
Programme PIREN-Seine : Développement de méthodes de quantification des mycobactéries non tuberculeuses 

Développement de méthodes de quantification des mycobactéries non 
tuberculeuses dans l’eau de la Seine 

Nicolas Radomski1, Françoise Lucas2*, Emmanuelle Cambau3, Laurent Moulin4, 
Sophie Haenn4, Moilleron Régis2

1 Cereve, Ecole National des ponts et chaussées, 6-8 avenue Blaise Pascal Cité 
Descartes, 77455 Champs sur marne : nicolas.radomski@cereve.enpc.fr
2 Cereve, Université Paris 12-Val de Marne, 61 avenue du Général de Gaulle, 94010 
Créteil : moilleron@univ-paris12.fr, lucas@univ-paris12.fr
3 Laboratoire associé du Centre national de référence des mycobactéries et de la 
résistance aux antituberculeux, Laboratoire de bactériologie, Hospital Saint-Louis, 
75010 Paris : emmanuelle.cambau@sls.aphp.fr
4 Crecep, Etude biologie, 144 avenue Paul Vaillant Couturier, 75014 Paris : 
laurent.moulin@crecep.fr, sophie.haenn@crecep.fr
* Personne à contacter, lucas@univ-paris12.fr
 

1 Les mycobactéries non tuberculeuses .......................................................................................... 2 
1.1 Caractéristiques ..................................................................................................................... 2 
1.2 Incidence chez l’homme liée à l’eau ..................................................................................... 4 
1.3 Occurrence dans l’eau ........................................................................................................... 5 
1.4 Les espèces d’intérêt dans l’eau ............................................................................................ 6 

2 Harmonisation des méthodes de quantification par bactériologie ............................................... 8 
2.1 Contexte................................................................................................................................. 8 
2.2 Matériel et méthode............................................................................................................... 9 
2.1 Résultats et discussion......................................................................................................... 11 

3 Développement d’une méthode de quantification par biologie moléculaire ............................. 19 
3.1 Contexte............................................................................................................................... 19 
3.2 Matériel et méthode............................................................................................................. 19 
3.3 Résultats et discussion......................................................................................................... 22 

4 Perspectives................................................................................................................................ 25 
4.1 Bactériologie ....................................................................................................................... 25 
4.2 Biologie Moléculaire........................................................................................................... 25 

 

Les mycobactéries non tuberculeuses sont reconnues comme pathogène émergents depuis 2004 par 
l’Organisation Mondiale de la Santé. Ces pathogènes pour l’homme sont à l’origine d’infections diverses 
d’origine aqueuse. Or leur cycle dans l’eau est mal connu et il n’existe pas actuellement de méthode de 
quantification adaptées aux environnements aquatiques. Ainsi, cette année il a été entrepris de se baser sur 
les connaissances que l’on a de ces pathogènes (§1), afin de développer une méthode de quantification en 
milieu aqueux par bactériologie (§2) et par biologie moléculaire (§3). La méthode de bactériologies longue et 
complexe va permettre d’identifier les espèces de mycobactéries non tuberculeuses du bassin versant de la 
Seine, et la méthode de biologie moléculaire va permettre de quantifier rapidement et de façon exhaustive le 
genre Mycobacterium en général. 
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1 Les mycobactéries non tuberculeuses 
1.1 Caractéristiques 

1.1.1 Morphologie 
Les MYC (mycobactéries) sont des bacilles droits ou légèrement incurvés, répondants positivement à la 
coloration de Gram. Ces bacilles possèdent une catalase et ont un système respiratoire aérobie strict. Les 
MYC se caractérise des autres familles de bactéries par leur acido-alcoolo-résistance. Cette résistance des 
MYC aux agents acido-basiques et alcooliques, est du à la composition en acides gras de leur paroi (Figure 
1). Cette caractéristique permet de les identifier par coloration de Ziehl-Neelsen ou Ziehl-Armand, qui 
consiste à colorer ces bacilles par de la fuchsine, et les décolorer par de l’acide nitrique, puis par de l’alcool 
96°. Une contre-coloration par le bleu de méthylène phéniqué est réalisée pour colorer les autres bactéries en 
bleu. Dans ces conditions les mycobactéries ne se décolorent pas, et apparaissent roses, car la fushine a la 
propriété de se fixer à l’acide mycolique et les cires de mycolate d’arabinogalactane, qui s’opposent à la 
pénétration des décolorants. 

 
AG : arabinogalactane ; CAP : capsule ; CM : membrane cytoplasmique ; CWS : 

squelette de la paroi ; ETL : couche pariétale de mycolate transparente aux électrons ; IL : 
couche interne ; LOS : lipopolysaccharide ; OL : couche externe ; P : porine ; PG : 

peptidoglycane ; PGL : phénolglycolipide ; PL : phospholipide ; SL : sulfolipide, TDM : 
tréhalose dimycolate ; TL : couche membranaire transparente aux électrons 

[1] 
Figure 1 : Vue schématique de l’organisation générale de la paroi mycobactérienne 

 
1.1.2 Taxonomie 

• La famille 

La famille des Mycobacteriaceae regroupe l’unique genre Mycobacterium, et est intégrée au phylum XIV des 
Actinobacteria. Ce phylum des Actinobacteria se caractérise par des membres présentant un génome riche en 
guanine-cytosine, comme notamment les genres Streptomyces, Rhodococcus, Nocardia, Pseudonocardia, 
Frankia, Corynebacterium [2-4]. Plus précisément, les genres Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia 
et Rhodococcus, se distinguent notamment par la proportion de leur génome en GC, qui sont respectivement 
de 48 à 59% ; 62 à 70% ; 64 à 69% et 63 à 73% [3]. Ce dernier groupe est nommé CMN dans le Bergey’s 
manuel [5] et intègre des bacilles acido-alcoolo résistants. 
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• Les espèces du genre Mycobacterium 

Le genre Mycobacterium regroupe les espèces M. leprae et M. lepremurium responsables de la lèpre, les 
espèces du MTC (Mycobacterium tuberculosis complexe) responsables de la tuberculose comme 
M. tuberculosis, M. canettii, M. bovis, M. africanum et M. microti, et les MNT (Mycobactéries non 
tuberculeuses) représentent pas moins de 110 espèces [6]. Le nombre d’espèces MNT identifiées est passé de 
50 en 1997 à 125 en 2007 grâce à l’amélioration des techniques d’isolement et d’identification [7]. La 
taxonomie des MNT repose dans un premier temps sur leur croissance qui peut être rapide en une à deux 
semaines, ou lente en plusieurs semaines (Figure 2). 

 
[6] 

Figure 2 : Arbre phylogénétique des Mycobacterium à croissance rapide (a), à 
croissance lente caractérisés par une courte hélice 18 (b), et à croissance lente 

caractérisés par une longue hélice 18 (c) obtenus par séquençage de l’ARNr 16S, avec 
M. tuberculosis comme genre de comparaison 
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1.2 Incidence chez l’homme liée à l’eau 

1.2.1 Aspect quantitatif des infections 
Depuis 2004 l’Organisation Mondiale de la Santé reconnaît les MNT comme des pathogènes émergents. En 
effet dans les pays industrialisés, la fréquence des MNT tend à augmenter et de la tuberculose semble 
diminuer en nombre (Figure 3). Les maladies liées aux MNT ont été vues dans la plupart des pays 
industrialisés avec un taux d’incidence de 1 à 2 cas pour 100 000 personnes. Les espèces M. avium, 
M. kansasii, M. xenopi et M. chelonae sont les plus liées aux infections dans les pays développés [8], et 
M. ulcerans est responsable de l’ulcère de Buruli dans les pays de l’hémisphère sud [9-12]. 

 
[13] 

Figure 3 : Nombre de cas de tuberculose et de mycobactérioses non tuberculeuses au 
CHU de Nancy entre 1985 et 1995 suivant une même méthode de détection 

1.2.2 Aspect qualitatif des infections 

• Les infections pulmonaires 

Parmi les infections humaines aux MNT liées à l’eau, l’infection pulmonaire est très décrite. Dans ces cas 
l’eau sous forme d’aérosol est incriminée et cause des infections à MNT chez des adultes immunodéprimés 
[14] et des adultes immunocompétents [15-21]. Concernant ces infections pulmonaires à MNT issu d’une 
inhalation d’aérosols contaminés, les jacuzzi [17, 22], les enceintes de loisir [15, 18, 20], les locaux infiltrés 
d’eau [16], les locaux de travail [15] et même des enceintes hospitalières [14] et les maisons de particuliers 
[19, 23], sont des lieux de contamination par voix aériennes décrits au Canada, en Australie, en Finlande et 
aux USA. 

