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1. INTRODUCTION

1.1 Missions et Objectifs du CNR

Les objectifs du Centre National de Référence Hesoli et Shigella(CNR-ECS) sont de
surveiller au niveau national et de caractérisersiuches dg&. coli et Shigellasur le plan
moléculaire afin d'analyser leurs diversités gépés et leurs facteurs de pathogénicité.

Le cahier des charges du CNR-ECS répartit les nossi entre le CNR de l'Institut Pasteur
(CNR-IP) et le laboratoire associé au CNR situ€'lddpital Robert Debré (RD).

Pour une meilleure compréhension du présent rappdet terme CNR-ECS-LA sera utilisé
pour décrire des activités ou des données commuanes deux laboratoires et les termes
CNR-ECS et LA-RD seront utilisés séparément pourcriie les activités spécifiques de
chacun des laboratoires.

Les missions du CNR-ECS-LA se répartissent de taemasuivante :

Pour les E. coli responsables d’'infections digessv.

- Contribuer au développement du diagnostic de imeutdes infections at. coli
entérohémorragiques (EHEC) et en particulier #&escoli producteurs de Shiga-toxines
(STEC) dans les laboratoires de diagnostic (CNSEB).

- Contribuer a la surveillance des infections a STEscherichia coliproducteurs de Shiga-
toxines) et du syndrome hémolytique et urémiqueBkEn lien avec l'Institut de Veille
Sanitaire (InVS), en confirmant l'infection a STE@r sérologie (CNR-ECS), et/ou mise en
évidence de STEC dans les selles (CNR-ECS-LA).

- Participer, en lien avec I'InVS, a l'investigatide cas groupés par typage des souches et
comparaison de souches isolées chez les maladingtd’autres sources en collaboration
avec les structures en charge de la surveillancd’@udes ponctuelles sur les STEC chez
'animal, dans les aliments et dans I'environnenteties que I'Ecole Nationale Vétérinaire
de Lyon et TANSES.

- Contribuer a des études de recherche appliqUeR{ECS-LA).

- Contribuer avec I'InVS aux réseaux de surveilbanuternationaux et en particulier
européen (Enter-Net) notamment dans le cadre gmliGation de la directive zoonoses
2003/99/CE (CNR-ECS-LA).

- Contribuer a l'alerte en signalant a I'lnVS taéénement inhabituel : augmentation du
nombre de cas, survenue de cas groupés, appaliti@ouches inhabituelles (CNR-ECS-
LA).

Pour les E. coli responsables de méningites néofetta (LA-RD)

- Développer et mettre en ceuvre des techniqueypmime et de génotypage des souches
permettant de les caractériser (typage, génotypagereinte de virulence) et de distinguer
les souches responsables de cas groupés de aglmnt responsables de cas sporadiques et
I'affiliation des souches aux différents clones.

- Développer en liaison avec I'InVS, un réseau deveillance basé sur les laboratoires
correspondants hospitaliers permettant de constitne banque de souches isolées dans le



LCR et de suivre I'évolution des caractéristiqguescds infections et leurs facteurs de risque
(letalité, séquelles neurologiques, etc.).

- Etudier et suivre la résistance des souches mtibiatiques.

- Apporter une expertise pour une aide au diagnodés méningites décapitées par
antibiothérapie.

- Contribuer a l'alerte en signalant a I'lnVS taéénement inhabituel : augmentation du
nombre de cas, cas groupés, formes cliniques athesunhabituelles, etc.

Pour les Shigella (CNR-ECS)

- Suivre les tendances évolutives temporelles déférentes especes dBhigella en
s’appuyant sur un réseau de laboratoires d’anatysésologie médicale sur tout le territoire.

- Suivre I'évolution de la résistance d8higellaaux antibiotiques et des mécanismes de
résistance en liaison avec le CNR de la résistangentibiotiques.

- Contribuer a la détection et l'investigation @as groupés en lien avec I'InVS.
- Contribuer a des études de recherche appliquée.

- Patrticiper, en lien avec I'InVS, aux réseaux ueveillance et d’alerte internationaux et en
particulier européens.

- Contribuer a l'alerte en signalant a I'InVS, tatténement inhabituel : augmentation du
nombre de cas, survenue de cas groupés, modificdéis profils de résistance, apparition de
souches inhabituelles, etc...

Toutes ces missions sont possibles avec la codibarde nombreux hopitaux et laboratoires
répartis dans toute la France et a une collaborétimite avec I'InVS.

1.2Résumé des activités 2011

Au cours de I'année, un total @&25 souches, 998 prélévements de selles et 61liraéont
été analysés au CNR-ECS-LA, ce qui représente ugmentation de 17,2 % de son activité
par rapport a I'année 2010 au cours de laquellEN&-ECS-LA avait recu, 2325 souches,
405 prélévements de selles et 421 sérums.

L’analyse de cette augmentation en tenant compt&ackvité E. coli ou Shigellaet du type

de prélevement montre que celle-ci concerne l'aéthE. coli (1978 souches, 998
prélevements de selles et 611 sérums par rapd&@H@ souches, 405 prelévements de selles
et 421 sérums en 2010, ce qui représente dansrcligsucas, une augmentation d’'activité
respectivement de 27,6%, de 146,4% et de 45,1%.

Cette augmentation importante s’explique en grgpadie par la survenue en France, en
2011, a la méme période (juin-juillet) d’'une pafyne épidémie &. coli O157:[H7] dans le
Nord Pas-de-Calais, ayant touché 18 enfants agés@&@mois et 10 ans qui ont développé un
SHU et d’autre part, de la survenue de 15 cas d¢ i@entifiés en Gironde dus a une souche
de E. coli O104:H4 productrice de Shiga-toxine et de bétataese a spectre élargi,
génétiquement reliée a la souchecoli 0104:H4 responsable de I'épidémie allemande.



En effet, la large médiatisation de ces épidémiemmpreuses sollicitation des meédias,
conférences, communiqués de presse), le déclendhathme alerte européenne (EWRS),
'approfondissement des enquétes et des invesiigatpour connaitre l'origine de la
contamination ont eu, pour effet, de limiter I'amyl des épidémies survenues en France en
identifiant rapidement la source des contaminateirdans un deuxiéme temps de sensibiliser
les laboratoires de biologie médicale sur l'intédét surveiller les infections auk. coli
entérohémorragiques (EHEC).

Les nombreuses sollicitations de nos laboratoiegstgdéphone pour avoir des informations
sur les modalités d’envoi des préléevements au CHH®, conseils sur le diagnostic des
infections a EHEC et la demande de souches d’EH&E [@ mise en place de techniques
PCR attestent également de la volonté des labozatdie biologie médicale d’améliorer la
détection de ces infections.

Quant a l'activitéShigellg elle a connu une Iégere baisse puisque le CNRRw@a670 souches
et 219 fiches d’informations contre 761 souche®5€ fiches d’informations en 2010 soit un
total de 889 souches répertoriées au CNR-ECS f{aurde 2011 contre 1011 en 2011 ce qui
représente une diminution de 13,7 %.

Cette diminution se retrouve également au niveamatubre de laboratoires ayant expédie
des fiches d’informations sur I'isolement de sowscde Shigellapuisque I'on passe de 686
laboratoires en 2009 a 329 en 2011 soit une dimoinude 52 %. Une des raisons probables
expliguant cette diminution pourrait étre la pavatide 'ordonnance 2010-49 du 13 janvier
2009 obligeant les laboratoires de biologie médiéaétre accrédités par le COFRAC selon la
norme NF EN ISO/CEI 15189 pour la totalité de leactvités d’ici 2016. La mise en place
d'un systeme de management de la qualité dansabesdtoires ayant un codt important a
entrainé la mutualisation des moyens des laboeg@rivés en créant des plateaux techniques
et des laboratoires multi-sites réduisant aingidenbre de structures participant a la veille
microbiologique. Cette diminution est aussi con&ampour linscription au CNQ en
bactériologie générale (2253 laboratoires partitipau 2" semestre 2011 contre 3380 au
1*" semestre 2009, -33%, données AFSSAPS)

