperature of 30°C can be used for growth, that iBastewater treatment samples. EMA is a DNA/RNA
below the optimal temperature of growth for mosintercalating dye that enters in cells with damaged
mycobacterial speciemydludingM. avium However, membranes and covalently binds to DNA upon
higher temperatures exclude recovery of a number photoactivation which avoid other molecular

pathogens; for example, Mycobacterium applications as PCR (72). This approach is of
haemophilumand Mycobacterium marinum growing interest, but optimum conditions must still be
5.2 Non-cultural methods determined for each sample due to sample matrix

As in other fields of the microbiology, advances ireffects (32). Moreover, and this analytical bias is
molecular biology fo 20 years have increasedseldom taken into account, PCR reactions can also be
considerably the knowledge of mycobacteriology (98)nhibited by high DNA concentrations. Indeed, ia
As shown in Table 4, necultural methods are of clinical samples, reactions for molecular detection or
great interest because these high throughput methadsimeration developed for environmental samples,
allow to detection of unculturable microorganisms andcequire dilution of the samples if the total extracted
are less tim&onsuning, particularly for NTM which DNA inhibits the PCR reaction. Such cases deereas
grow very slowly. Moreover, contrary to the culturalthe detectable quantities of the targets, and can lead to
methods, the nenultural methods are able to detecfault negative results.
specifically a target without other complementary If a NTM quantitative method is based on
investigations as identification, which saves also 46SrRNA analysis, a bias can occur due to the copy
considerable mount of time. The majority of number of 168RNA operons (6, 24, 31, 63, 69, 125).
mycobacterial detection methods are based on PQGRith the exception of theapidly growing species
(49, 63), PCR and probe hydrolysis (31), sandwickl. chelonagM. abscessuandM. alvei which contain
hybridization (69), reatime PCR (24, 108), PCR andone copy of 163RNA (64, 87), and the slowly
dot blot (6, 125) and target the 168NA gene (6, 24, growing speciesM. terrae and M. celatum which
31, 63, 69, 125pr genes such apoB (49) orhsg5 contain two copies of 168 RNA (70, 85), the other
(108). Recently, some studies describe methods tapid and slow growing mycobacteri(including
detect and fingerprint mycobacterial assemblaged. aviun), already studied, contain generally two and
using denaturing gradient gel electrophoresis (DGGEne copy of 168RNA, respectively. Consequently,
and targeting the 168&RNA gene (56, 71, 79, 111 the use of a mycobacterial strain DNA containing one
113). Neverthelss, no study has managed to comparg6SrRNA copy as standard, could overvalue a sample
specificity, sensitivity, and limit of detection of theseconstituted of fast growing NTM ontaining two
methods which target different genes and alsb6SrRNA copies, and in reverse, the use of strain
different loci in these genes. DNA containing two 163RNA copies, could

A clear advantage of neculture methods is their undervalue a sample mainly constituted of slow
ability to detect VBNC. Unfortunaty, norrcultural growing cells containing one 16BNA copy. The
methods can amplify extracellular DNA and do nosame problem occurs when the insertion sequences are
differentiate viable microorganisms from neiable used for measurement. For example, insertion
microorganisms. Indeed, DNA persists a relativelgequence 190, which is considered specific for MAP
long time after cell death, and consequently moleculér6, 77) has 17 repeats in the reference genome of
methods have been developedi&tect viable cells by MAP strain K10 (57). However, the copy number

TABLE 4. Advantages and disadvantages of-nohivation methods

Advantages Disadvantages

Rapid Inhibition of amplification by PCR inhibitors
High throughput methods (many samples can be analyzed simultaneot  Inhibition of amplification by high DNA concentration
Bias of quantitative methods based on genes witf
variable number of copies
No bias of viable but non cultivable targets Bias of nonviable targets and extracellular DNA
Bias due to differential efficiency among spe@é® NA
extraction and PCR amplification
Expensive chemicals and equipment