• Les infections cutanées 

Les infections cutanées à MNT liées à l’eau sont aussi très décrites. Outre l’ulcère cutané de Buruli causé par 
l’eau contaminée par M. ulcerans dans l’hémisphère sud [9-12], d’autres MNT causent dans l’hémisphère 
nord des infections cutanées. L’eau de l’environnement a été incriminée dans des cas de dermatites 
ulcératives chez des personnes âgées en Finlande [24]. Aux USA, de nombreuses études rapportent des cas 
d’infections cutanées ou des furonculoses chez des personnes immunocompétentes, provoquées par des 
MNT ayant contaminées l’eau de centres de pédicure [25-28]. Des infections cutanées des membres sous 
forme de nodules, ont aussi été observées chez des personnes immunocompétentes ayant contracté la MNT 
après un contact cutané avec de l’eau contaminée de piscine en Chine [29] ou d’aquarium au USA [30]. En 
France en 2007, des infections à MNT ont été constatées chez des patients de mésothérapie. L’origine de ces 
infections fut l’eau du robinet contaminée par des MNT, qui a souillé le pistolet d’injection utilisé pour 
traiter les patients (E. Cambau com. pers. : http://www.sfhh.net/telechargement/paris/CL36.pdf). 
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• Les infections ganglionnaires 

L’eau en général est une origine possible des infections ganglionnaires à MNT chez les enfants [20, 23]. Plus 
précisément des infections ganglionnaires à MNT ont pu être causées par l’eau de piscine contaminé aux 
Pays-Bas [31], ou l’eau du robinet en Suisse et en Italie [32], respectivement chez des enfants et des sujets 
immunodéficients. 

• Les cas particuliers 

Certaines infections à MNT liées à l’eau surviennent en raison d’autres facteurs additionnels. Par exemple, 
les personnes à risques comme les patients HIV+ sont particulièrement sensibles aux infections d’origine 
aqueuses [15]. Les actes chirurgicaux comme les laparoscopies sont aussi des facteurs augmentant le risque 
d’infection à MNT liées à l’eau [33]. Il a été aussi décrit des infections post-traumatiques, causées par des 
contacts avec de l’eau de rivière contaminée par des MNT [34], qui par ailleurs semble pouvoir véhiculer la 
MNT M. avium spp. paratuberculosis [35], qui est soupçonnée être l’agent étiologique de la maladie de 
Crohn [1]. Cette maladie est en général une inflammation du gros intestin sous forme de granulomes, et 
l’agent responsable de l’infection présente des caractéristiques culturales et biochimiques semblables à celles 
de M. avium ssp. paratuberculosis. A ce jour, l’état des recherches rend difficile d’affirmer que l’agent 
responsable de la maladie Crohn est M. avium ssp. paratuberculosis, ou une nouvelle espèce de 
mycobactérie, ou encore une cause multifactorielle [36]. 

1.3 Occurrence dans l’eau 

1.3.1 Aspect quantitatif de la prévalence 
La quantification des MNT dans l’eau est très mal connue en raison de méthodes non normalisées et en 
raison de la rareté des études quantitatives qui ne recherchent pas toutes le même ensemble d’espèces 
(Tableau 1). 

Tableau 1 : Rares cas d’étude de quantification non normalisées des mycobactéries 
(MYC), des mycobactéries non tuberculeuses (MNT) ou d’espèce particulières de 

mycobactéries dans le milieu aquatique 
Article Type d’eau recherche Pays ufc/l 

[37] 
système de 

distribution d'eau 
potable artificiel 

M. xenopi France 
(Nancy) 

1.101-
1.102

[35] Eau de rivière M. paratuberculosis UK 1.103-
1.108

[18] bain d'un spa M. avium Australie 1.103-
4,3.107

[38] biofilm d’eau potable MNT 
Afrique du 
Sud (semi 

urbain) 
<4,6.105

[39] 
système de 

distribution d'eau 
potable 

 USA 2-1.103

[40] 
système de 

distribution d'eau 
potable 

 plusieurs 
(résumé) 1-3,5.103

[24] eau de 
l'environnement MYC Finlande 9,7.102-

5,8.103

[41] 
système de 

distribution d'eau 
potable 

Finlande 1-1.103

[42] eau de surface et eau 
souterraines 

France 
(Paris) 1-5.102

[43] eau de ruisseau 

 

Finlande 1,0.101-
2,2.103
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1.3.2 Aspect qualitatif de la prévalence 

• L’eau des milieux aquatiques 

Plusieurs études indiquent la présence de MNT dans l’environnement aquatique naturel en Grande Bretagne 
[35, 44], au Malawi [45], au Nouveau Mexique [46], en Espagne [47], en Australie [11], au USA [48] et en 
Finlande [24]. Il peut s’agir d’une présence dans l’eau de rivière [35, 44, 46], l’eau de lac [11], l’eau d’étang 
[47] ou l’eau de source thermale [48]. 

• L’eau de consommation et l’eau usée 

Dans l’eau potable du robinet et l’eau potable des systèmes de distribution, la présence de MNT est avérée 
[20, 40] aux USA [39, 49], en Italie [32], en Finlande [41], en Afrique du sud [38] et en Chine [50]. En 
France à Paris, des MNT sont présentes dans l’eau de distribution ainsi que les eaux de surface traitées et les 
eaux souterraines utilisées par les usines de potabilisation [42]. 

Concernant les eaux usées, la présence des MNT dans les eaux usées de station d’épuration a été décrite dans 
plusieurs études [20], Aux USA et en Irlande du nord, c’est la présence de M. avium spp. paratuberculosis 
qui a été décrite dans des eaux usées [51, 52]. 

• L’eau d’enceintes de loisir et l’eau d’hôpitaux 

Les MNT peuvent contaminer les eaux d’enceintes de loisir comme les salons de pédicure aux USA [26-28], 
les jacuzzi au Canada [53] et aux USA [17], les bains de spa en Australie [18], ou les bains public [20]. 

D’autre part, la présence de MNT dans l’eau d’hôpitaux est réelle [14, 20]. Par exemple l’eau d’hémodialyse 
en Espagne [54], l’eau d’unité dentaire en Angleterre [55] ou l’eau de bain de thérapie au USA [56], ont pu 
être contaminées par des MNT. Un cas rare de contamination d’une solution bactéricide utilisée dans un 
hôpital, a même été décrit comme ayant été causé par une mauvaise stérilisation de l’eau utilisée au stade de 
la fabrication en usine [57]. 

• L’eau d’applications diverses 

En parallèle de l’eau de l’environnement, de l’eau de consommation, de l’eau usée, de l’eau d’enceintes de 
loisirs et de l’eau d’hôpital, des MNT ont pu aussi être isolées d’aérosol d’un fluide d’une usine de 
métallurgie [58], de systèmes d’irrigation de golf [10, 11], d’eau résidentielle [20], d’eau de baignoire [19] et 
d’eau infiltrée dans les murs d’un immeuble [59]. En 2008, ce sont des eaux de sources thermales en 
Auvergne qui sont soupçonnées d’être à l’origine d’un cas d’infections cutanées à MNT chez un patient de 
carboxythérapie (E. Cambau com. pers.). 

1.4 Les espèces d’intérêt dans l’eau 

La combinaison des données de la littérature scientifique sur l’incidence chez l’homme des MNT d’origine 
aqueuse, et des données sur l’occurrence des MNT dans l’eau, nous a permis de recenser 49 espèces d’intérêt 
(Figure 4). Les espèces M. avium ; M. fortuitum ; M. gordonae ; M. chelonae ; M. ulcerans ; 
M. scrofulaceum ; M. intracellulare ; M. kansasii ; M. marinum ; M. szulgai ; M. terrae et M. tusciae 
présentent à la fois une incidence chez l’homme liée à l’eau et une occurrence forte dans l’eau (plus de 2% 
des articles pour chaque espèce). Les espèces M. xenopi ; M. abscessus ; M. gadium ; M. smegmatis ; 
M. simiae ; M. peregrinum ; M. nonchromogenicum ; M. mucogenicum et M. lentiflavum présentent une 
occurrence forte dans l’eau (plus de 2% des articles pour chaque espèce), et une incidence chez l’homme liée 
à l’eau faible (moins de 2% des articles pour chaque espèce). Quant aux espèces M. asiaticum ; M. aurum ; 
M. bohemicum ; M. botniense ; M. brumae ; M. celatum ; M. chitae ; M. chlorophenolicum ; 
M. conceptionense ; M. diemhoferi ; M. flavescens ; M. gastri ; M. genavense ; M. gilvum ; 
M. haemophilum ; M. immunogenum ; M. interjecticum ; M. mageritense ; M. malmoense ; M. murale ; 
M. neoaurum ; M. parascrofulaceum ; M. phlei ; M. psychrotolerans ; M. septicum ; M. shimoidei ; 
M. triplex ; M. ulcerans et M. vaccae, ces dernières présentent une incidence chez l’homme liée à l’eau et 
une occurrence dans l’eau faible (moins de 2% des articles pour chaque espèce). 