1.3 Les équipes
1.3.1 Le CNR-ECS : Effectif / Qualification du Personnel

- Effectif par catégories de fonctions

L'Unité de Recherche et d’Expertise des Bactérahd®yenes Entériques (UBPE) a été créée
en 2010 et a remplacé le laboratoire des Bactétabogenes Entériques. Cette unité est
dirigée par le Dr Francois-Xavier Weill et regroupe CNRE. coli et Shigellg Salmonella
Vibrions et choléra et le CCOMS d8almonellaLe personnel du CNE. coli et Shigellase
répartissant de la fagon suivante:



Nom - Prénom Libellé Emploi ETP
M. WEILL Francois-Xavier Médecin biologiste 0,30
Mme GOUALI Malika" Pharmacienne, microbiologiste -
Melle MACE Muriel Pharmacienne biologiste 0,80
M. LE HELLO Simon Pharmacien biologiste 0,10
Mme CARLE Isabelle Technicienne supérieure de laioie 1,00
Mme LEJAY-COLLIN Monique Technicienne supérieureldeoratoire 1,00
Mme Corinne RUCKLY Technicienne supérieure de labmre 1,00
Mme GOMIS Dakatheare Secrétaire 0,25
Mme HAY Laurencé Secrétaire
Mme Colette PRETESAC Agent de Laboratoire D,15
TOTAL ETP 4,30

!: Arrivée de Malika Gouali au CNR le 03/07/2011remplacement de Melle Muriel Macé

2:Arrivée de Laurence Hay au CNR le 01/03/2011 erptacement de Mme Dakatheare GOMIS

- Francois-Xavier Weill, Médecin-biologiste, Doctorat d’Université, anciénterne et

Assistant Hospitalier Universitaire.

- Malika Gouali, pharmacienne microbiologiste, DESS en sécuriiéaee des aliments.
- Simon Le Hello Docteur en pharmacie, DES de Biologie MédicaleADancien interne de

'AP-HP.

1.3.2 Le laboratoire associé (LA-RD) : Effectif / Qalification du Personnel

- Effectif par catégories de fonctions

Nom - Prénom Libellé Emploi ETP
M. BINGEN Edouard PU-PH 0,2
Mme MARIANI-KURKDJIAN Patricia |PH 0,4
M. BONACORSI Stéphane MCU-PH 0,2
Melle BALIERE Charlotte 1

1.3.3 Démarche qualité

CNR-ECS

En 1996, les Centres Nationaux de Référence (CNR)lmstitut Pasteur ont entrepris une
démarche qualité pour suivre le référentiel GBEA agpuis 2008, dans le cadre des
inspections AFSSAPS, les exigences des arrété® guill®t 2004 et du 16 juillet 2007 liés

aux Micro-Organismes et Toxines (MOT).



En septembre 2010, un état des lieux des dispositqualité des CNR et des services
supports (Service QSE-DD, Péle équipements, Déparie Achats, DRH,...) de l'Institut
Pasteur assurant un appui efficace et maitriséCNR a été dressé.

La Direction déléguée Environnement-Seécurité-Logist (ESL) apporte ses ressources et
son expertise dans I'accompagnement du projet dBditation ISO 15189 partielle des CNR
(envoi des actes de candidatures pour l'accréditativant le 31/10/2012 et obtention de
'accréditation ISO 15189 partielle avant le 31 r28i3) et compléte (avant le 1/11/2016)
conformément a 'ordonnance du 13 janvier 201Qtiredaaux activités de biologie médicale.

Projet ISO 15189 des CNR de I'Institut Pasteur :

> Bilan 2011 :

1. Projet piloté par le service QSE-DD en collaboratvec la Direction Médicale et la
Coordination des Centres de Référence

2. Appui méthodologique par des consultants extéripassédant une expérience des
démarches qualité d’accréditation ISO 15189

3. Discussion avec la direction générale de la sambé&arnant les activités spécifiques
des CNR par rapport a des LBM « classiques »

4. Mise en place des dispositions en matiere de geslio matériel, RH, gestion
documentaire et achats

5. Acquisition d’'un SGL pour la gestion des non confités, actions d’amélioration et
audits qualité pour les CNR

> Perspectives 2012 :

1. Sélection des CNR avec une avancée sigtiifcdans le déploiement du plan d’action,
pour le dép6t de dossier de candidature au COFRAG®bre 2012 : Mars 2012

2. Lancement d’'un groupe de travail technigueeir mutualiser la méthodologie en
matiere de vérification/validation de méthode : 2012

3. Audit blanc ISO 15189 : juillet 2012

4. Revue de direction : octobre 2012

5. Dépobt de dossier au COFRAC : octobre 2012

Le LA-RD

Le Laboratoire Associé s’est également engagé da@siémarche Qualité pour ses activités
spécifiqgues qui sont réalisées au sein du senachklidrobiologie de I'hnépital Robert Debré
qui a également choisi comme référentiel, le GBBA.plus, en raison de I'obligation faite
aux laboratoires de biologie de respecter la noiire EN ISO 15189, le service de
Microbiologie ainsi que le Pdéle de Biologie de fii@&l Robert Debré sont entrés dans la
démarche d’accréditation pour 2013. Des procédspésifiques a l'activité du laboratoire
associé ont été redigées : procédures générategdures pré-analytiques, analytiques et
post-analytiques.



1.4 Les locaux et équipements

1.4.1 CNR-ECS (Institut Pasteur)

Le CNR ECS, le CNR des Vibrions et du Choléra, NRCet le CCOMS deSalmonellafont
partie de I'Unité d’Expertise et de Recherche dast&ies Pathogenes Entériques dont les
locaux se situent ali'd étage du batiment Biotop.

Les activités du CNR-ECS ont lieu dans les pieoesastes :

- Pieéce bureaux* : directeur du CNR (piece 4aeda@ur adjoint (piéce 3a), secrétariat (piece
03/04), et 3 techniciennes (piece 5) avec un atdir par personne.

- Laboratoire P2 avec PSM (piece 06/09)*

- Une petite piece climatisée pour les PCR et élpbbreses en agarose et en champ
pulsé (piece partagée avec les autres CNR et lai@sde I'étage)

* Commun aux autres CNR de BPE.

Pour réduire les codts, le circuit des souches@simun pour tous les CNR de l'unité BPE
(ouverture des paquets en P2+, enregistrement mfesmiations épidémiologiques au
secrétariat, local commun pour conserver les s@Jchiece matériels et chambre froide
communes).

Matériel, équipement de la structure actuelle

- Equipement habituel d’un laboratoire de bactéga : enceintes climatiques (+4°C, 30°C,
37°C, réfrigérée de 4° a 30°C)

- Postes de sécurité microbiologique de type B)(x

- Matériel d’électrophorése en agarose et d’hyhidda capture électronique d'images*

- Thermocycleurs (x 5)*

- Appareil d’électrophorése en champ pulsé Bior&dlD(x2)*

- Systeme automatisé de lecture et d’interprétat@mtibiogrammes Sirscan (I2A) avec
logiciel d’épidémiologie*

- Equipement informatique : 4 ordinateurs Macint@sh réseau protégé, sauvegardes des
données assurées sur serveur, 3 PC*

- Congélateurs a —80°C (x4) *

- Laverie et autoclaves. *

* Partagé avec les autres CNR de I'Unité

Moyens extérieurs a la structure :

- Collaboration importante avec la Plateforme deoggpage des pathogénes et de Santé
Publique de l'Institut Pasteur (PF8) pour les défés projets de recherche impliquant du
séquencage a haut débit (lllumina) et MLST.

- Structures transversales notamment (CIBU, Platexd génomique Puces a ADN,
séquences, Coordination épidémiologique), mais i aless structures disponibles sur le
campus (animaleries, etc....) et nécessaires auxomssdu CNR.

- Réseau informatique de I'lP.
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- L'assistance d’Epiconcept pour le bon fonctioneamet I'amélioration du logiciel
« Lagon » utilisé en routine au CNR depuis noven#@@9 pour enregistrer les analyses et
éditer les résultats.

1.4.2 Le LA-RD (Hopital Robert Debré)

Le Laboratoire Associé est situé dans le Servicklideobiologie de I'Hbpital Robert Debré.
Il comprend :

- Une piece pour I'étude des selles avec un passedurité microbiologique pour I'isolement
et l'identification de<E. coli (local dédié au Laboratoire Associé).

- Une piece pré PCR avec poste de sécurité PCRutamommuns).