Specifically identification of the targetgithout any other invertigations
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ranges between 120 times in other MAP strains (21, from the studied matrix,ral avoiding targets whose
73). Consequently, retime gPCR methods targetingcopy number is variable. Concerning cultural
the insertion sequence 980 can be used to detectmethods applied to environmental samples,
MAP (17), but not teenumerate these subspecies (73)quantitative tools could be developed using new
6. Mycobacteria monitoring guideline inhibitors  of interfering microorganisms and
The possibilities for M. avium monitoring in  stimulating NTM growth based on better knowledge
environmental water are summed up in Figure 1. W& their physiology and ecology. Typing methods of
do not propose an ideal method, but a tool bothe isolated NTM could be developed for NTM
containing several methods which can beedusn species which cannot be currently characterized (4).
combination depending upon the objective of th&his decision tree of the adequate analytical strategy
exercise and the anti ci pante applied tooebviremmental monltonnd efeother A wh a
is our purpose?0 i s t hewaterborns pathagens, Hut alsw o maritdr BTV thatu s t b
asked. This question will condition the choice of thean be useful for bioremediation and biotechnology
analytical tools that can be used indegently or in purpose. For instance NTM species (nhot pathogenic
combination.  Currently, ad. avium typing and and also pathogenic ones) are known to degrade
source tracking still requires the isolation of strainggecalcitrant organic pollutants such as polycyclic
non-cultural typing methods must also be developedronatic hydrocarbons (PAH) and other xenobiotic
Developments of cultural and naoltural methods molecules (19, 35, 38, 48, 51, 89, 92, 96, 122). The
must be checketh vitro and not aly in silico, and methods developed for pathogenic NTM monitoring
must take into account of sensitivity (i.e. ability to notn environment could be used for PAH degrader
detect the nomargeted microorganisms) andmining and monitoring in polluted environment or in
specificity (i.e. ability to detect all type of targetedbioreactors
microorganisms), using strain collections isolated

| Environmental samples |
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FIG. 1. Decision tree showing current possibilities (full lines) and future challenges (dotted lines) for environmentariveater
mycobacteria monitoring. Rectangles, circles and rhombuses correspond to the goals, to the questions which mustcheaadsavehe
actions which must be conducted, respectively. PCR corresponds to polymerase chain reaction
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.2/ Nouv el | e strat ®gi én siticé idd esaquendes canseivaes
exclusivement dans les génomes tiycobacteriumspp.

New strategy fom silico identification of exclusively conserved sequences
in Mycobacteriunspp. genomes

NicolasRadomski*, Frédért Veyrier’, Emmanuellé&Cambad, RégisMoilleron®,
LaurentMoulin®, MarcelA. Beh?,
FrancoiseS. Lucas

Université ParisEst, Laboratoire Eau Environnement Systemes Urbaiess{l) UMR MA 102AgroParisTech,
6-8 avenue Blaise Pasdaité Descartes, FR 738 Champs sur Marne, Franckstitut Pasteur, 288 rue
du Docteur Roux, FR 75015 Paris, Frénéd® -HP, Laboratoire associé du Centre natiateatéférence
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Since appearance of molecular biogy, several studies proposed specific molecular targets based on
knowledge of sequencing analysis of housekeeping genes,-funrctional RNA, and structural ribosomal
RNAs. Concerning Mycobacteriumspp detection, this situation led to developments of tgets presenting
either a high specificity but a low sensitivity, or conversely a high specificity but a low specificity. Today,
we have more and more access to whole sequenced genomes thanks to recent appearance on high speed
sequencing based on pyrosequeimg methods, and new softwares were developed in order to compare
these whole genomes. Consequently, we have used these tools and proposed a new strategy $oico
comparison of genomes allowing selection of exclusively conserved proteins Nfycobacteium spp.
genomes, and design sensitive and specific molecular targets at the same time. Among the 3989 predicted
proteins from M. tuberculosisH37Rv, only 11 proteins showed between 80% and 100% of similarity with
Mycobacteriumspp. genomes, and less thab0% of similarity with closely related genomes of
Corynebacterium Nocardia and Rhodococcusgenera. Based on DNA sequence alignments of this 11
potential targets, it was possible to design primers and probe in order to detect ATP synthase subunits C
which seems exclusively conserved iWycobacteriumspp. genome. Our results showed that this new
strategy of molecular target design might be applied on other genera.

Key words: Mycobacteria genomes; conserved proteins; molecular tangeifico analysis

Mycobacteriumgenus is constituted of severalsequence polymorphism could be used in order to
pathogenic  species, including  species  oflentify mycobacteria species by multilocus locus
Mycobacterium  tuberculosis complex (MTC) sequence analysis (1, 10), and proposed to target
responsible of tuberculosis (i.eM. tuberculosis different loci of the 168RNA (2, 6, 8, 16, 121, 23,