Néanmoins, cette démarche reflète l’occurrence et l’incidence dans la littérature scientifique et non pas 
l’occurrence et l’incidence réelles. Effectivement certaines MNT comme par exemple M. avium sont très 
étudiées en raison de leur pathogénicité importante, et sont donc plus présentes dans la littérature. Il est donc 
d’autant plus nécessaire de déterminer empiriquement l’occurrence quantitative et qualitative dans l’eau du 
bassin versant de la Seine. 
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Figure 4 : Combinaison des données de la littérature sur l’occurrence en milieu 
aquatique (%) et l’incidence chez l’homme dont l’origine aqueuse est avérée ou 
soupçonnée (%), des espèces de mycobactéries non tuberculeuses à croissance 

rapide (F) et lente (S) 
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2 Harmonisation des méthodes de quantification par bactériologie 
2.1 Contexte 

Les méthodes de quantification des MNT dans l’eau ne sont pas normalisées vis-à-vis de la concentration, de 
la méthode de décontamination et du milieu d’isolement. Effectivement les auteurs travaillant sur cette 
matrice utilisent diverses méthodologies empruntées à la microbiologie clinique. Actuellement, ces méthodes 
n’ont pas été comparées concernant la quantification des MNT dans l’eau. Nous nous proposons donc 
d’effectuer ces comparaisons afin de déterminer quelle est la méthode empruntée à la microbiologie clinique 
la plus à même à traiter des échantillons aqueux. Ces méthodes reposent toutes sur l’élimination des 
microorganismes non mycobactériens en utilisant les facultés de résistances des MYC à certains 
antibiotiques et aux composés acido-basiques. 

2.1.1 Les méthodes de concentration de l’échantillon 

• Le matériel de concentration de l’échantillon 

La recherche des mycobactéries dans l’eau de l’environnement ou l’eau traitée, est réalisée avec des volumes 
d’échantillon variant de 10 ml à 1000 ml, et en concentrant par filtration sur membrane à 0,22 µm [24, 43, 
60]; par filtration sur membrane à 0,45 µm [42, 61] ; par filtration sur membrane à 0,45 µm suivi d’un 
décrochage des cellules [11, 35] ; par filtration sur membrane à 0,45 µm suivi d’un dépôt directe sur milieu 
de culture [39], ou par centrifugation [18, 62]. 

• Les techniques de décrochage des cellules de la membrane de filtration 

Nos travaux de 2007 [63] utilisant une méthode de concentration comparable à celle utilisée dans le 
dénombrement de Legionella dans l’eau (Norme française T90-431), ont démontré que la concentration par 
filtration (0,45 µm, 45 mm de diamètre) puis décrochage des cellules par adjonction de SDS (Sodium 
Dodecyl Sulfate) à 0,08% final [35] combiné à une sonication de 10 min [42], permettait de récupérer plus 
de cellules viables que le traitement au SDS à 0,04% final, le traitement au tween 80 à 0,25% final [11], ou le 
traitement à l’eau (PIREN_rapport_actionMNT2007). Le décrochage des cellules pourrait aussi passer par 
l’utilisation de desoxycholate/PEG6000 à 0,1%/2.5% final, qui peut être utilisé pour détacher des cellules 
d’un support [64]. 

2.1.2 Les méthodes de culture en milieu solide 

• Le milieu d’isolement 

En raison des exigences métaboliques des MNT, la quantification par isolement de ces dernières nécessite 
l’utilisation de milieux de culture solide complexes comme le OEY (Ogawa Egg Yolk Medium), le OEOE 
(Ogawa medium Ofloxacin Ethambutol), le FSM (Falkinham's Selective Medium), le LJ (Lowenstein-
Jensen) ou le Middlebrook 7H11 [60, 61, 65], additionnés ou non de Mycobactine J un sidérophore 
nécessaire pour cultiver certaines espèces comme M. avium spp paratuberculosis [66-70]. Néanmoins, la 
richesse de ces milieux implique le développement de microorganismes non mycobactériens de 
contamination, qui entravent le développement des MNT et en particulier celui des MNT à croissance lente. 
Ainsi, nous avons choisi de travailler avec le milieu Middlebrook 7H11 supplémenté en mycobactine J 
(7H11j), car ce milieu Middlebrook 7H11 est la dernière évolution des milieux synthétiques pour cultiver en 
milieu solide les mycobactéries. Il intègre l’additif OADC (Oleic acid, bovine Albumin, sodium chloride, 
Dextrose, Catalase) qui augmente la sensibilité aux mycobactéries [71]. 

• La supplémentation en antibiotique 

Afin de limiter les microorganismes de contamination, le milieu de culture Middlebrook 7H11j peut être 
supplémenté en antibiotiques. En milieu hospitalier, pour la détection automatisée en milieux liquides, il est 
notamment utilisé le complexe d’antibiotiques PANTA avec des concentrations finales de 40 U/ml de 
Polymyxine B, 4 µg/ml d’amphotéricine, 16 µg/ml d’acide nalidixique, 4 µg/ml de triméthoprime et 4 µg/ml 
de carboxy-pénicilline [72-77]. Ces concentrations ont déjà été utilisées dans du milieu solide Middlebrook 
7H11 [67]. Certains auteurs, dans le cas d’échantillons très contaminés, utilisent de la vancomycine à des 
concentrations de 8,4 µg/ml [67], 10 µg/ml [78, 79] ou encore 20 µg/ml [72] dans le milieu de culture 
(PANTAV). 
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• La décontamination chimique 

Les caractéristiques d’acido-alcoolo-résistance des MYC peuvent être utilisées pour éliminer les 
microorganismes de contamination par décontamination chimique, en utilisant des acides, des bases ou des 
détergents. Il existe quatre méthodes de référence. La méthode de Löwenstein (H2SO4 à 4% v/v) est 
généralement utilisée pour des échantillons médicaux et vétérinaires très contaminés [80-83], et a aussi été 
appliquée sur de l’eau de l’environnement [60]. La méthode de Petroff [84] (NaOH à 4% v/v) est toujours 
utilisée en milieu médical [85-87], et a été testée sur de l’eau artificiellement contaminée [88]. Une méthode 
plus récente (SLS-NaOH à 3%-1% v/v) appelée Tacquet-Tison [89, 90] utilisée sur de l’eau de 
l’environnement [60] et de l’eau d’usines de potabilisation [42], a été initialement appliquée à des 
échantillons cliniques [91-94]. Une méthode aussi récente (NaOH-NALC à 2%-0,5% v/v) appelée Kubica 
[95] est recommandée par le CDC (Centers of Disease control). Elle a été utilisée sur de l’eau 
artificiellement contaminée [96] et semble convenir à des échantillons très contaminés comme des fèces [97]. 

Deux méthodes non référencées sont aussi à noter : la méthode à l’acide oxalique et la méthode au 
Cetylpyridininium Chloride (CPC). La méthode à l’acide oxalique (COOH)2 à 5% v/v est parfois utilisée en 
milieu médical [98-100] et semble convenir à des échantillons très contaminés comme des fèces [97]. La 
méthode au Cetylpyridininium Chloride (0,005% final) proposée pour décontaminer de l’eau peu contaminée 
[101], a été utilisée pour rechercher les mycobactéries dans de l’eau potable domestique [102-104] et 
hospitalière [105]. Néanmoins, il est conseillé d’utiliser des concentrations plus forte (0,05% final) pour 
traiter l’eau très contaminée [61]. 

2.2 Matériel et méthode 

Après comparaison des méthodes de concentration sur de l’eau artificiellement contaminée, la méthode de 
concentration la plus adéquate a été appliquée sur des échantillons de la Seine. Dans un premier temps il a 
été étudié l’utilité de la supplémentation en antibiotique du milieu de culture, afin de comparer dans un 
second temps les méthodes de décontamination chimique en utilisant un milieu d’isolement avec ou sans 
antibiotiques. 