- Une piéce climatisée dédiée aux électrophoréseagarose et au champ pulsé (locaux
communs).

- Une chambre froide (locaux communs).

- Bureaux médicaux.

Matériels et Equipements de la structure actuelle

Matériel appartenant au laboratoire :

- Poste de sécurité microbiologique de type |l
- Etuve

- Microscope

- Centrifugeuse

- Réfrigérateur

- Congélateur a —20°C

En commun :
- Piece pré PCR avec poste de sécurité PCR
- Une piece climatisée comprenant :
o0 Thermocyclers (x 3)
o Appareil d’électrophorése en champ pulsé (Chef megpioRad)
- Piéce post PCR comprenant
o Matériel d’électrophorese en agarose
o Appareils de capture électronique des images (GetXRS /BioRad et
Biocapture/Vilbert Lourmat)
- Laverie
- Réserve matériel en verre et matériel plastiqusage unique
- Chambre froide
- Congélateurs a —80°C (x 4)
- Logiciel de gestion des laboratoires (Lab400)
- Equipements informatiques de bureau en réseatégiroavec sauvegarde en salle
informatique centrale de I'hopital
- Bureaux médicaux

Moyens extérieurs a la structure
- Acceés a la structure universitaire EA 3105
- Utilisation d’un prestataire de service (Génomeress) pour le séquencage d’ADN
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2. ACTIVITES D'EXPERTISE

Actuellement, la seule connaissance du sérotypgedsouche dE. coline permet pas de dire
si celle-ci est pathogéne. Pour pouvoir affirmen saractére pathogéne, il est nécessaire de
mettre en évidence les genes de pathogénicité.

Bien que la virulence de chaque pathovar soit nfadtiorielle, I'identification courante
repose sur la recherche d’un facteur de virulermgaatéristique de I'effet pathogéne ou des
géenes qui en contrélent I'expression, et parfois lsurecherche d'une caractéristique
phénotypique associée a la virulence.

2.1Capacité technique du CNR

2.1.1 Techniques du CNR-ECS

a. Techniques d’identification du genre, des espexet des sous-espéeces

Bactériologie classique

- Possibilité de culture sur différents milieux (Caigki, TSA, BCP, XLD, Hektoen, Kligler
Hajna, Mannitol-Mobilité, Mac Conkey-sorbitol, CHR@gar STEC).

- Tests biochimiques réalisés en macro-galerie :

Fermentation du Lactose, du Mannitol, du Dulcithi, Rhamnose, du Xylose et du Glycérol.
Production d’o-nitrophenyl-beta-D-galactopyranosidg@NPG), de Gaz/Glucose, de
Gaz/Mannitol, de sulfure d’hydrogéne,g), et de la tétrathionate réductase (TTR). Aiivi

Lysine décarboxylase (LDC), Ornithine décarboxyl@@BC), tryptophanase (indole) et béta-
glucuronidase. Possibilité de réalisation de mgaterie (APl 20EBioMérieux).

Autres méthodes de différenciation d'espéces @ébsen routine

- La recherche paPCR du geneiudA, codant pour la béta-glucuronidasela présence de
ce géne permet de valider I'identificati&in coli —Shigella

- La détection par PCR des genes codant pour l'ingvité (jal et ipaH) pour différencier
une souche déficiente d&e coli d’une Shigella Ces genes sont aussi présents chei.lesli
entéroinvasifs (EIEC), mais ces derniers sont fauss.

Autres méthodes de différenciation d’espéces ablEs si besoin

- Le séquencage du genpoB (codant pour la sous unité béta de 'ARN polymérasemet

de vérifier 'appartenance des souches aux gdaresli-Shigellaou de les classer avec les
autres entérobactéries correspondantes grace anipacaison aux bases de données de
I'Unité BPE.
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b. Techniques d’identification des sérotypes dE. coli et Shigella

Le sérotypage classique

* Shigella

Le sérotypage completpar agglutination permet d’identifier 20 sérotypds S.
boydii, 17 sérotypes d8. dysenteriaet 6 sérotypes d8. flexneri Les souches d8. sonnei
sont divisées en 5 biotypes en fonction des carextéiochimiques. Les sérums utilisés sont
commercialisés par Eurobio ou Sifin, quelques sérapgcifiques sont fabriqués dans I'Unité
BPE.

* E. coli

Le sérotypage partielest effectué avec les antisérums O1, 02, 018, 026, 044,
055, 078, 086, 091, 0103, 0111, 0114, 0118, 0112400125, 0126, 0127, 0128,
0142, 0145, 0157, 0158, 0164 et H7. |l est tréfscde d’obtenir des sérums spécifiques
de bonne qualité pour le sérotypage Hesoli. Les sérums utilisés proviennent de différents
fournisseurs (Eurobio, Sifin). Chaque sérum subitontrdle qualité a réception.

Le sérotypage moléculaire

L’agglutination des souches de. coli est la technique de base, mais cette méthode
immunologique est trés souvent mise en défaut foucoli en raison d’'un nombre de
sérotypes tres élevé (plus de 170 antigénes O ednfi@enes H connus) et le schéma
antigénique n'est pas exhaustif (a la difference SEmonella).Pour lesk. coli stx+ et
Shigellg le sérotypage moléculaire est utile quand lesclsesl ne sont pas sérotypables
(nouveaux seérotypes en l'absence d’antisérums fapuées ou quand les souches sont
autoagglutinables [rough]).

- Le sérotypage moléculaire O de&. coli et Shigella par rfb-RFLP, mis au point
dans I'Unité BPE (Pr P.A.D. Grimont) consiste ereumalyse des profils de restriction
obtenus par amplification de la région génétiqtle (antigene O, environ 20kb) puis
restriction enzymatique avedbol. Les profils de restriction ainsi obtenus soninparés a
une base de données dans le logiciel BioNumerioctgenant 250 profils déterminés pour 148
sérogroupes O dE. coli et 35 sérotypes dshigella Les antigenes O déterminés de facon
moléculaire sont notés R (et non « O »).

- Le sérotypage moléculaire de I'antigene H par séqueage du gendliC. Il permet
de déterminer le « H » moléculaire (hommé « F »)qumparaison a la base de données de
I'Unité BPE qui comprend les séquences de 92 ggestygeE. coliet pres de 40 sérotypes de
Shigella

c. Détection des génes de pathogénicité par PCR

La panoplie des génes de pathogénicité présentskEchepli est imposante. La détection par
PCR (multiplex ou simplex) de tous ces genes saiffe sur souches isolées ou directement
sur les selles. Les génes suivants sont recheechgsorité :

- Les genestx (vt) codant pour les Shiga-toxines ou Verotoxines ¢bgE. coli producteurs
de Shiga-toxines (STEC ou EHEC) ou encore @tagella dysenteriag (Shiga-toxine 1).
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Il nous est possible de sous-typer le g&been 6 variants par un systeme de PCR et
restriction enzymatique.

- Le gene d’adhésioeae codant pour une adhésine « d’attachement et d&fient aux
cellules épithéliales, I'intimine responsable déeksion». Ce géne est reconnu comme facteur
de pathogénicité important chez les STEC eElexoli entéropathogenes (EPEC).

- Le geneshlyA (hlyA) codant pour I'entérohémolysine. Ce géne est ptétans 90% des cas
chez les STEC.