M. africanum M. bovis M. canettii, M. caprag  31-33, 36), or housekeeping genesggsB (7), rpoB

M. microti and M. pinnipedi), M.leprae and (15), and hsp5 (30), in order to detect
M. lepremurium species responsible of leprosy, andvlycobacteriumgenus. Nevertheless, a recent study
nontuberculous mycobacteria (NTM), which arecomparing several primers used for mycobacterial
potentially pathogenic species causingletection or identification, emphasid that most of
mycobacteriosis (14). Nevertheless, detection dhese primers present either a high specificity (i.e. the
mycobacteria by bacteriological tools is difficultproportion of true negatives that are correctly
becase other microorganisms overgrow NTMidentified by the test) but a low sensitivity (i.e. the
colonies (24), and identification based on metaboliproportion of true positives that are correctly
criteria do not allow to properly identify identified by the test), oranversely a high specificity
mycobacterial species and ssjpecies. Consequently, but a low specificity (25). Indeed, some of these
molecular tools were developed using knowledge afetections tools based on PCR reactions do not allow
rrs, gyrA, gyrB, hsps5, recA rpoB, sodAgenes and to detect some mycobacterial species, and the other
16S23S internal transcribed spacer (ITS), whosdetect closely related genera (25) included in

Corynebacterium Nocardiag Rhodococcus
Mycobacterium(CNM) group (13).
*Correspondence: Nicolas Radomski, Université PEss Consequentlynew strategies must be developed in

Laboratoire Eau Environnement Systémes Urbains (Leesu) U order to designMycobacteriumgenus targets and
MA 102-AgroParisTech, @ avenue Blaise Pascal Cité Descartt gchieve high levels of specificity and sensitivity.
FR 77455 Champs sur Marne, France .

email: nicolas.radomski@leesu.enpc.fr  tel: +33(0)666665536 _However’ a_s new myCObaCte”al sequences are added
fax: +33(0)145171627 into gendéic databases, our knowledge of
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mycobacterial genomes is increasing and this me DNA sequences of DNA database of

he|p to design new primers and probes that will b ”targctccl genomes non targeted genomes

bOth specific and Sensitive (positive database sequences) (negative database sequences)
Recently genomes of several mycobacteric - — - 5

species have been completely sequenced. Since wh filits) Jye T

(query sequences)

sequencing of the first mycobacteria in 1998 (4) b
Sanger sequencing method. tuberculosisH37Rv),
mycobacterial sequenced genome number has higt
increased thanks to increase of sequencing capac
and appearance of high speed sequencing based
pyroequencing method (22). Today, GenBank dat
base gives access to whole genomes of seven ot
strains of the MTC Nl tuberculosis and M. bovis
species), two strains &fl. leprag and eleven species
and subspecies of NTMM. abscessysM. avium
M. avium sulsp.paratuberculosis M. gilvum,
M. marinum M. smegmatisM. sp.JLS, M. sp.KMS,

M. sp.MCS, M. ulcerans M. vanbaalenij (17, 27,
28). Moreover, three whole genomes of other NTN
species were sequenced and are currently assemt
(M. intracellulare, M. kansasij M. parascrofulaceum
This increasing number of completely sequence
mycobacterial genomes lead to the development of tl Y.
MprHIt software, WhICh aIIowgd to compa_re proteins “g; 1.Strategy used to identify sensitive and specific targets in
of different mycobacteria species, and which alloweglycobacteriunspp. whole genomes based on MycoHit software.
to describe the harontal gene transfer during the

stepwise genesis of M. tuberculosis (34) This Mycobacterial genome database In order to performed
) ) mparisons of mycobacterial genomes wil. tuberculosis

. . ¢
software was originally developgd to detect honzont‘#;?Rv genome using MycoHit software, sequences were obtained
gene transfers and mutations among wholg NCBIweb site bitp:/www.nchi.nim.nih.goyusing the accession
mycobacterial genomes (34). However, MycoHinumbers:M. abscessuaTCC 19977 (CU458894), M. avium 104

should also be useful for develoginew primers and (CP000479.1), ~ M.avium  subspparatuberculosis K10
0 p AE016958.1), M. bovis subspbovis AF2122/97 (BX248333.1),

_probes for mycobacter!a_ detection and quantificatio _givum PYR-GCK (CP000656.1)\. marinumM (CP000854.1),
in environmental and clinical samples. M. smegmatisMC2 155 (CP000480.1)M. sp. JLS (CP000580.1),
In this paper, we explored the usefulness of thig.sp. KMS (CP000518.1), M.sp. MCS (CP000384.1),

new tool for describing sensitive and specific tar eﬂé. tuberculosisCDC1551 (AE090516.2)M.tuberculosisH37Ra
9 P 9 P000611.1), M.tuberculosis H37Rv  (AL123456.2),

of Mycobacteriunspp.. We comparedin silico " herculosis KZN 1435 (CP001658.1),M. ulcerans Agy99
proteins of whole mycobacterial genomes with thosgpo00325.1), and. vanbaaleniiPYR-1 (CP000511.1). In order
of non mycobacterial genomes using the MycoHito not lose data during genome comparisons performed by MycoHit
software, in order to find conserved sequences amogfjiware. we have chosen to ignore the genomesfdéprae