2.2.1 Identification des mycobactéries isolées 
L’identification des MNT isolées a été effectuée par séquençage de l’ARNr 16S via les amorces universelles 
bactériennes 8F/907R [106] afin de confirmer le genre Mycobacterium et orienter l’espèce. La confirmation 
de l’espèce a été effectuée par séquençage du gène hsp65 codant une protéine de résistance aux chocs 
thermiques rencontrée chez les Actinomycètes via les amorces HSPF3/HSPR4 [107]. L’amplification des 
loci séquencés a été effectuée suivant les conditions décrites par la suite (§3.2.2) et le marquage des produits 
d’amplification a été réalisé par le kit BigDye Terminator V1.1. Le séquençage a été réalisé par un 
séquenceur MicroSeq® ID Microbial identification V2.0, muni du logiciel d’acquisition ABI PRISM 3100 
Genetic analyser. L’alignement des séquences entre elles a été effectué par un algorithme ClustalW via le 
logiciel Mega 4 © 1993-2008 version 4.0.2. Ce même logiciel a été utilisé pour comparer les alignements par 
matrices NJ (Neighborhood Joining) avec 100 réitérations de calcul, et pour construire les dendrogrammes 
de distance. Les séquences de référence ont été obtenues sur GenBank (http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et 
Bio Informatic Bacteria Identification (http://umr5558-sud-str1.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi). 

2.2.2 La méthode de concentration de l’échantillon 
Pour cette étude, il a été choisi d’utiliser M. chelonae comme espèce de référence, car cette dernière est une 
MNT à croissance rapide peu exigeante, et fait partie tout comme M. fortuitum des MNT à croissance rapide 
d’intérêt dans l’eau (Figure 4). La comparaison des méthodes de concentration (centrifugation, filtration et 
décrochage au SDS, filtration et décrochage au desoxycholate et filtration suivi d’un dépôt directe sur le 
milieu de culture) a fait intervenir l’inoculation artificielle d’eau stérile par M. chelonae (ATCC 35752) à des 
concentrations d’environ 1.105 UFC/l, 1.104 UFC/l et 1.103 UFC/l en accord avec les concentrations déjà 
observées dans l’eau (Tableau 1). Les dénombrements de ces matrices avant et après traitement de 
concentration à 3000xg pendant 15 min, ont été effectué en 5 réplicats par dilution décimale, ensemencement 
sur milieu solide TSA (Tryticase Soja Agar), puis incubation à +30°C avec une lecture après 1 à 2 semaines. 
Il est à noter que l’ensemble des filtrations a été réalisé avec des membranes en polycarbonate à 0,45 µm de 
diamètre de pores et 45 mm de diamètre (Millipore Corp) et une rampe de filtration Millipore Corp. 
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2.2.3 La supplémentation en antibiotiques 
Trois réplicats d’un litre d’eau des prises d’eau des usines de potabilisation de Joinville, d’Ivry et d’Orly (Ile 
de France), ont été concentrés par centrifugation à 7000xg pendant 15 min et repris dans 10 ml d’eau. Après 
dilutions décimales du concentra ; 0,1 ml des dilutions ont été ensemencés sur des milieux de culture 
Middlebrook 7H11J sans antibiotiques, supplémentés à 2% (v/v) de PANTA PLUS, et supplémentés à 2% 
(v/v) de PANTA PLUS et 10 µg/ml de vancomycine, puis incubés à +30°C (condition de culture habituelle). 
En plus des milieux Middlebrook 7H11J supplémentation à 2% (v/v) de PANTA PLUS et 10 µg/ml de 
vancomycine, ont été incubés à température ambiante afin de se mettre dans des conditions de températures 
proche de celles de la Seine. Des colorations de Gram et de Ziehl-Armand (Kit Quick-TB, RAL®) ont été 
effectuées sur les concentras pour apprécier la contamination globale avant dilution, et des colorations de 
Ziehl-Armand après culture ont permis de distinguer les mycobactéries des microorganismes de 
contamination à 48h d’incubation et tous les 7 jours jusqu’à confluence de ce dernières. Les souches de 
mycobactéries isolées de ces échantillons ont été conservées sur milieu Löwenstein-Jensen à +30°C et dans 
du dextrose-glycérol (v/v) à -20°C. 

2.2.4 La méthode de décontamination chimique 
L’étude des procédés de décontamination chimique, a été effectuée en 3 réplicats sur des prélèvements d’eau 
de Seine à la prise d’eau de l’usine de potabilisation d’Orly. Sur ces prélèvements, les méthodes de 
décontamination chimique de Löwenstein (H2SO4 à 4% v/v), de Petroff (NaOH 4% v/v), de Tacquet-Tison, 
(SLS-NaOH à 3%-1%), de Kubica (NaOH-NALC à %/0,5 v/v), et les méthodes à l’acide oxalique (COOH)2 
à 5% v/v et au CPC (0,05% final), ont été comparées. Pour toutes ces méthodes, le milieu Middlebrook 
7H11j a été ensemencé et incubé à +30°C, et des colorations de Ziehl-Armand à 48h d’incubation et tous les 
7 jours ont permis de différencier les mycobactéries des microorganismes de contamination, jusqu’à 
confluence de ces dernières. Les souches de mycobactéries isolées de ces échantillons ont été conservées sur 
milieu Löwenstein-Jensen à +30°C et dans du dextrose-glycérol (v/v) à -20°C. 
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2.1 Résultats et discussion 

2.1.1 L’identification des bacilles acido-alcoolo résistants isolées de la Seine 
L’identification par séquençage de l’ARNr 16S des bacilles acido-alcoolo-résistants isolées de l’eau de la 
Seine au niveau de la prise d’eau de l’usine de potabilisation de Orly, a permis de confirmer la présence des 
genres Mycobacterium, Rhodococcus et Nocardia (Figure 5). Les genres Rhodococcus et Nocardia, ont par 
ailleurs été confirmés par séquençage de hsp65 (Figure 6). Quant-aux ambiguïtés d’identification de l’espèce 
de Mycobacterium par séquençage de l’ARNr 16S, ces dernières ont été levées par le séquençage de hsp65 
(Figure 5 et Figure 6). Seule la souche attribuée à Mycobacterium psychrotolerans par séquençage de 
l’ARNr 16S, n’a pas été confirmée par séquençage de hsp65 du fait qu’il n’existe pas dans les bases de 
données la séquence de ce gène pour cette espèce. En somme, une grande diversité d’espèces de MNT ont 
été isolées de l’eau de la Seine au niveau de la prise d’eau de l’usine de potabilisation de Orly, en particulier 
les espèces M. austroafricanum ; M. arupense ; M. chelonae ; M. insubricum ; M. llatzerense ; M. porcinum ; 
M. psychrotolerans et M. setense. 

2.1.2 Les espèces de MNT isolées de la Seine 

• Les espèces de MNT connues historiquement 

Parmi les espèces de MNT que nous avons isolées de la Seine, les plus citées dans la littérature sont les 
espèces M. austroafricanum ; M. porcinum et M. chelonae. D’après la littérature (§1.4) l’espèce M. chelonae 
est prédominante dans l’eau et majeure concernant les pathologies humaines liées à l’eau. Plus précisément, 
M. chelonae a pu être isolée de système de distribution d’eau potable [40], d’eau potable du robinet [49], 
d’eau souterraine et de surface utilisée par des usines de potabilisation [42], de bain de salons de pédicures 
[26] et de bains publique [20]. Sur le plan pathologique, M. chelonae peut provoquer chez l’homme des 
infections pulmonaires par inhalation d’aérosols [20], des infections cutanées par contact avec de l’eau 
contaminée [26], et des infections postopératoires causées par la contamination d’origine aqueuse du 
matériel chirurgical [33]. Proposée en 1983 et initialement isolé de l’eau en Afrique du Sud [108], l’espèce 
M. austroafricanum est reconnue comme ayant des facultés à dégrader certains hydrocarbures [109, 110], et 
a déjà été isolée de patients atteints d’arthrites septiques [111]. L’espèce M. porcinum a été proposée en 1983 
comme espèce pathogène pour le porc et provoque des lésions ganglionnaires chez ce dernier [112]. Chez 
l’humain, M. porcinum peut provoquer des ostéomyélites postopératoires, qui sont des infections des os et 
des articulations suite à des interventions chirurgicales [113]. Concernant cette espèce M. porcinum, des 
infections humaines sont à noter suite à des actes iatrogènes et des pneumonies sont possibles chez l’homme 
[114]. 