En fonction du contexte (suspicion d’épidémie Béen des multiples pathovars entériques ou
lors d’'un tableau clinique sévere) plusieurs aug@ses de virulence peuvent étre recherchés
par PCR. Il s’agit des genes de toxgtetlt deskE. colientérotoxinogenes (ETEC), des génes
astA et aggR desE. coli entéroaggrégants (EAgEC), des génes codant powdlaessines
PAP, SFA, AFAchez des souches responsables de diarrhées aathogenes (UPEC), des
genescnfl etaerchez des souches responsables de septicémie.

d. Techniques de sous-typage dé&s coli et Shigella

L’électrophorése en champ pulsé (PFGE)aide de différentes endonucléases (méthode
standardisée PulseNet). Méthode de référence drélectuelle pour le sous-typage.

e. Techniques d’étude de la sensibilité aux antidigues deskE. coli et Shigella

- L’antibiogramme par diffusion en milieu gélosélia 32 antibiotiques testés (suivant les
recommandations du Comité de I’Antibiogramme d8daiété Francaise de Microbiologie) et
détermination de la CMI & tous les antibiotiqueslpanéthode E-test (BioMérieux),

- L’étude des mécanismes de résistance aux angbest (caractérisation des genes de
résistance, de leur environnement génétique etuteslipport).

f. Sérodiagnostic lors des cas de syndrome hémotytie et urémique (SHU)

Seule la recherche dans le sérum des patientsatigrg anti-LPS (IgA et IgM) dirigés contre
un panel de 23 sérogroupes He coli frequemment associés a la survenue de SHU est
effectuée. Le diagnostic se base sur la recheremtiabrps anti-LPS car le taux d’anticorps
anti-Shiga-toxine est trop faible pour étre détieleta

La technique utilisée est celle du line-blot » avec 8 LPS purifies (026, 055, 091, 0103,
0111, 0128, 0145, 0157 d& col) ou 24 LPS (01, 02, 04, 014, 026, 029, 055, 091,
0103, 0104, 0105, O111, 0O113, 0115, 0118, 0127,80M 36, 0145, 0153, 0157,
0163, 0164 dé&. coli et O30 deSalmonella est utilisée. La recherche est effectuée sur 2
sérums : le ¥ prélevé le plus tot possible aprés le début du SHY et le 2" prélevé
environ 15 jours apres (J15). Cette méthode estutike dans la surveillance des SHU quand
la bactérie n’est plus retrouvée dans les selles.
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2.1.2 Techniques du LA-RD

Elles sont, pour la plupart identiques, a celle€tR —ECS :

a. Diagnostic/identification

= Mise en culture sur milieux spécifigues: Mac Conkgorbitol Cefixime
Tellurite (BioMérieux), Milieu chromogéne pour erdBactéries et milieu de
Drigalski

= Agglutination par des antisérums (BioRad et Sifin)

= |dentification biochimique sur galerie API20E (Bi@kieux)

» PCR spécifique des genes de virulensix], stx2 eae hlyA

=  Groupage phylogénétique

b. Typage
= Sérotypage par PCR multiplex permettant de détdetersérotypes les plus
fréquemment retrouvés dans les pathologies liéesERMEC : 0157, 026, 0111,
055, 091, 0103, 0145. Les sérotypes 0104 et O1P&térajoutés a cette PCR
multiplex
= RAPD, Rep -PCR
= PFGE
= Puces: 77 cibles et 11 sérotypes

c. Sensibilité aux anti-infectieux :
étude par méthode de diffusion en milieu gélosééhode du E-test pour la détermination de
la sensibilité a I'azithromycine

2.1.3 Liste des marqueurs épidémiologiques disponds

Lors d’investigations d’épidémies, la plupart deshniques exposées précédemment sont
utilisables pour le suivi de I'épidémie. Pdar coli, nous réalisons en priorité, le sérotypage
(par agglutination ou moléculaire) et effectuongdaherche des génes de virulence. Par la
suite, 'empreinte génétique des souches est éégliar PFGE.

Dans le cas d&higella,le sérotypage est lui aussi essentiel pour vérifiee c’'est bien le
méme sérotype et le PFGE peut aussi étre utilisé y@rifier la clonalité des souches mais la
diversité est moins grande que celle observée dbeeoli. Il peut étre trés intéressant dans
certains cas de se baser aussi sur le profil delskié aux antibiotiques.

Toutes les techniques décrites précédemment pe@mntutilisées en association comme
marqueurs épidémiologiques.

2.1.4 Collection de souches

Au CNR-ECS, toutes les soucheskKlecoli et Shigellaont été conservées au laboratoire, sur
milieu gélosé sans glucose, depuis plus de 30 @ansjui représente plusieurs dizaines de
milliers de souches conservées avec leurs infoomstmicrobiologiques et cliniques (si

disponible). Ceci permet des études rétrospectivesévolution des types ou des résistances
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aux antibiotiques. Les souches importantes sonplea conservées a —80°C, parmi ces
souches, on trouve :

- les souches de référence pour les genes de patbibgéieE. coli.

- les souches de référence des différents sérotygedi@our le typage moléculaire.

- toutes les souches du CNR possédant des géneshdgéduacité, particulierement les

Shiga-toxines,

- les souches d8. dysenteriade type 1.

- les souches dshigella présentant une résistance particuliere aux atitijpies.
Pour les autres souches, elles sont ensemencégélase de conservation et une piéce
climatisée est réservée aux collections de soudeNR.

Au LA-RD a I'hopital Robert Debré, les souches soanservées a —80°C dans une piéce
dédiée. Plusieurs collections de souches humaarmgsassi disponibles depuis 1987 :

- Les souches deé. coliresponsables de SHU de I'enfant.

- Les souches dg. coliresponsables de méningites néonatales

- Les souches de. coliresponsables d’infections urinaires de I'enfant.

2.1.5 Techniqgues recommandées par le CNR-ECS-LA :

Concernant le diagnostic des EHEC : un articleea@digé en 2008 par I'InVS et le CNR-
ECS-LA (E. Espié, P. Mariani-Kurkdjian, 1. Filliol. Vaillant et H. de Valk. Infections
humaines &. coli producteurs de Shiga-toxines en France : Aspdéioigues, diagnostigues
et épidémiologiques. Revue Francophone des LabmatdMars 2008, n°400, p59-65%}et
article, toujours d’actualité permet aux laboraeid’avoir toutes les informations concernant
la détection des souches STEC et particuliereneischéma d’isolement décrit ci dessous
(figure 1).

Concernant leShigella, la caractérisation biochimique suivie de la séghaation reste
la seule méthode diagnostique utilisable en laboeat

Figure 1: Procédures d'isolement des souches STEC :

Prélévements de selles
ou ecouvillonnage rectal

[ Milieu d’'enrichissement } Mise en culture directe
T (MacConkey Sorbitol, etc.)
[ PCR sitx ]
LPCR stx négative J‘ ,[ PCR stx positive J
L~
Caractérisation par PCR : [ Isoclement de la souche de STEC ]
stx 7, stx2, eae, (hlyA)

b

Caracteérisation des isolats de STEC :
galérie d'identification, sérotype O:H ~,
stx 7, stx2, eae. (AlyA)
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2.2 Activités d’expertise pour 'année 2011

2.2.1 Inventaire global des prélevements et souchegus au CNR-ECS-LA en 2011

En 2011, un total de 1978 souches de E. coli, 98@yements de selles, 611 sérums et 747

souches d&higellaont été analysés au CNR-ECS-LA

La répartition des différents types de prélevemdats origine et leur nombre sont résumes

dans le tableau 1 ci-dessous :

Tableau 1 :
Activité Type de préléevement CNR-IP LA-RD Total
Selles 328 670 998
Sérums 611 - 611
Souches humaine
Selles 696 212 908
Rectal/anal/Ecouvillon rectal 12 12
Biopsies 30 23 53
Liquide gastrique 7
LCR 20 20
Liquide péricardique 2 2
Sang 31 18 95
) Urines 44 12 56
E. coli PuS 3 3
Prélévement vaginal 2 2
Prélevement néonatal 2 2
Prélévement uréthral 2 2
Ligquide péritonéal 1 1 2
Liquide articulaire 1 1
Non précisé 18 18
Pieces anatomiques post-morte 7 7
Sous-total prélevements 849 340 1189
humains
Autres origines
Origine animale/alimentaire 3 45 48
Origine industrielle 4 4
Etudes 112 112
Total 968 1010 1978
Shigella Souches 747 - 747
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L’activité globale pour E. coli en 2011, par rapp@d2010 a connu une augmentation de
37,6% qui se répartissait de la fagon suivante :

- Souches : +27,6% (1978 en 2011 versus 1550 en 2010)
- Selles :+146% (998 prélevements en 2011 versbi®£A®010)
- Sérums : +45,1% (611 en 2011 versus 421 en 2010)

2.2.2 Bilan des activités concernant IdESHEC

a. Analyse de la répartition des symptdomes ayant rtigé une analyse de selles ou
souches

Les symptémes donnant lieu a une recherche d’EMESU’ils étaient précisés, se
répartissaient de la maniére suivante :

Tableau 2: répartition des symptdmes ayant motivé une aealle selles ou un envoi de
souche

Symptdmes observeés Souches/selles Sérums
Diarrhée glairo-sanglante ou diarrhée sanglante 639 30
SHU/ suspicion de SHU 264 188
Diarrhée/gastro-entérite aigue 390 26
Diarrhée de retour 39 29
Entourage de SHU 29
Colite hémorragique 25
Contréle post azithromycine 15
Diarrhée chronique 15
Consommation aliment TIAC 13
Microangiopathie thrombotique 13
Inconnu 7
Choc septique/toxinique 10
Insuffisance rénale aigue 5
Divers 4
Pyélonéphrite 4

b. Résultats obtenus sur les prélévements de selias2011

Sur les 998 prélevements de selles recgus, la reubelirecte des genes de pathogénicité par
amplification géniquen vitro a été positive dans 199 cas ce qui représente %9de la
totalité des selles.