bacteria that il t b h d ith 923 (FM211192.1),M. leprae TN (AL450380.1), because
mycobacteria at will no € Shared wi AON umber of their coding proteins is much lower compared to other

mycobacterial species. This strategy should b@ycobacterial species (e.g. 1604 coding proteinsMirleprae
promisirg for primers and probes development. Br4923 or 1605 coding proteins M. leprae TN, against 6716
coding proteis inM. smegmatisMC2 155) (4, 9, 17, 27, 28). In the
same goal, genomes ofM.bovisBCG Pasteut173P2
MATERIALS and METHODS (AM408590.1) andM. bovisBCG Tokyo172 (AP010918.1) were
also not taken into account, because these vicinal genomes present
In silico comparison strategy In order to detect mutations (18). Moreover, egomes of M. intracellulare
M. tuberculosisgenes, presenting homologue genes in the othgxTCC 13950 (ABINO0000000), M. kansasii ATCC 12478
mycobacterial genomes, and not presenting homologue genes in {A€BVv00000000) and M. parascrofulaceum BAA-614
norrmycobacteriggenomes, we used the MycoHit software versioADNV00000000) were not used also during MycoHit proceeding,
14.17 (http:/iwww.molepi.mcgill.ca and performed an alignment because their genomes were still not assembled at the moment we
search with Stand Alone tblastn algorithm as previously describgskrformed the first screening step of our analysis. Nevertheless,
(34). Based on the 3989 predictecbteins fromM. tuberculosis these genomes oM. leprag M. bovisBCG, M. intracellulare,
H37Rv, corresponding to the query sequences used in order Nb kansasiiand M. parascrofulaceunwere used during alignment
search for matches in the genomic DNA of other organisms (Fig. 19f sequences from the more conserved proteins in mycobacterial
a matrix of 107703 scores (3989 protein sequences blasted agaigehomes.
12 non mycobacterial genomes arirycobacteria genomes) was Non-mycobacterial genome database We selected non
obtained. As previously described (34) and according to NCBhycobacterial genomes of species from the CNM group using the
procedures (35), expected value was set"atRollowing sequence following accession numbersC. aurimucosum ATCC 700975
comparisons, the MycoHit software allowed to sort score$CP001601.1), C.diphtheriae NCTC13129 (BX248353.1),
according to similarity requests which weperformed on the one C. efficiens YS-314 (BA000035.2),C. glutamicum ATCC 13032
hand toward mycobacterial genomes, and on the other toward nqBX927147.1),C. jeikeium K411 (NC_007164)C. kroppenstedtii
mycobacterial genomes (Fig. 1). A protein list of the referenc®SM 44385 (CP001620.1), C.urealyticum  DSM 7109
target, which can be downloaded from NCBI web sitq(AM942444.1), N.farcinica IFM 10152 (AP006618.1),
(http://wvwwncbi.nlm.nih.goy, allowed identification of the Nocardioidessp. JS614 (CP000509.1)R.erythropolis PR4
conserved mycobacterial proteins presenting no homology in ngAP008957.1) R.jostii RHA1 (CP000431.1), andR.opacus B4
mycobacterial genomes (Fig). (AP011115.1).

similarity of query
sequences with

negative database

sequences
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sorting of
references proteins
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similarity with
positive database
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sequences with

positive database

sequences
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A 8

sorting of
references proteins
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negative database
sequences

sequences

AN

protein list
of a reference target

identification of
non conserved
proteins in non
targeted genomes

identification of
conserved proteins
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Primer pairs and probes design In order to check the a e
homology of the selected mycobacterial sequences, the protein & — ""‘-u-ﬁ__‘__
DNA sequences of these selected proteins were aligned using - // L r ”] g TTT—
ClustalW multiple alignment of the BioEdit software 7.0.9.0 with 000 /’ /] 1 ]]"L»-‘__‘___
1000 bootstraps (12). Primer pairs and probes were design from 1 i /l ] —
best fitted gene sequences (after protein screening and selection) 2300 o ] —
visual analysis and using the Beacon Designer software ver§ion 7 = & — i T
(Premier Biosoft International, Palo Alto, Calif.). 2 2000 /// - ]]
H —
g 1500 +—
RESULTS and DISCUSSION £ " l
e 1000 +
=
Mycobacterial genes commonly used for 06 4
detection and/or identification. Without speaking of - I
rrs gene and ITS which refer to a piece of fnon 0 <988 6%
functional RNA and to a structuralbnsomal RNAs, T Wi