• Les espèces de MNT décrites récemment 

Parmi les espèces de MNT que nous avons isolées de la Seine, celles décrites récemment sont les espèces 
M. arupense ; M. insubricum ; M. llatzerense ; M. psychrotolerans et M. setense. Isolée de patients humains 
aux USA, M. arupense a été proposée en 2007 [115]. Au Japon, M. arupense a été la cause d’une 
Tenosynovite palmaire chez une femme diabétique en 2008. Cette pathologie est une inflammation de la 
membrane des tendons de la main [116]. L’espèce M. insubricum a été isolée en milieu hospitalier et 
proposée par Tortoli et al. en 2007 dans GenBank sans publication rattachée, et l’espèce M. llatzerense a été 
isolé d’eau d’hémodialyse et proposée en 2008 comme nouvelle espèce de MNT [117]. Proposée en 2004 et 
initialement isolée de l’eau d’un étang proche d’une mine d’uranium, l’espèce M. psychrotolerans se 
caractérise par sa capacité à se développer en +4°C et +37°C et sa capacité à résister à une salinité de 7% 
[118]. Cette espèce M. psychrotolerans n’a pour le moment pas été attribuée à une pathologie humaine. 
L’espèce M. setense a été proposée en 2008 suite à un isolement d’un cas d’infection post-traumatique de la 
peau et de l’os en France [119]. Récemment, M. setense a été la cause d’une infection suite à une greffe 
osseuse buccale à Marseille. Bien que non isolée de l’eau la bactérie fut soupçonnée de provenir de l’eau du 
robinet avec laquelle le patient a avoué s’être rincé la bouche après l’intervention [120]. 
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 Mycobacterium alvei AF023664

 MC7 Mycobacterium setense/alvei

 Mycobacterium setense EU371504

 Mycobacterium peregrinum AM884581

 Mycobacterium septicum AY772166

 Mycobacterium fortuitum DQ973806

 Mycobacterium porcinum AF480588

 MC9 Mycobacterium porcinum

 Mycobacterium conceptionense AM884289

 Mycobacterium farcinogenes AY457084

 Mycobacterium immunogenum DQ288263

 MC2 Mycobacterium abscessus/bolletii/chelonae/massiliense

 MC3 Mycobacterium abscessus/bolletii/chelonae/massiliense

 Mycobacterium abscessus AJ416940

 MC4 Mycobacterium abscessus/bolletii/chelonae/massiliense

 Mycobacterium bolletii AY859681

 MC1 Mycobacterium abscessus/bolletii/chelonae/massiliense

 Mycobacterium massiliense AY593980

 Mycobacterium chelonae AY457082

 Mycobacterium austroafricanum AF544627

 MC11 Mycobacterium austroafricanum

 Mycobacterium vaccae X55601

 Mycobacterium vanbaalenii AY636002

 Mycobacterium aurum EU647696

 Mycobacterium chlorophenolicum X81926

 Mycobacterium gilvum NC 009338

 Mycobacterium llatzerense AJ746073

 MC10 Mycobacterium aubagnense/llatzerense

 Mycobacterium aubagnense AY859683

 Mycobacterium psychrotolerans AJ534886

 MC6 Mycobacterium psychrotolerans

 Mycobacterium phocaicum EF551408

 Mycobacterium mucogenicum AF480585

 Mycobacterium ratisbonense AJ271863

 Mycobacterium neoaurum M29564

 Mycobacterium smegmatis AB305022

 Mycobacterium gadium DQ473310

 Mycobacterium murale AM056053

 Mycobacterium chitae X67874

 Mycobacterium arupense DQ157760

 MC13 Mycobacterium arupense

 Mycobacterium rhodesiae NR 025529

 Mycobacterium insubricum DQ142672

 MC8 Mycobacterium insubricum

 Mycobacterium flavescens AY734993

 Mycobacterium phlei M29566

 Mycobacterium tusciae AF058299

 Nocardia altamirensis EU006090

 Nocardia tenerifensis EU543223

 MC12 Nocardia sp.

 Rhodococcus maanshanensis NR 025190

 MC5 Rhodococcus sp.

 Rhodococcus tuk isamuensis AB067734
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Figure 5 : Identification des bacilles acido-alcoolo-résistants à croissance lente isolées 
de l’eau de la Seine à la prise d’eau de l’usine de potabilisation de Orly (disque noir) 

par séquençage de l’ARNr 16S via le couple d’amorces 8F/907R et comparaison à des 
séquences de référence (numéro d’accession GenBank) 

12 



Programme PIREN-Seine : Développement de méthodes de quantification des mycobactéries non tuberculeuses 

 Mycobacterium setense EU371508
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 Mycobacterium peregrinum DI043236
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 Mycobacterium smegmatis DI058811

 Mycobacterium mucogenicum EF551426

 Mycobacterium aubagniense AY859677

 Mycobacterium llatzerense AM421344
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 MC8 Mycobacterium insubricum

 Mycobacterium arupense FJ263631
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 Mycobacterium bolletii AY859675

 Mycobacterium massiliense EU220419

 Mycobacterium abscessus AJ310216
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 MC2 Mycobacterium chelonae

 MC3 Mycobacterium chelonae

 MC4 Mycobacterium chelonae
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 MC1 Mycobacterium chelonae
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 Mycobacterium tusciae AF547887
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 Mycobacterium vanbaalenii CP000511
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Figure 6 : Identification des bacilles acido-alcoolo-résistants à croissance lente isolées 
de l’eau de la Seine à la prise d’eau de l’usine de potabilisation de Orly (disque noir) 

par séquençage de hsp65 via le couple d’amorces HSPF3/HSPR4 et comparaison à des 
séquences de référence (numéro d’accession GenBank) 
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2.1.3 La méthode de concentration de l’échantillon 

• Echantillon artificiellement contaminé 

L’analyse des variances sur les données de comparaison des méthodes de concentration de l’eau 
artificiellement contaminée par M. chelonae (Figure 7), indique que les traitements réalisés sont 
significativement différents (ddl 3 ; p<0,0001), contrairement au jour d’analyse (ddl2 ; p=0,7475) et à la 
densité cellulaire (ddl 2 ; p=0,9229). De plus le Test de Tukey indique que le traitement par filtration et 
décrochage au SDS est comparable au traitement par filtration et dépôt direct de la membrane, et que le 
traitement par centrifugation est comparable au traitement par filtration et décrochage au 
désoxycholate/PEG. Le plus fort rendement de récupération cellulaire obtenu est celui du traitement par 
filtration et dépôt directe sur la membrane, mais ce dernier semble moins reproductible (récupération 
cellulaire : 80±43%) que le traitement par filtration et décrochage au SDS (récupération cellulaire : 72±24%), 
certainement en raison de la surface de dénombrement plus faible pour cette seconde méthode. Le plus faible 
rendement de récupération cellulaire obtenu est celui du traitement par filtration et décrochage au 
désoxycholate/PEG (récupération cellulaire : 31±22%), qui est de plus moins reproductible que le traitement 
par centrifugation (récupération cellulaire : 38±8%). Ce traitement par centrifugation est d’autre part le 
traitement le plus reproductible, certainement en raison d’un nombre d’étapes moindre que les traitements de 
filtration. 
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Figure 7 : Rendement de récupération de M. chelonae (ATCC 35752) dans de l’eau 

artificiellement contaminée suite à des traitements de concentration par centrifugation 
15 min à 3000xg (T1), de filtration à 0,45 µm et décrochage au SDS à 0,08% (T2), 

filtration à 0,45 µm et décrochage au désoxycholate/PEG à 0,1%/2,5% (T3) et filtration 
à 0,45 µm et dépôt direct (T4) 
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• Echantillon d’eau de station d’épuration 

Il n’a été possible de filtrer sur des membranes à 0,45 µm qu’environ 10 ml de l’eau issue de prélèvements 
en entrée et en sortie de la station d’épuration de Colombe, alors que la concentration par centrifugation n’a 
pas posé de problème technique. Concernant la force de centrifugation, nous avons augmenté celle-ci à 
7000xg pendant 15 min pour obtenir un culot de centrifugation compact. Pour garder une bonne sensibilité 
de la méthode sur des volumes concentrés important, la concentration des échantillons très contaminés 
comme ceux des eaux usées, des eaux de la Seine, ou des eaux de ruissellement, doit donc être réalisée par 
centrifugation à au moins 7000xg pendant 15 min. 