Les résultats de la PCR directe sur les sellegténtorrélés aux résultats obtenus aprés

culture de celles-ci.
Pour 27 patients, les PCR directes étaient positivaéis aucune souche n’a pu étre isolée.
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De plus, afin d’étudier la prévalence des EHEC darmopulation d’enfants consultants aux
urgences de I'hopital pour une diarrhée glairo-tartg, la recherche de STEC a été
systématiguement réalisée par le LA-RD sur legesafjueuses et les selles glairo-sanglantes
soit, 564 selles sur les 1867 selles recues damseriace de Microbiologie pendant cette
période.

Trois souches ont été isolées chez des enfantsniaés une diarrhée glairo-sanglante n’ayant
pas évolué vers un SHU.

c. Analyse des souches d& coli d’origine humaine productrices de Shiga-toxines

La présence des geénes codant les Shiga-toxinesmtoxinesStx(VT1), Stx2 (VT2) et
variants a été recherchée dans tous les préléveragati souches regus. Le g&ae codant
I'attachement et I'effacement aux cellules épithlés présents chez les EHEC et les EPEC, a
également été recherché.

En ne considérant qu’une souche par patighé,souches STEC ont été mises en évidence.
Le sérotype O157 reste le sérotype majoritairensaié en France (36%). La prévalence des
différents sérotypes est représentée dafiguee 2 ci-dessous :

o091
0145 1,4%

NST : non sérotypables (43 souches)
Figure 2 : prévalence des différents sérotypes desuches d’EHEC isolés en 2011

L’analyse des profils de virulence montrent quprigfil le plus souvent retrouvé est le profil
eae+stx2+hlyA La distribution des différents profils est indég dans léigure 3 :
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Figure 3 : Analyse de la distribution des profils @ virulence des souches EHEC en 2011

La répartition des souches STEC en fonction dutgéeoet du profil de virulence est
représentée danstigbleau 3

Le profil eae+stx2+hlyA est principalement retrouvé pour le serotype OB des
souches)

Tableau 3 : Répartition des souches STEC par séngie et profil de virulence

Profil de | Autres 0104 | O111| 0O121| 0128 0145 0157 026 0177 O%5 01 D2 180 0113 | 0148| 0174/ 080 O11 0108 Totd
virulence | sérotypes

eae hlyA 2 1 1 1 5
eae stx2 4 1 5 2 5 2 2 21
Eae stx1 1 4 1 6
eae stx1

hlyA 2 2 1 20 4 29
hlyA stx1 1 1
Stx1 4 4
eae stx1

stx2 hlyA 9 3 1 2 15
eae stx1 1 5 6
stx2

stx1 stx2

hlyA 3 1 4
eae stx2

hlyA 8 1 1 57 4 1 1 9 1 83
stx2 hlyA 4 1 4
stx2 9 19 1 2 2 1° 1 22 38
Total 36 19 4 2 7 3 78 35 1 1 3 2 1 1 1 3 11 1 7 216

'sérotype obtenu par sérotypage moléculaire
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d. Analyse des variants des gerstx (LA-RD)

La mise en évidence des variants des genes a&atigee sur 114 souches isolées en 2011
Le variantstx2aa été retrouvé dans 65 % des souches. Les résditata recherche des
variantsstxsont reportés darie tableau 4ci-dessous :

\Variants NST| 01040111 01210128/ 0145| 0157 |026| 02 | 018| O55| ©O80|0103
stxla 1 6 7 1 1
stx2a 5 14 2 40 3 2 1 5 2
stx2c 3 1 1 1

stx2d 2 1 1 6 1
stxla, stx2a 1 1 4 1

e. Analyse des prélévements (selles et/ou souchiss)s I'entourage de patients
présentant un SHU (LA-RD)

La mise en évidence des STEC a été realisée dam®urage de 19 cas de SHU soit 29

personnes prélevées. Seules les personnes viuatesméme toit ont eu un prélevement de

selles. Les souches retrouvées (n=6) dans I'erjeyseesentaient le méme profil de virulence

gue celle du cas de SHU de la méme famille. llis&at respectivement dans un cas, d’un

parent et dans cing cas de fratrie de patienteptant un SHU. Tous les cas contact ont recu
de l'azithromycine et aucun d’entre eux n'a évolaés un SHU.
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f. Sérotypage moléculaire des souches STEC non sgymbles

Les résultats du sérotypage moléculaire de 43 ssudd STEC isolées en 2011 sont
présentés ci-dessous.

Tableau 5: résultats de sérotypage moléculaire des STEGémtypables (CNR-ECS)

Référence Référence LA- Facteurs de Opéron O fliC
CNR-ECS RD virulence

2011-01043 - stx1,stx2,VT,hlyA R174 F2
2011-04202 stx1,stx2,VT,hlyA NC1 F18
2011-10959 stx1,stx2,VT,hlyA NC2 F2
2011-00943 Stx1,VT, R117 en cours
2011-07129 Stx1,VT, R117 F7
2011-11661 stx1,VT, R117 F7
2011-08058 stx1,VT ,aer, R117 F7
2011-02233 stx2,eae,VT,hlyA, R121 F19
2011-04787 stx2,eae,VT,hlyA, NC3 F2
2011-05896 stx2,eae,VT,hlyA, R121 F19
2011-06743 stx2,eae,VT,hlyA, NC3 F2
2011-11868 stx2,eae,VT,hlyA, R80 F2
2011-04204 Stx2,VT, R148 F8
2011-06123 Stx2,VT, NC4 F14
2011-06133 stx2,VT, NC5 F31
2011-07497 stx2,VT, R113 F21
2011-10426 stx2,VT, R59 F19
2011-11869 Stx2,VT, R174 F21
2011-02762 stx2,VT,hlyA, R43 F2
2011-04205 stx2,VT,hlyA, R174 F21
2011-11647 stx2,VT,hlyA, R171 F25
Ec11-12226 32030 stx2 eae hlyA R 80 F2
Ecl1-12224 32196 stx2 R 174 F21
Ecl1-12214 32239 stx2 hlyA NC6 F16
Ec11-12225 32295 - R 6a F1
Ec11-12232 32466 stx2 eae hlyA R 80 F2
Ec11-12235 32590 - R5a/R71 F1
Ec11-12239 32482 stx2 eae hlyA R 80 F2
Ecl11-12237 32496 stx2 R 174 F21
Ec11-12230 32659 stx2 Bglu R 113 FA4/F17
Ecl11-12227 32664 stx2 Bglu eae hlyA R 80 F2
Ec11-12238 32858 stx2 eae hlyA NC7 F25
Ec11-12228 32877 stx2 eae hlyA R 80 F2
Ec11-12213 33004 stx2 eae hlyA R 80 F2
Ecl11-12216 33069 stx2 eae R 128 F2
Ec11-12215 33070 Stx2 eae R128 F2
Ec11-12220 33094 stx1 stx2 eae hlyA R5a/R71 NA
Ec11-12217 33127 Stx2 eae hlyA R80 F2
Ec11-12218 33135 stx2 eae hlyA R 80 F2
Ec11-12219 33150 stx2 eae hlyA R 80 F2
Ecl11-12221 33181 stx2 hlyA NC8 F27
Ec11-12212 33161 stx2 eae hlyA R 80 F2
Ecl11-12229 32942 stx2 hlyA NC9 F16

#: souches isolées chez le méme patient ayantpietils de virulence différents
NC1 a NC9 : profils non connus, NA : non amplifié
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Pour 9 souches, l'identification du « O » par sgragie moléculaire n’a pas été possible en
raison de I'absence de profils similaires dansalselde données moléculaires. Les sérotypes
les plus fréquemment retrouvés sont les sérotyB@s(iR=11) et R174 (n = 5) suivis du R117
(n=4) qui était le sérotype majoritaire en 2010.

g. Sérodiagnostic des SHU (CNR-ECS)

Un total de 611 sérums, recus de différents ses\péeliatriques et de laboratoires de biologie
médicale participant au réseau de surveillancesttis, ont été analysés au CNR-ECS. Parmi
ces serums, 608 (455 patients) de France métrap@jtdeux de Guyane parmi lesquels, un
envoyé par le centre hospitalier Andrée RosemonCdgenne, l'autre envoyé via le
laboratoire Cerba et un sérum de Mamoudzou (Maydtes anticorps anti-LPS appartenant
aux deux classes d'immunoglobulines IgA et IgMghs contre les 8 sérogroupesHiecoli

les plus fréquemment responsables de SHU (0157, 0236, 091, 0103, O111, 0128 et
0145) ont été recherchés. Cette recherche a étplé@m par le sérogroupe 0104 dés
I'apparition des premiers cas de I'épidémie.aoli 0104:H4.