our results showed that most of the genes commor
used for mycobacterial species identification, code fc
proteins which are conserved in mycobacteric A minimum
genomes, but which present alsO  SIMila frected sencomes (o6)
conformations in nomycobacterial genomes. Indge
protein similarity levels of these genes, in comparisa
with M. tuberculosisH37Rv genome, were important
for the other studietlycobacteriunspp. (96£2% for
gyrA, 94+5% for gyrB, 79+5% for groEL1 and
93+4% for groEL2 corresponding tdisB5, 99+1%
for recA, 96x2% forrpoB, 81+33% forsodA), and
also for the studied nemycobacterial
microorganisms (86+5% fogyrA, 85+5% for gyrB,
89+3% for groEL1 and 96+2% for groEL2
corresponding tdsB5, 94+3% forrecA, 88+4% for
rpoB, 69+22% forsodA). Consequentlyas previously
described (1, 10), our results confirmed tlggtA,
gyrB, hsp5, recA rpoB, and sodA genes are
appropriate in order to identifilycobacteriunspp.,
but emphasized also that their high similarities witl
nonmycobacterial genera, make specificget design
delicate. These results are in accordance with tl
previous observations that the molecular targets whic similarity with proteins similarity with proteines
were deSigned based oyrB (7)’ rpoB (15) or hsrﬁS cftaélggedzgﬂ_tro;:;sl (ZZ; and partial re| re‘::;:al;;ttzg)gg‘o?t:;(%r)otein
(30) gene§’_ had low -SpeCIfICIty (_ZEHrospecnon for number ofMycobacterium t?iberculospi537Rv genome, accorging
most specific targets in mybacterial genomes seemsto their similarities with proteins of targeted mycobacterialogees
consequently necessary in order to improve currefM.tuberculosis ~ H37Ra,  M.tuberculosis ~ CDC1551,

detection tools based on proteins and/or DNA. M. tuberculosis KZN 1435, M. bovis AF2122/97, M. ulcerans
Agy99, M. marinumM, M. avium 104, M. paratuberculosisK10;

_ Selection of the exclusively conserved proteins \,“syeqmatisMC2 155, M. abscessusATCC 19977, M. gilvum
in Mycobacteriumspp. genomesAmong the 3989 pyGGCK, M.vanbaalenii PYR-1, M.sp.JLS, M.sp.KMS,
predicted proteins ofl. tuberculosisH37Rv genome M.sp.MCS), and proteins of netargeted genomes including

Fig. 2a), about 54.6% (i.e. 2177 proteins resefi ecies ofCorynebacterium Nocardia and Rhodococcusgenera
( 9 ) ( P ) P (E,.aurimucosum ATCC 700975, C.diphteriae NCTC 13129,

protein similarities higher than 50% with the Otheé.eﬁiciens YS-314, C.glutamicum ATCC 13032, C.jeikeium
studied mycobacterial genomes, and only 6.8% @f11, C.kroppenstedtiDSM 44385, C. urealyticum DSM 7109,
these hypothetical conserved mycobacterial proteim&farcinica IFM 10152, Nocardioidessp. JS614, R. erythropolis
(150 proteins) present similarities lowétan 50% PR4.R.jostii RHAL, R.opacusB4).

with the studied nomycobacterial genomes.

Consequently, almost half &fl. tuberculosisH37Rv of candidate proteins by restricting theanel of

predicted proteins are potentially present in thgtudied proteins to those exclusively conserved in

genomes of CNM group members'. MycqbaCte”%ycobacterial genomes, focusing bh tuberculosis
species belong to the Actinobacteria which ma 37Rv proteins with high similarity levels in

explain thepresence of shared proteins with high G+ tomparison with other mycobacterial genomes, and a

ntent n rial ies. Moreover : : X
content ormycobacterial  species OrEOVET 4y similarity levels in comparison with nen

hqrizontal gene t.ransfer.s from different bac.te”%ycobacterial genomes. To sum up, among the 3989
gﬁ:é%coggissem N(I)réarc;gl Oz;n d\g?rtgr’tomescpees(:'a"ypredicted proteins of. tuberculosisH37Rv genome
were previougly/ consided pto have hgppe)r/] inp';he(Fig‘ 2a), we selec’;ec_j 1.1 pr(_)teins ShOW"_‘Q between
Mycobacteriagenus coming (9, 27, 34) 80% and 100% of similarity witMycobacteriunspp.
y « 9. 2l ' genomes, and less than 50% of similarity with
genomes ofhe other CNM group genera (Fig. 2b).

simillarity with proteins
ofnon targeted genomes (%)

Protein number

Consequently, we choose to decrease the number
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TABLE 1. Similarity (%) of the most conserved mycobacterial proteifdyioobacteriunsp.,Corynebacteriunsp, Nocardiasp.and
Rhodococcusp. genomes, in comparison with tuberculosisH37Rv genome.