2.1.4 La supplémentation en antibiotique 

• Les microorganismes de contamination 

L’analyse des données par modèle linéaire généralisé indique que le traitement et le lieu de prélèvement 
expliquent la variation de la concentration des microorganismes de contamination (p<0,05). Toutes contions 
d’isolement prises en compte, le lieu de prélèvement conditionne la quantification des microorganismes de 
contamination, qui semble plus élevée à la prise d’eau de l’usine de potabilisation d’Orly, qu’aux prises 
d’eau de Joinville et de Ivry, avec respectivement en moyenne 3,25 log et 3,5 log en 48h d’incubation ; 
4,5 log et 5 log en 7j et 14j d’incubation (Figure 8). Pour l’ensemble des prélèvements, la densité des 
microorganismes de contamination semble se stabiliser en 7j en atteignant des valeurs semblables à celles 
observées en 14j. 

Tous lieux de prélèvement pris compte, en 48h la concentration des microorganismes de contamination 
atteint en moyenne 6,5 log et reste stable jusqu’à 14j d’incubation à +30°C sur milieu Middlebrook 7H11j 
sans antibiotiques (Figure 8). En présence de PANTA à +30°C, ces microorganismes de contamination 
n’atteignent que 3,5 log en 48h et se stabilise à 4,25 log en 7j. En présence de PANTAV à +30°C ou +20°C, 
ces microorganismes de contamination sont absents en 48h d’incubation ou non détectable (limite de 
détection inférieure : 2 log), et semblent être stable en 7j à hauteur de 3,75 log. En somme, la 
supplémentation en antibiotique PANTA, ainsi que l’adjonction de vancomycine permet de limiter les 
microorganismes de contamination de l’eau de la Seine, mais ne permet pas de prolonger l’incubation à 
+30°C ou à température ambiante au delà de 14 jours, en raison d’un envahissement des boîtes de culture par 
des moisissures. 

• Les mycobactéries 

Seulement sur le prélèvement de la prise d’eau de l’usine de Orly, trois souches de mycobactéries ont été 
isolées sur les milieux supplémentés en PANTA ou en PANTAV et incubées à +30°C ou à température 
ambiante, à des valeurs comprises entre 2,3 et 3,2 log sur chacun des réplicats. Néanmoins, il est à noter que 
la supplémentation du 7H11j en antibiotique PANTA avec ou sans vancomycine, permet d’isoler des 
mycobactéries à +30°C ou +20°C, qui par ailleurs n’ont pas été isolées du 7H11j sans antibiotiques. De plus, 
sur le milieu 7H11j supplémenté en PANTAV, les mycobactéries ont été isolées en 7j à +30°C et en 14j à 
température ambiante. La supplémentation en PANTA ou PANTAV, ne semble donc pas inhiber la 
croissance des MNT isolées et l’incubation à +30°C permet d’obtenir des MNT à croissance rapide plus 
rapidement qu’à température proche de celle de la Seine. D’autre part, les souches isolées ont été identifiées 
par séquençage partiel de l’ARNr 16S comme de l’espèce M. abscessus, M. bolletii, M. chelonae ou 
M. massiliense et l’espèce M. chelonae a été confirmée par séquençage partiel du gène hsp65 (Figure 5 et 
Figure 6). 
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Limite de détection : 2log 

Figure 8 : Evolution en 48h, 7j et 14j des microorganismes de contamination sur du 
milieu Middlebrook 7H11j sans antibiotique à +30°C (T1), supplémenté en 

antibiotiques PANTA à +30°C (T2), supplémenté en antibiotique PANTAV à +30°C 
(T3) et supplémenté en PANTAV à température ambiante (T4), dans de l’eau de Seine 
prélevée aux prises d’eau des usines de potabilisation de Joinville (P1), d’Ivry (P2) et 

d’Orly (P3) en 3 réplicats 
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2.1.5 La décontamination chimique 

• Les microorganismes de contamination 

Concernant les milieux sans antibiotiques, les méthodes de décontamination permettent de diminuer 
d’environ 3,0 log les microorganismes de contamination en passant d’environ 7,5 log à 4,5 log quelle que 
soit la méthode de décontamination chimique. Par analogie l’utilisation d’antibiotiques dans le milieu permet 
de faire passer les microorganismes de contamination de 7,5 log à 4,5 log si aucune décontamination 
chimique n’est effectuée. L’utilisation d’une méthode de décontamination chimique seule semble donc être 
aussi efficace que l’utilisation seule d’antibiotiques dans le milieu de culture. 

Quelle que soit la méthode de décontamination chimique utilisée, la concentration en microorganismes de 
contamination sur les milieux avec antibiotiques est toujours plus faible que celle sur les milieux sans 
antibiotiques, indiquant que l’effet de ces derniers n’est pas inhibé par la méthode de décontamination 
chimique (Figure 9). Cet écart entre la concentration en microorganismes de contamination sur les milieux 
avec et sans antibiotiques peut aller jusqu’à 3,0 log, et l’utilisation d’antibiotiques dans le milieu de culture 
en combinaison avec l’utilisation d’une méthode de décontamination chimique semble être préférable à 
l’utilisation séparée de ces méthodes d’élimination des microorganismes de contamination. 

Par ailleurs et quelle que soit la méthode de décontamination chimique, la poursuite dans le temps des 
dénombrements a été limitée par l’envahissement des boîtes de culture. Cet envahissement est 
principalement causé par des microorganismes présentant des formes sporulées, à savoir des Bacillus pour 
les milieux sans antibiotiques et des moisissures pour les milieux avec antibiotiques (Figure 9). 

Aucune des méthodes de décontamination chimiques n’a permis d’éliminer la totalité des microorganismes 
de contamination (Figure 9). Concernant les microorganismes de contamination sur milieu avec antibiotique, 
la méthode de décontamination chimique la plus décontaminante est la méthode au CPC (limitation des 
microorganismes de contamination de contamination jusqu’à 14j, qui atteint environ 2log à 35j 
d’incubation), vient en suite la méthode à l’acide oxalique et la méthode de Kubica (limitation des 
microorganismes de contamination jusqu’à 7j, qui atteint entre 2 et 3log à 35j d’incubation), les méthodes de 
Tacquet-Tison et de Petroff (limitation des microorganismes de contamination jusqu’à 7j, qui atteint environ 
3log à 35j d’incubation) et la méthodes Löwenstein (limitation des microorganismes de contamination 
jusqu’à 7j, qui atteint environ 5log à 35j d’incubation). 

• Les mycobactéries 

L’identification des bacilles acido-alcoolo résistants par séquençage de l’ARNr 16S et de hsp65 (Figure 5 et 
Figure 6) a révélé l’isolement des genres Nocardia et Rhodococcus respectivement par les méthodes de 
Kubica et Löwenstein (Figure 9). La confirmation par biologie moléculaire du genre Mycobacterium semble 
donc être une nécessité concernant l’eau de surface analysée (Figure 5 et Figure 6). 

Par ailleurs, sans décontamination chimique et sur milieu avec antibiotiques, Mycobacterium chelonae est 
dénombré dans des proportions semblables sur les trois prélèvements réalisés (2,5 log ; 2,2 log et 2,6 log). 
Par opposition, les MNT isolées par les méthodes de décontamination chimiques (M. setense, 
M. psychrotolerans, M. arupense ; M. llatzerense ; M. porcinum ; M austroafricanum et M. insubricum) 
n’ont pas été isolées pour chaque réplicas (Figure 9). Les différentes étapes de la décontamination chimique 
ne permettent donc pas de conserver une bonne répétabilité. Cette observation est certainement du à la 
létalité partielle des méthodes de décontaminations chimiques vis-à-vis des MNT [121]. Néanmoins, 
l’élimination des microorganismes de contamination est une nécessité pour isoler les MNT. L’utilisation 
d’antibiotiques doit être envisagée avant les méthodes de décontamination, mais la combinaison des deux est 
nécessaire pour traiter des échantillons très contaminés. 