Le CNR-ECS recommande deux prélevements a 15 ¢bintsrvalle (JO étant le jour du
diagnostic du SHU). Pour les 139 patients pourdeksy au moins deux sérums ont été
préleveés :

- 34 ont présenté deux sérums ou plus positifs @4,5
- 17 ont présenté un premier sérum positif et un ideo négatif (12,2)
- 88 ont présenté deux sérums ou plus négatifs 63,3

En considérant un sérum par patient (le positiéa@nde discordance), le bilan des résultats
obtenus est le suivant :

Tableau 6: Répartition par age et sexe des résul&te sérologie anti-LPS

<1lan 1-5 ans 6-15ans 16-64 anhs 65 ans

M |F| M F M F M F |M |F
IgM + IgA 091 1 1 2
IgM + IgA 0111 2 2
IgM + IgA 0103 4 1 5
IgA 0145 1 1 2
IgM + IgM 0145 1 1 3 1| 6
IgM + IgA 0104 2 1 6 1| 10
IgA 0157 1 1 2
IgM 0157 1 1 1 1 4
Ig M + IgA 0157 1 |1 17| 16| 10 4 3 11 2 65
IgM + IgA 026 1 1*
Total 1 |1 26| 21| 11 8 5 2Q 1 4 9§

M= Masculin, F= Féminin, * : sérum positif simultament pour 0157 et 026

98 sérums sur les 458 (21,4%) ont révéleé la présdianticorps anti-LPS, avec des anticorps
anti 0157 pour 72,5 % des sérums positifs (71 peje
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L’'année 2011 a été marquée par I'apparition d'uaveau sérotyp&. coli 0104 responsable
de I'épidémie survenue a Bégles en mai 2011. Lebmende sérologies positives a ce
sérotype représente 10,2% des sérologies posititass.

h. Comparaison des résultats obtenus a partir desfaums et des selles ou des souches
chez un méme patient

Pour les patients pour lesquels, le CNR-ECS-LA @i ren prélevement de selles ou une
souche isolée d&. coli et un sérum. La concordance des résultats entage art le
diagnostic direct (recherche des génes de virulstxatans les selles ou les souches ainsi que
leur sérotypage) et le diagnostic sérologiqueé@simée dans le tableau 7 ci-dessous :

Tableau 7 : corrélations entre les résultats de seélogie et d’'analyses des selles ou
souches

0157 | 0103 0145 0111 0104 091 026 080 NET Togal
Sérologie +/selles + 38 2 11 51
Sérologie +/selles - 21 3 4 2 2 1 33
Sérologie -/selles + 6 2 2 1 3 6 8 28 56
Sérologie -/selles - 97
Total 237

NST : non sérotypable

La sérologie ne permettant que la détection dedygis 026, O55, 091, 0103, 0104, O111,
0128, 0145 et 0157, les résultats étaient conctsgeour 51 patients.

Les discordances notées étaient les suivantes :

- Dans 33 cas, la sérologie était positive alows laurecherche des EHEC dans les selles était
négative, ce qui peut s’expliquer d’'une part paprgiévement tardif des selles a distance de
la diarrhée prodromique et d’autre part par I'adstmation d’'un traitement antibiotique
stérilisant les selles.

- Dans 56 cas, la sérologie était négative etdaarche d’EHEC dans les selles était positive.
Sur les 56 cas, 28 souches étaient non sérotypablemt fait I'objet d’'un sérotypage
moléculaire.

39 patients dont les selles étaient positives pbun’ont pas bénéficié d’une sérolodiecoli

Tableau 8: répartition des souches EHEC isolées de patiéaymnt pas bénéficié d’une
sérologid. coli

Sérotype 0157, 0103 | 0145| O111| O104| O91 | O26| O80| NST| Total
Selles positives/absenge
de sérologie 21 1 7 10 39
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2.2.3 Bilan des activités concernant l€s. coli extra-intestinaux (LA-RD)

a. Etude des facteurs de pathogénicité des souchesHKlecoli responsables de
meéningites

Le LA-RD a recu 20 souches @&e coli isolées de LCR. 17 souches ont été isolées clez de
enfants atteints de méningites. Quatre nouveawtiaésnt 4gés de moins de 3 jours, 6 étaient
ages de 4 a 28 jours et 6 avaient plus d’'un mame §buche a été isolée chez un enfant de
deux ans, deux souches chez deux adultes et uneigctmatient d’age inconnu.

Les résultats de I'étude des facteurs de virulespmet présentés dans tableau 9 et
permettent d'incréementer la base de données fresci@is méningitesi coli.

Tableau 9 : Facteurs de virulence deE. coliresponsables de méningites (LA-RD)

9
8| X
2l 5
o & |, 5 B |5|2]]2 3
o1 S 88 & [%|312/83| |« Bl<| 185, |8 ]al<|o
| & 8218 |9)5|85|5| 820122 18)5 25 B 13
32547 ang D | neg - | - - - -+ -] -] 0] -
3260 9 | B2 | neg +| + o ET S I I S I Y (R R B
327 6 B21| O2 [ +|+]| + Sl T I I o N I I I ) o I
328 103 | B21| O1 [+ +| + S o [N S IR (S U R S R ) S () S
329) 3 [ B2 |neg|-|-|-|+|[+]+|F+|H || FH]H] - +]+]+
3300 5 B2 |neg|+|-|-|-|+|-|+|++|-]|-|-|+]-]-|+]+
331 11 |[B21|O18|+|+| + + | [+ ] -] - ] - -] |+
3320 61 | B2 | neg|+|+]|+ o IS N IS () I R e R B I R
333 21 B2 |neg|-|-|-|+|+|-|+|+|+|-|-|-|+]-|-]-]|-
334] 40 B2 |neg|-|-|-|+|+|-|+|+|+|-|-|-|+]-|-]-|-
335 11 | D |neg|+|[+]|+ + - -1-1-1-1-1-1-1-1-1-]-
336 ? D [O45] - |- |- |-|+|-|-|-|*+]|-|-|+|+|0|-]|-]|-
337(2ans| B2 | O6 |- |- |- |+|+|+|+]|+]+] +| +|+] +| | +|-| +
338[3 mois| B21| O1 [ +| +| + +| -+ H] -] -] - 0= -]+
339 3 |[B21| O1 [+|+]|+ | - [+ ] - -] H N -] -]+
3400 33 | B21| O1 [+ +]| + + - | [+ H] -] -] H N -] -]+
3415mois| D | O7 | +| +| + + = ==L+ -1 =1+l +lnl-1-1-
342 2 D |neg|-|-]- - - -] -] -]
34378ang D |neg|-|[-]|- + - -1+ --[+]-]-]-]+
344 2 |B2l| neg|+|+]|+ + -+ H] -] -] H N -] -]+
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b. Etude des facteurs de pathogénicité des souchsE.coli extra-intestinales
responsables de pathologies autres que les ménimgit

Le LA-RD a recu 32 souches d’EXPEC non méninggefies des préléevements suivants

hémocultures (n=18)
urines (n=12)
placenta (n=1)

liquide péritonéal (n=1)
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Les caractéristigues de ces souches sont représanitdessous danstbbleau 10 ci-
dessous :