protein locugH37Rv genome) Rv1305 Rv0236A Rv0197 Rv2172c Rv0287 Rv0288 Rv3019c Rv0285 Rv3022c Rv1304 Rv3392c

protein length (pb) 81 57 762 301 97 96 96 102 81 250 287
gene or protein name atpE - - IppM esxG esxH esxR PES PPE48  atpB cmaAl
M. tuberculosisH37Ra 100 100 99 100 100 100 100 100 100 100 100
M. tuberculosisCDC1551 100 100 99 100 100 100 100 100 100 100 929
M. tuberculosikKZN 1435 100 100 99 100 100 100 100 100 100 100 100
M. bovisAF2122/97 100 100 99 100 100 100 100 100 98 100 100
M. ulceransAgy99 100 96 86 90 96 92 93 93 83 96 87
M. marinumM 100 98 90 91 96 89 94 93 82 97 88
M. avium104 96 96 91 91 91 89 91 92 83 93 82
M. paratuberculosi&k10 96 96 91 91 91 89 91 92 85 92 82
M. smegmati$1C2 155 93 91 85 83 87 85 85 87 82 84 86
M. abscessusTCC 19977 98 85 85 82 81 81 80 82 81 85 82
M. gilvumPYR-GCK 100 91 85 86 88 88 85 85 80 83 81
M. vanbaaleniiPYR-1 93 91 85 87 89 85 83 82 83 84 81
M. sp. JLS 100 91 85 86 87 86 86 82 82 89 92
M. sp. KMS 100 91 86 86 88 86 86 82 82 89 91
M. sp. MCS 100 91 86 86 88 86 86 82 82 89 91
C. aurimucosunATCC 700975 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 46
C.diphteriaeNCTC 13129 0 0 0 0 0 0 0 0 0 43 0
C. efficiensYS-314 0 0 42 0 0 0 0 0 0 0 0
C. glutamicumATCC 13032 0 0 42 0 0 0 0 0 0 0 47
C. jeikeiumK411 0 0 0 0 0 0 0 0 0 45 0
C. kroppenstedtiDSM 44385 0 0 0 0 0 0 0 0 0 41 a7
C. urealyticumDSM 7109 0 0 38 0 0 0 0 0 0 44 41
Nocardioidessp.JS614 0 0 40 0 0 0 0 0 0 46 46
N. farcinicalFM 10152 0 0 42 0 0 0 0 0 0 0 44
R.erythropolisPR4 0 0 42 0 0 0 0 0 0 42 48
R.jostii RHA1 0 0 44 0 0 0 0 0 0 41 49
R.opacusB4 0 0 44 0 0 0 0 0 0 41 50

Candidate proteins selected iWl. tuberculosis ACSGAGATGAAGAACGGBGTRAA3 6
H37Rv genome (Table 1), are the subunits C (locdm=68°C) which could be hydrolyzed by the reverse
Rv1305) and A (locus Rv1304) of the ATP synthas@ r i me r s-AAGGCBAGGTTGATRAAGTA-3 6
the cyclopropane mycali acid synthase (CMAS) (Tm=56°C, 162 p ) or - 506
coded by themaAl gene inM. tuberculosisH37Rv  CGAAGACGAACARSGCCAT3 6 (Tm=59AC,
(locus Rv3392c), hypothetical PE or PPE family182bp). We propose to chedk vitro specificity and
proteins (loci Rv0285 and Rv3022c), proteins codesensitivityfollowing Radomski et al. protocol (25), in
by esxgenesesxG esxHand esxRin M. tuberculosis order to detect ATP synthase subunit C which seems
H37Rv  (loci Rv0287, Rv0288, Rv30&9 exclusively conserved iklycobacteriunspp. genome.
respectively), and proteins such as a lipoproteiti in vitro specificity and sensitivity are in accordance
coding by IppM gene (locus Rv2172c), anwith ourin silicoresults, our strategy of targe¢sign
oxidoreductase (locus Rv0197), and a small secretbdsed on MycoHit software (Fig. 1) might be applied
protein (locus Rv0236A). on other microorganism clusters.