Concernant la faculté d’isolement de différentes espèces de MNT, la méthode de Taquet-Tison semble être 
celle donnant de meilleurs résultats avec quatre espèces isolées (M. arupense ; M. llatzerense ; 
M. porcinum M austroafricanum), vient ensuite la méthode de Löwenstein avec deux espèces isolées 
(M. setense ; M. psychrotolerans), la méthode au CPC avec une espèce isolée (M. insubricum), puis les 
méthodes à l’acide oxalique, la méthode de Petroff, ainsi que la méthode de Kubica qui n’ont pas permis 
d’isoler de MNT. De plus, la forte charge en microorganismes de contamination des eaux de surface n’a pas 
permis d’isoler de MNT à croissance lente. 
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o : confluence de Bacillus ; * : confluence de moisissures ; --- : limite de détection inférieur 1,3log 

Figure 9 : Evolution sur du Middlebrook 7H11j des microorganismes non mycobactériens 
(boîtes à moustaches) et des bacilles acido-alcoolo résistants (barres grises) isolés de l’eau de 

la Seine à la prise d’eau de l’usine de potabilisation d’Orly en 3 réplicats 
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3 Développement d’une méthode de quantification par biologie moléculaire 
3.1 Contexte 

3.1.1 Une méthode de quantification alternative à la bactériologie 
Face à la difficulté de quantification des MNT par bactériologie en raison de la quantité importante de 
microorganismes non mycobactériens dans l’eau de la Seine et la longueur des incubations (jusqu’à 2 mois 
pour les MNT à croissance lente), plus la lourdeur du protocole (dilutions, ensemencement, lecture multiples, 
vérification par coloration de Ziehl…), nous avons entrepris d’explorer la possibilité de quantifier ces MNT 
par PCR (Polymerase Chain Reaction) en temps réel. Effectivement cette méthode de détection et de 
quantification pourrait être beaucoup plus rapide que la quantification par bactériologie, et donc envisageable 
dans un objectif d’analyse exhaustives. La méthode de bactériologie reste nécessaire pour analyser en détail 
les MNT (identification des espèces, résistance aux antibiotiques, caractérisation moléculaire…). 

3.1.2 Démarche du choix des amorces PCR 
Afin de s’assurer de la spécificité de méthode de PCR en temps réel en développement, il a été entrepris de 
sélectionner les amorces PCR de la littérature, et de les tester par PCR classique sur des souches non 
mycobactériennes isolées de la Seine et provenant de cultures de référence. 

3.2 Matériel et méthode 

3.2.1 Etude théorique 

• Les amorces de la littérature 

En 2007, il s’est avéré que la méthode de PCR en temps réel proposée sur le gène hsp65 [122] était non 
spécifique (PIREN_rapport_actionMNT2007) [63]. Une analyse théorique de la spécificité et de la sensibilité 
des amorces de la littérature sur les gènes sodA [54, 123-125], pncA [126], recA [127], rpoB [128-130], rrs 
[45, 54, 131-139], gyrA et gyrB [140, 141], et hsp65 [122, 124, 126, 128, 142-149], a donc été menée par 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) sur la base de données internationale GenBank du NCBI 
(National Center for Biotechnology Information), afin de les classer par ordre de priorité concernant le 
développement d’une PCR en temps réel (Figure 10). 

• La sélection des amorces 

D’après l’analyse théorique effectuée (Figure 10) et les tailles respectives d’amplification, les couples 
d’amorce SodF/SodR [123, 124], Z261/Z212 [54, 125], gyrBA/gyrBE [140], F119/R184T7 [141] et 
Tb11/Tb12  [122, 124, 126, 128, 142-149] semblent convenir au développement d’une PCR en temps réel de 
quantification des MNT. D’autre part les couples MycF/MycR [45, 136], 246/R266267 [131] et 110F/I571R 
[134] ont aussi été retenu en raison d’une spécificité relative indiquée par l’auteur. 
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Figure 10 : Sensibilité et spécificité théoriques (%) des couples d’amorces sens (F) et 

anti-sens (R) de la littérature vis-à-vis des gènes de ménage des mycobactéries (à 
gauche), des mycobactéries tuberculeuses (en haut à droite) et des mycobactéries non 

tuberculeuses (en bas à droite) 
3.2.2 Etude empirique 

• Création d’un souchier non spécifique 

Deux échantillons provenant pour l’un du pont de Choisy et pour l’autre du pont de Ivry, ont été dilués par 
dilution décimale et ensemencés sur des milieux non sélectif : TSA (Tryticase Soja Agar Yeast Extract) et 
TSS (Trypticase Soja Sang de Cheval), ainsi que des milieux sélectifs : Drigalski pour isoler les bactéries 
Gram -, Columbia CNA (Columbia Acide Nalidixique) pour isoler les bactéries Gram + et SAB (Sabouraud 
chloramphénicol) pour isoler champignons microscopiques. L’eau de la Seine étant un milieu oxygéné les 
cultures ont été effectuées en aérobiose à +30°C. Afin de sélectionner 50 souches de contamination les plus 
diverses possibles, il a été retenu des souches présentant des caractéristiques macroscopiques, microscopique 
(coloration de Gram) et physiologiques (recherche de la catalase et de l’oxydase) diverses. A ce souchier a 
été ajouté des souches de référence non isolées de la Seine, éloignées de MYC comme Helicobacter pylori et 
génétiquement proches des MYC comme des Corynebacterium, des Nocardia et des Frankia [2-4]. 
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• Identification du souchier de contamination 

L’identification des germes de contamination a été effectuée par extraction du génome et séquençage sens et 
anti-sens de 500 pb de l’ARNr 16S, via le séquenceur MicroSeq® ID Microbial identification V2.0, muni du 
logiciel d’acquisition ABI PRISM 3100 Genetic analyser et du logiciel de traitement Foundation data 
collection (Applied Biosystems). L’alignement des séquences entre elles a été effectué par un algorithme 
ClustalW via le logiciel BioEdit Sequence Alignement Editor © 1997-2007 version 7.0.9.0. Ce même 
logiciel a été utilisé pour comparer les alignements par matrices NJ (Neighborhood Joining) avec 100 
réitérations de calcul. Les matrices de guidage d’arbre ont été utilisées pour construire des dendrogrammes 
de distance génétique à l’aide du logiciel Dendroscope 2008 version 1.2.4. Les séquences de référence ont 
été obtenues sur GenBank (http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

• Extraction d’ADN pour amplification PCR 

Suite à une suspension cellulaire d’environ 5 µl dans 100 µl de TE à 1X (10 mM Tris ; 1 mM EDTA), 
l’ADN génomique des souches de mycobactéries, des souches isolées de la Seine et du souchier de référence 
ajouté au souchier non spécifique, a été extrait par choc thermique à +80°C pendant 1h pour les 
mycobactéries et à +95°C pendant 10 min pour les souches non mycobactériennes. Après centrifugation à 
16000 xg pendant 10 min, le surnageant a été récupéré et dosé à 260 nm par un spectrophotomètre Ultrospec 
3000 pro. La concentration en ADN de ce surnageant a été normalisé à 100 µg/ml dans du TE à 1X. 

• Vérification des inhibiteurs de PCR 

Afin d’éliminer des hypothèses sur la présence de molécules inhibitrices de PCR dans ces surnageants, il a 
été recherché par PCR la présence de gène liés à l’operon rrs, en utilisant des amorces universelles. Chez les 
bactéries le gène de l’ARNr 16S a été amplifié via le couple d’amorce du domaine Bacteria 8F/1512R [150], 
et chez champignons microscopiques le gène de l’ARNr 5.8S a été amplifié via le couple d’amorce universel 
des champignons microscopiques ITS1/ITS4 [151-154]. Une amplification positive de ces gènes témoigne 
d’une bonne qualité de l’ADN et de l’absence d’inhibiteurs de PCR. 

• Condition de PCR 

Les PCR de vérification de l’absence d’inhibition de PCR et de recherche d’amplification, ont été réalisées 
dans les mêmes conditions réactionnelles et suivant les cycles d’amplification décrits par les auteurs. Dans 
un thermocycler Biometra® T1 (Labgene), 2 µl des extraits d’ADN normalisé à 100 µg/ml ont été utilisés 
dans 23 µl de mix-PCR ; constitué de 13,9 µl d’eau ultra pure ; 5 µl de tampon 5X ; 1,5 µl de MgCl2 à 
25 mM ; 0,5 µl de dNTP à 10 mM ; 1 µl d’amorce sens et anti-sens à 20 µM et 0,1 µl de polymérase 
Gotaq®Flexi (Promega). Les amplifications PCR ont été observées par électrophorèse de 3 µl d’ADN 
additionné de 3 µl de LS (Loading Solution) à 2X (sucrose à 20% ; Tris HCl à 10 mM, SDS à 0,2% ; EDTA 
à 1 mM), sur un gel à 1% d’agarose LE (Roche), préparé dans du TBE à 1X (Tris 10 mM ; acide Borique 
89 mM ; EthylèneDiamine-Tétracétique 2 mM pH 8,0) additionné de BET (Bromure d’Ethidium) à hauteur 
6 mg/ml de gel. L’observation sous UV a fait intervenir une caméra High Performance CCD (Charge-
Coupled Device) Imaging System, munie du logiciel The Imager™ (Appligene). 
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3.3 Résultats et discussion 

3.3.1 Création d’un souchier isolé de la Seine 
Sur les 50 germes isolés de la Seine aux ponts de Choisy et d’Ivry, et présentant des caractéristiques 
macroscopiques, microscopiques et physiologiques différentes, 47 sont des bactéries (Figure 11) et trois sont 
des champignons microscopiques dont l’identification exacte reste à confirmer. Concernant les bactéries, la 
comparaison de l’ensemble des séquences d’ARNr 16S, a permis de confirmer l’appartenance des souches 
isolées de la Seine, majoritairement aux phylum γ-Proteobacteria, Actinobacteria et Firmicutes, et 
minoritairement aux phylum Bacteroides et α-Proteobacteria (Figure 11). 