Tableau 10 : Caractéristiques des souches &e coli extra-intestinaux autres que ceux
responsables de méningites

R
o 2

Q é § g2 & % < 3 olo| |o

2 o £ 2 Sola 23S sl<El<| (Ela]. | |al<

nd < ) o > o — o

= |8 2| §8 |84|9 £ 558 |5P2|21E5855|8¢
RDEx168 M | 6 jours| hemoculture B2 S S s s S S S L O G
RDEx169 F | 1jour | hemoculure B2 npg + |+ -+ A - -
RDEx170 M | 22 jours hemoculture BP e e R N A I R
RDEx17f F [ 84 ans| echu Bl e N N N R e - |- -
RDEx178 M | 5 jours| hemoculture Bl o O O e O O L - |- |-
RDEx179 F | 6 mois| ecbu B1 - - F F+EF F FFOF - F
RDEx18() M [1 mois| echu B2 * + P+ F +FFEBFRFE +FBF|-P
RDEx18]1 F [ 67 ans| hemoculture A N B L R R R B O B B B
RDEx182 M hemoculture B2 rr F B ORI+ -]+
RDEXx184 11 jour$ hemoculture B21 + |+ |+ [ HF -] - - F
RDEx184 F hemoculture A F Ot - - +
RDEx18% F ecbu A . 4 4 4 - 4
RDEx186 F [ 1jour | hemoculture B2 o e E o | | O O
RDEx18] 21 jours hemoculture BP N N N N e e
RDEXx184 40 jour$ hemoculture BP + |- |+ + [+ - -01-1+F F |-1-1-
RDEx189 M | 87 ans| hemoculture B21 Q18|+ |+ |+ 1+ |+ +|[+|[+] +| -|+ -] -] +] +
RDEx190 M | 2 mois | ecbu D + L+ F o+ |
RDEx191 M | 2 mois | hemoculture D -+ - F1-HF - FFRHRE I FOF
RDEx192 M echu B2 14 41 4 + 4 {4 ¢ + - 1
RDEx193 F | 21 A | ecbu A {1 1 {1 4+ I -
RDEx194 M hemoculture B2l O18  H |+ |- R [+ |+ |- |+ |- - |-
RDEx19% M hemoculture B2l -+ F I+ K - KF - K - kR
RDEx19¢ M echu B21 + + + 1 - - +
RDEx197 F echu B2 + + 1t T F Tt + 1 F I A :
RDEx198 M hemoculture A + F 1 T -
RDEx199 F [ 88 ans| hemoculture B2 -+ H A - - -]
RDEx200 F [ 13 ans| echu B21 e A R N R B L O R L B
RDEx201 F | 1jour | hemoculture B2 i A R L e -+ |-
RDEx202 M | 13 ans| liquide péritongal Bl A N R
RDEx203 M | 7 jours| ecbhu B2 s FF+r FFFEOF - F F
RDEx204 F | 27 jours echu B2 o S o e C C C ER EE
RDEx20% F | 41 ans| placenta BR1 + |-+ HF - -] - -]
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2.2.4 Bilan des activités du CNR-ECS concernant |&higella

Durant I'année 2011, le CNR-ESC a recu et étudiestiches d8higellaenvoyées comme
appartenant au genghigelladont 679 souches d’origine humaine isolées ch&zp@iients et
5 souches d’origine animale.

Sur les 679 souches d’origine humaine, 580 proesmale France métropolitaine, 90 des
DOM-TOM et 9 de I'étranger. Le nombre de souchesHigellad’origine humaine isolées
en France métropolitaine équivaut donc a 580 s@uche

De plus, 226 fiches d’informations ont été envoy@e<NR-ECS pour signaler une infection
a Shigella Les 226 fiches concernaient 219 patients (7 fichgant été envoyées en deux
exemplaires) et se répartissaient entre 218 figms Shigella sonneiet une fiche pour
Shigella flexneri)

En compilant les informations et souches et apliesr@ation des doublons, des souches non
humaines, de trois souches non cultivables et aleshes adressées de I'étranger, un total de
792 souches deshigella a été répertorié au CNR-ECS en 2011 dont 570 en a&fce
métropolitaine.

a. Analyse des 570 souches recues de France méttdpme en 2011

Les caractéristiques des 570 souches isolées @lgzafients de France métropolitaine en
2011 sont résumées par sérotype dans les tabledassous :

Tableau 11 :Shigella boydii(36 souches pour 36 patients)

Sérotype | Nombre Département Epidémie” Voyage, pays potentiel
de cas d’isolement ( } d’origine () 2
1 6 12, 21, 44, 45, 56, 69 Afrique, Inde, Emirats
Arabes Unis, Egypte
2 10 31, 44, 45, 58, 77, 78, Familiale (2, | Maroc, Afrique, Sénégal,
93 44, ?) Togo
Familiale
(2,45, ?)
4 4 14,42,43,85 Togo, Bénin
8 2 21,78 Inde
10 1 35 Pérou
12 1 95
13 1 12
14 6 56, 75, 76, 91, 92, 95 Burkina-Faso, Afrique
18 2 14, 92 Inde, Togo
19 2 75, 86 Cameroun
20 1 21 Soudan

()?: nombre de cas dans le département ou le payis si >
b : caractéristiques connues de I'épidémie (nordbreas, département, voyage ou lien ou circonsi@dada
contamination)
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Tableau 12 :Shigella dysenteria€l6 cas pour 16 patients)

Sérotype Nombre Département Epidémie” Voyage, pays potentiel
de cas d’isolement ( f d’origine () ?

2 6 06, 28, 44, 57, 92 Népal, Togo, Inde
3 5 16, 34, 59, 75, 94 Maroc, Congo
4 2 53, 72
5 1 93
12 1 77

Sh 111 1 92

()?: nombre de cas dans le département ou le pays si >
b : caractéristiques connues de I'épidémie (nordbreas, département, voyage ou lien ou circonsideda
contamination)
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Tableau 13 :Shigella flexneri( 237 souches pour 237 patients)

(4%

Sérotype Nombre Département Epidémie® Voyage, pays potentiel
de cas d’isolement ( } d’origine ()®
la 2 77,78
1b 45 13,14, 30, 31, 34, 35, | Familiale (03, 35, | Congo, Sénégal, Guinée,
38, 39, 42, 49, 53, 54, Congo) Algérie, Mali, Turquie,
59, 62, 66, 67, 69, 75, | familiale ( ?, 78, ?)| Népal, Afrique
76, 78, 85, 87, 91, 92, | familiale (?, 91, ?
93, 94, 95
2a 73 04, 12,14,17, 22, 28,| Familiale ( ?, 44, | Guadeloupe, Espagne,
31, 33, 35, 44, 49, 51, Sénégal) Europe, Sénégal (5), Afriqu
56, 57, 59, 61, 64, 66, | Familiale (?; 91, | (2), Nigeria, RCA,
68, 69, 70, 75, 76, 78, Congo) Mauritanie, Congo, Algérie,
85, 86, 91, 92, 93, 94, | Familiale ( ?, 75, ?) Tunisie, Madagascar, Mali,
95, Burkino-Faso (2), Soudan,
Inde (5), Cambodge,
Ethiopie, Cuba (2),
République Dominicaine
2b 17 01, 13, 16, 29, 35, 49, Familiale ( ?, 16, | Maroc (3), Sénégal, Cap
67, 69, 75, 77, 78, 88, Kenya) Vert, Guinée, Kenya
94, 95 Familiale ( ?, 67, ?
Familiale (2, 75, ?)
3a 34 14, 27, 31, 34, 59, 64, Familiale ( ?, 93, ?) Sénégal, Togo, Tanzanie,
69, 74, 75, 76, 78, 80, Inde (3), USA, Canada,
83, 84, 89, 91, 92, 93, Roumanie
94
3b 2 31, 92
4 13 13, 14, 26, 27, 31,59, Familiale ( ?, 27, | Congo (2), Sénégal,
60, 61, 69, 71, 75, 77 Madagascar) | Cameroun, Nigeria,
Madagascar (2), Afrique,
Inde (2), Pérou
4 variété 3 49,77,95 Nigeria, Inde
Saigonensis
4c 5 49, 69, 89, 94 Congo, Mongolie
6 Boyd88 32 06, 16, 21, 28, 33, 44Familiale ( ?, 21, ?) Algérie (2), Maroc (2),
59, 62, 67, 69, 73, 75| Familiale ( ?, 59, ?) Tunisie, Mali, Egypte (3),
77,78, 84, 85, 92, 93, Familiale (3, 78, Bénin, Inde (6), La Réunion
94, 95 Egypte)
8 01, 54, 57, 58, 67, 69 Congo, Inde, Ouzbékistan,
6 Herfordshire 81, 86 Thailande
6 Manchester 1 84 Thailande
X 1 75
Y 1 91 Familiale (?, 91, | Mali
Mali)