Checking of the homology of the conserved The remaining 8 proteins that were selected,
mycobacterial protein. Among the 11 selected namely ATP synthase subunit A, CMAS coded by the
mycobacterial proteins, protein alignments revealecimaAl gene, lipoprotein coding dgpM gene, as well
that the ATP synthase subunits C (locus Rv1305), tlees PE, PPE and gieins coded byesx genesesxG
oxidoreductase (locus Rv0197), and the small secretedxHandesxR were highly conserved in MTC species
protein (locus Rv0236A), are the less polymorphoulsut very polymorphous in  NTM  species
among NTM species (Table 1 and Supplementa§Gupplementary material 1), which would not allow
material 1) and thus seem very promising for primemesign of specific mycobacterial PCR primer pairs
and probes design. DNA sequence alignment of thmsed on DNA sequence alignmentsit@not shown).
oxidoreductase and of the small secreted protein diddeed, PE and PPE family proteins represent about
not allow design of PCR primers achieving a length of.2% of the M. tuberculosisgenome (167 PE and
at least 18 oligonucleotides (data not showdply PPE), 1.4% ofM. bovis (57 PE and PPE), 0.9% of
DNA sequence alignment of the ATP synthas&l. avium subspparatuberculosis(42 PE and PPE),
subunits C allow to design PCR primer pair and a.8% ofM. ulcerans(115 PE and PPE), and2% of
probe (Supplementary material 2). We designed thd. marinum(281 PE and PPE) (4, 9, 17, 28), and are
following forward and reverse primers and probesuspected to play a major antigenic role in immune
forward -BGGYGRCGGTATEGGYGA3 6 respond (5). Nevertheless, these proteins are very
(Tm=62°C), with or wt hout t he snmlt and ere pbBlyinorphous among NTM species
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(Table 1). PE and PPE family proteins are ofted

as®ciated with mycobacteriglsxgene clusters, which

encode ATP dependent specific secretion system (273),

required to export specific members of theka
early secreted antigenic target (ESA) protein
family (28). Together,
major role in the virulence and
PE and PPE family proteins, proteins codedelsy

genes esxG esxH and esxR are very small and
polymorphous amongNTM species (Table 1).

Although having higher length by comparison with

those proteins, proteins CMAS coded by tireaAl
gene and lipoprotein coding byppM gene in

M. tuberculosisH37Rv, are also polymorphous among '

NTM (Supplementary material 1). Accondj to these
results, other studies

mycobacteria cell
mycobacteria
liquid chromatography (3, 29).

wall, is usually used for

In conclusion, although our strategy do not takg
into account of the nenoding regions, as insertion

sequences, repetitive units, afamctiond RNA, and

structural ribosomal RNAs, the comparison of whole
bacterial genomes using MycoHit seems a very
promising tool that could be used not only for
mycobacteria but also for other bacterial or archaeal

ATP dependent specific
secretdn system and ESA® protein family, play a ,
life cycle of
mycobacteria (27, 28). Nevertheless, as observed for

emphasized that
cyclopropanation of the mycolic acids is common,
among pathogenic mycobacteria but rare among
saprophytic species (11), and that polymorphism of
mycolic acids, which are major components of th

identification by high performance
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starting to accumulate in databases.

uncultured bacteria and archaea. MycoHit may then
usal to design new primers for retiine PCR and for

in situ hybridization and DNA chips. We were able to
design primer pairs and a probe that could be used®
detect and quantify mycobacteria in environmental
and clinical samples. These primers and probdls st ,

need to be testeoh vitro in order to confirm their
specificity and sensitivity.
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Supplementary material 1: Protein sequence alignment of conserved proteins in Mycobacterium spp. genomes.

1/ Protein sequence alignment of afp X gene coding ATP synthaze subunit C in Mycobacterium genome (locus tag Rv1305 in genome of M. tuberculosis H37Rv).

M. tuberculosis (H37Rv)

M. tuberculesis (H37Rs)

M. tubercutosis (KZN 1435)
M. tuberculosis (CDC 1551)
M. bovis (AF2122/97)

M. bovis BCG (1173F2)

M. bovis BOG (172)

M. leprae (Br4923)

M. lspras (THN)

M. ulesrans (Agyss)

M. marinum (M)

M. avium (104}

M. paratubercilosizs (K10)
M. intraceiluwlare (13950)

M. smegmatis (MC2 155)
M. kansaszii (12478}

M. abzscessus (19977)

M. gilvum (PYR-GCK)

M. parascrofulaceum (BAA-E14)
M. vanbaalenii (PYR-1)

M. JLS

M. KMS

M. MCS

M. tuberculosis (H3TRv)

M. tubercoloziz (H2TRa)

M. tuberculosis (KZN 1435)
M. tuberculozis (COC 1551)
M. bovis (AF2122/97)

M. bovis BCG (1173F2)

M. bovis BCG (172)

M. leprae (Brd323)

M. leprae (TN}

M. wcerans (Agy95}

M. marinum (M)

M. avivm (104)

. paratuberculosis (K10}
M. intracellulare (13950)