 
Figure 11 : Dendrogramme Neighborhood Joining de comparaison de 500 pb de 
l’ARNr 16S, chez des bactéries isolées de l’eau de la Seine au niveau des ponts de 

Choisy et d’Ivry et présentant des caractéristiques microscopiques, macroscopiques et 
physiologiques différentes 
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Semi-qualitativement (Figure 12), les eaux de Seine des ponts de Choisy et Ivry ont une composition en 
microorganismes ressemblante. A ces deux points de prélèvement, il a été isolé des Pseudomonas (24% du 
souchier), des Micrococcus (10% du souchier), des Bacillus (10% du souchier), des Arthrobacter (8% du 
souchier), des Aeromonas (8% du souchier), des Staphylococcus (6% du souchier), des moisissures (6% du 
souchier), des Acinetobacter (4% du souchier) et des Rhodococcus (4% du souchier). Néanmoins, quelques 
différences sont à noter, comme la présence des genres Serratia, Leclercia, Kocuria, Escherishia et 
Brevundimonas uniquement isolés en faible proportion du pont de Choisy (2% du souchier pour chaque 
genre), et les genres Streptomyces, Microbacterium, Leucobacter et Flavobacterium uniquement isolés en 
faible proportion du pont d’Ivry (2% du souchier pour chaque genre). 
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Figure 12 : Proportions relative des microorganismes du souchier de cinquante germes 
isolés de l’eau de la Seine au niveau du pont de Choisy et du pont d’Ivry, et présentant 

des caractéristiques macroscopiques, microscopiques et physiologiques différentes 
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3.3.2 Spécificité des amorces 
Après recherche de l’ARNr 16S pour les bactéries ou de l’ARNr 5.8S chez les champignons microscopiques, 
et en comparaison aux témoins positifs (M. avium ATCC 25291 et M. gordonae ATCC 14470), les 
recherches d’amplifications par les couples d’amorces gyrbA/gyrbE ; Z261/Z212 ; SodF/SodR ; 
F246/R266267 ; MycF/MycR ; b11/Tb12 ; 110F/I571R et F119/R184 ont permis de calculer la spécificité de 
ces couples, respectivement de 0,00% ; de 18,18% ; de 45,10% ; de 56,90% ; de 79,31% ; de 93,10% et de 
94,83% (Tableau 2). Le couple d’amorce le plus spécifique F119/R184 [141], a permis d’amplifier fortement 
chez Rhodococcus equi, Nocardia cerradoensis, et Nocardia cummidelens, une région présentant une taille 
semblable à la région cible du gène gyrB chez les mycobactéries. Le second couple le plus spécifique 
110F/I571R, a permis d’amplifier faiblement des régions de taille semblables à celles des mycobactéries 
chez un Bacillus, un Flavobacterium, un Aeromanas media et Corynebacterium pseudodyphtericum. 

Tableau 2 : Résultats de l’étude de spécificité aux mycobactéries de couples d’amorces 
utilisés pour amplifier par PCR de régions des gènes sodA, gyrB et rrs chez des souches 

isolées de la Seine et des souches proches des mycobactéries 
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4 Perspectives 
4.1 Bactériologie 

La combinaison de la concentration par centrifugation, de l’utilisation des antibiotiques PANTAV dans le 
milieu de culture 7H11j, et de la méthode de décontamination chimique de Tacquet-Tison, semble être la 
meilleurs pour isoler et quantifier par bactériologie les MNT de l’eau de surface. Néanmoins, en raison des 
microorganismes de contamination et notamment des moisissures, il n’a été possible que d’isoler des MNT à 
croissance lente. A ce sujet, une méthode d’élimination de ces microorganismes à formes sporulée est à 
l’étude. Une norme en milieu aqueux de quantification des MNT qui fait défaut et qui est notamment 
demandé par des professionnels comme l’hôpital Charles-Foix (E. Cambau) et des usines de potabilisation 
(Veolia environnement), pourra par la suite être proposée à l’AFNOR (Agence Française de Normalisation). 

4.2 Biologie Moléculaire 

4.2.1 Développement de méthode 
Les deux amorces très spécifiques retenues seront utilisées pour tester deux PCR en temps réel de chimie 
TaqMan sur le souchier non spécifique et un souchier des MYC représentatif de la matrice aqueuse, qui est 
actuellement en culture (§ 1.4). Le couple 110F/I571R qui cible le gène rrs, ne nécessitera pas de le dessin 
d’une sonde car cette dernière a déjà été publiée pour des applications en milieu médical [134]. Il sera donc 
vérifié si cette sonde permet de ne pas détecter par chimie TaqMan le génome de Bacillus, de 
Flavobacterium, de Aeromanas media et de Corynebacterium pseudodyphtericum. Entre les amorces 
d’amplification PCR F119/R184, qui ciblent le gène gyrB [141], il sera hybridé une sonde dessinée, afin de 
ne pas amplifier le génome des bactéries Rhodococcus equi et Nocardia sp., qui ont été isolées de la Seine. 
Pour se faire des séquences de mycobactéries de cette zone du gène gyrB publiées précédemment [141], ont 
été alignées avec des séquences de germes non mycobactérien proches des mycobactéries, afin de définir une 
zone à la fois conservée chez ces mycobactéries et polymorphe chez ces germes non mycobactérien (Figure 
13). 

 
Données modifiées de Fukushima et al. [141] 

Figure 13 : Alignement de séquences de mycobactéries et de genres apparentés et zone 
envisagée pour hybrider une sonde TaqMan (centrale) sur l’amplification partielle du 

gène gyrB via le couple d’amorces F119/R184 (droite et gauche) 
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4.2.2 Application sur le terrain 
Dans l’objectif d’identifier les sources ponctuelles de MNT en Seine, différentes campagnes de prélèvement 
ont été envisagées et certaines ont été effectuées. 

• Campagne réalisée 

La méthode de PCR en temps réel présentant la meilleure sensibilité et spécificité, sera appliquée à des 
échantillons d’eau d’une campagne de prélèvement réalisée cette année au déversoir d’orage de Clichy, qui 
ont été conservés en congélation. Cette campagne a consisté à suivre la nappe de déversement unitaire dans 
la Seine engendrée par l’orage du 07/08/08. A cette date, il a été déversé 600 000 m3 en 6h d’eau ruisselante 
dans la Seine qui avait un débit de 200 m3/s. Pour cette campagne, il a été prélevé de l’eau de la nappe 
déversée en surface et en profondeur (environ 5 m). Cette nappe a été suivie pendant sa progression aval, via 
la mesure de la conductivité et de l’oxygène dissous, qui présentées des valeurs nettement inférieures à celles 
de la Seine. Trois points en surface et profondeur, ont été réalisés pour ce suivi de la nappe. De plus, un 
prélèvement en amont du rejet a été réalisé afin d’avoir un point de référence du temps sec. Le rejet à quant à 
lui était prélevé au cours du temps afin de réaliser un échantillon moyen reconstitué en fonction du débit de 
déversement avec un pas de temps de 5 min. Ainsi, il sera déterminé si les rejets de temps de pluie et une 
source ponctuelle de MNT. De plus, le devenir des MNT dans la nappe sera décrit concernant leur 
sédimentation potentielle. 

• Campagnes en prévision 

En 2009-2011, il sera effectué une campagne de prélèvement dans la Seine en amont et aval de rejet des 
stations d’épuration Parisienne (Seine amont, Seine centre, Seine aval, Grésillons) et à la confluence de la 
Seine avec la Marne et l’Oise en collaboration avec le SIAAP (Syndicat Interdépartemental pour 
l'Assainissement de l'Agglomération Parisienne). De plus, il est aussi prévu d’effectuer des prélèvements 
dans la Seine en amont et aval de rejets hospitaliers avec la collaboration du CRECEP (Centre de Centre de 
Recherche d’Expertise et de Contrôle des Eaux de Paris). Il sera ainsi possibles d’évaluer si les rejets de 
stations d’épuration et les rejets d’hôpitaux sont des sources ponctuelles de MNT. 
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