M. smegmatis (MC2 155}
M. kanzasii (12478)

M. sbscessus (ATCC 19977)
M. gitvum (PYR-GCK)

. parascrofulsceum (BAA-614)
M. vanbaalenii (FYR-1)
MJLE

M. KMS

M. MCS

10 o 30 0 50 (1] ] a
| | | | | | | | | | | | | | | |
MDP--TIAAGAL IGGGL IMAGGA IGAG I GDGVAGNAL ISGYARQPEAQGRLFTPFFITVGLVEAAYF INLAFMALFVFATPVK

--n Rl odadiogn sladio s dadio o olodis n sl 8 M iisan o v g a gt e Sianeadaioin sl sludio a sladis e slbis g sledis i iladin s e
--M Wi, esidies eiddies eindies el e Mt e v Fies, it e St e el il e et eiies etEies piEies
e R R R s b s i Siamais. Slaats iRt Rt AR e e e s e
T T e e Y A g st B o s e S e S e S e S e S R S R R B i e B S e S
L S T e s e v o v B e e SRS S S s G
L ~= AV B e el G sl sl [ e Woo sl clfifne cnfine ool il il silidn Sdfie stddie sodfie snd G
|||||||||||||||||| 6 el Sl i P P L Pt (R T (Pl P Pl G WP PR i el U T Wl iy i 1 e
L MAT T s wnes s Gos mite s s S Lo wees s St St Siaans Saies Siaes Siises Siises i GL
A o S R R e R R e T R T R e e ek R R R GA
e O I S D Rl Dl o3 S D [ S el o ol e el L I ) Sl e e G
L e el e R T oo v el e el e e e T e e e G
l T TR R R i e b Al s e e B e e e e e e e GL
S Elie hlaeie Shlanie shdinta bl il I dire cndie B Ui et ol chlinie chilbinte wldlnte sblie SUTGe sbdde stddhie st A
E R i R S L S 01 N S s TR L e i e Bloaidiil il ailer e aiier oaiauior oilor il il it il A
S e e e e e e e e e Booieon wpe Bl s o s hie s e s e e S s e e e e e e e A

10 20 ) “ 50 2] 70 |
| | | | | | | | | | | | | | | |
MDP--TIAAGAL IGGGL IMAGGA IGAG IGDGVAGNAL ISGVAROQPEAQGRLFTPFFITWGLVEAAYF INLAFMALFVFATPVK
--M B St Wit e e Wi Moo v lovs wpaes 2 i e e St St Skt S S S
--M L A o e e Cop e B e o i ol e e . PR v e it et N e s e e e e e e e e e
B T D P [ R R o S T | s saatiers miwdnts sblis shofite swddie lddis Siiier Saiien Do Seied . S0 - S
bsr R b Wl s e S Ul el s L VR VR e P i VoS Ve W L Y S L R Wl
L. B R B S Simses bicoeis s v Lss Sngses Suases Sneseis Sneses e e S Shakns Srukes S G
I RN B e T T s W e e s e s s e e e s R s G e e e DA s G
|||||||||||||||||| 2 TR IR R R e (i e TP [ e T T R TSP Ok N R e SR S SR L S i St s St
L i V) (S N s LW LN £ AV P BBl L s e mlpiloe Wice aiioe o e ity aiing aiia) oilse) oilina SiEbngr GL
A b S, S e e e e g e e N E R e e el P el Tt e S e R e B et g B B e GA
A, S SRR bRy AR SR SR | oddis sl & i dvidinte Sfiele Siliets Siliets eiien el i - Bl Eiitiog - s G
L. Etr 1 | (S (N £ R L R s  EEr v [y NSy N Ny 1) M2 M2 VG VL) G
| MAL T s s wases G Spnes Simses bivoeis wiigie Bl s S s Sete S Sisteis St SR SR S S S GL
IR i s et s e b U e D SR e YT P e R e R e R SR S B e e R e IRt e g A
B L S TR T T T e s Pt noiE Aol mitihel witibel miRatil BUSANel Seeidte Seides Sl Selle SeSlie Sl A
T Uy N 1 e 1oy e s S T bomuons sgsd T [ e Ut U PN P, 1 P e S e e e A

147




i oration

ddéam®l

Chapitre V:Voi es

Supplementary material 1: Protein sequence alignment of conserved proteins in Mycobac ferivm spp. genomes.

3.a/ Protein sequence alignment of unnamed gene coding hypothetical oxidoreductase in Mycobacterium genome (locus tag Rv0197 in genome of M. fuberculosis H3TRv).
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Supplementary material 1: Protein sequence alignment of conserved proteins in Mycobac terisan spp. genomes.

3.b/ Protein sequence alignment of unnamed gene coding hypothetical oxidoreductase in Mycobacterium genome (locus tag Rv0197 in genome of M. fubercuiosis H3TRv).
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