()?: nombre de cas dans le département ou le pays si >
b : caractéristiques connues de I'épidémie (nordbreas, département, voyage ou lien ou circonsi@dada

contamination)
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Tableau 14 :Shigella sonne(270 souches pour 267 patients)

Sérotype | Nombre Département Epidémie® Voyage, pays potentiel
de cas d’isolement ( } d’origine ()®
Guadeloupe, Haiti (2),
a 16 01, 13, 30, 31, 35, 42| Familiale (2, 31, ?) République Dominicaine (2),
68, 75, 77, 83, 88, Mayotte (2)
e 2 98, 94
Familiale ( ?, 01, Inde) | Algérie (2), Maroc (2), Tunisie
Familiale ( ?, 22, ?) Espagne (2) Sénégal, Egypte
Familiale ( ?, 33, ?) (9), Liban, Palestine, Syrie,
Familiale ( ?, 44, Egypte) Cameroun, Togo (2), Inde (7),
01, 04,06, 10, 11, 12,| Familiale ( ?, 46, ?) Indonésie (3), Pakistan,
13, 14, 16, 20, 22, 24, Familiale (2, 54, Cambodge, Vietnam (3), Cuba
25, 30, 33, 34, 35, 37, Espagne) Pérou, Laos, Allemagne,
38,42, 44, 46, 47, 53] Familiale ( ?, 69, Inde) | Bulgarie, Etats Unis, Mayotte
54, 56, 57, 59, 60, 64, Familiale ( ?,
g 163 66, 67, 68, 69, 70, 73, 75, Indonésie)
74,75, 76, 78, 79, 80, Familiale ( ?, 91, Tunisie
81, 83, 85, 87, 91, 92, Familiale ( ?, 91, ?)
93, 94, 95, Familiale ( ?, 92, Egypte
Cas groupés ( ?, 69,
Maroc)
Cas groupés ( ?, 87, ?)
01,12, 14, 29, 31, 34,
S. sonnei 35 35, 44, 45, 47, 53, 54, Familiale ( ?, 47, Maroc)| Maroc (12)
(mannitol- 60, 64, 69, 78, 80, 85 Maghreb
) 91, 92, 93, 95
06, 12, 13, 14, 20, 33 Algérie
38, 42, 43, 44, 54, 56 Familiale ( ?, 75, ?) | Tunisie
S. sonnei 54 59, 62, 68, 69, 72, 73 Familiale (2, 38, ?) Sénégal (05)
(ONPG-) 74,75, 78, 79, 80, 87 Burkina-Faso

89, 91, 92, 93, 94, 95

Togo (2)

Luxembourg

()?: nombre de cas dans le département ou le payis si >
b : caractéristiques connues de I'épidémie (nordbreas, département, voyage ou lien ou circonsidada
contamination)

Les deux derniéres lignes du tableau concernentsdeshes de Ssonneiprésentant des

caractéres biochimiques spécifiqgues (mannitol niegaONPG négatif). Il est intéressant de
noter que les 35 souches de S. sonnei mannitotihéga toutes été isolées de patients de
retour de la méme région géographique.
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Tableau 15 : Sérotypes provisoires on non sérogroaples (11 souches pour 11 patients)

Sérotype Nombre Département Epidémie Voyage, pays potentiel
de cas d’'isolement d’origine () ?
S. flexneri 6 28, 42,69, 75, 78 Pakistan
provisoire 1c
S. dysenteriae 4 07,147, 34, 64 Ghana
provisoire 97-10607|
(96-204)
Non sérogroupable 1 78 Burkina Faso

b. Souches recues des DOM-TOM

En 2011, le CNR-ECS a recu des DOM-TOM, 90 soude<thigella flexnerisolées chez 90
patients réparties comme suit :

Tableau 16: répartition des souches en provenance des DOM-TO

Sérotype Guadeloupe Guyane Martinique Réunion
francaise
S. flexneril b 18
S. flexnerRa 1 39 1 1
S. flexneri3a 3 2
S. flexneri3b 3 1
S. sonneg 19
S. flexnerié Boyd88 2
Total 4 83 2 1
c. Souches recues de I'Etranger
Tableau 17 :répartition des 9 souches en provenance de I'Etrang
Sérotype Principauté Belgique Sénégal Nouvelle
de Monaco Zélande
S. boydii2 1
S. boydiill 1
S. flexnerB a 1
S. sonneg 1 5
Total 1 1 6 1

d. Bilan des feuilles d'informations recues au CNRP (226 fiches pour 219 patients)

Ces feuilles d’informations ont été établies papertorier les cas d& sonneau niveau de
la France métropolitaine. Sur ces feuilles d’infations, en plus du sérogroupe, les trois
cases ONPG, rhamnose et mannitol permettent deirdigfibiotype. Cependant pour 'année
2011, a l'exception d'une fiche mentionnant l'isolent d’'une souche d8&. sonneide

sérotype g, I'ensemble des fiches recues ne coaipottpas le sérotype ni les résultats de
fermentation des deux sucres, ce qui n’a pas patendonner une répatrtition trés précise des

biotypes par département, cependant en tenant eongs résultats de fermentation du
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mannitol et du résultat de 'ONPG, il est possiiidesubdiviser le sérogroupe en deux groupes
de biotype, le groupe comprenant les biotype ay & gmannitol+, ONPG+) et le groupe
comprenant les biotypes d ou f (mannitol +, ONPG-)

En 2011, Le CNR arecu 226 fiches correspondadBgatients comportant une fiche
d’'information pourShigella flexneret 218 fiches poushigella sonneiépartis comme suit :

Tableau 18: résultats des feuilles d’'informati@higella

Voyage, pays potentig]
Sérogroupe Non;l;rse de Département d'isolement ( } Epidémie” d'origine ()?
flexneri 1 59(2) Familiale (2, 59) -
01(1), 03(1), 06(4), 13(3), |Cas groupé (2, 77) Togo, Gabon, Congo,
14(4), 21(2), 22(2), 23(1), |Cas groupé ( ?, 74) Burkina-Faso, Mali,
27(2), 28(1), 29(1), 30(2), |Familiale (2, 69) Sénégal, Tunisie,
31(1), 32(1), 33(4), 34(2), |Familiale (2, 59), Algérie, Maroc, Bénin
35(4), 38(6), 39(1), 40(4), |Cas groupé ( ?, 78, reto[Mali, Madagascar,
42(7), 44(7), 45(4), 49(4), |Maroc) Egypte
sonnei 218 51(1), 53(1), 54(5), 55(2), [Cas groupé (10, 21, retc
56(1), 59(11), 60(4), 62(3),|d’Inde) Turquie, Allemagne,
63(1), 67(9), 68(1), 69(19), |Familiale (2, 55) Grande Bretagne, Gre
71(2), 72(3), 73(3), 74(1), |Familiale (7, 69) Portugal, Belgique,
75(8), (76(4), 77(5), 78(8), [Familiale (4, 90, retour |Népal, Inde, Malaisie,
79(1), 80(2), 82(1), 83(2), |d’Equateur) Ethiopie, Thailande,
84(4), 85(1), 86(1), 87(3), |Cas groupé ( ?, 68, retolEquateur, Pérou,
90(2), 91(20), 92(4), 93(13)|du Maroc) Mexique, Haiti,
94(7), 95(5), 97(1) Collective (2, 87) Ouzbekistan, Asie

()?: nombre de cas dans le département ou le pays si >
b : caractéristiques connues de I'épidémie (nordbreas, département, voyage ou lien ou circonsi@dada
contamination)

2.2.5 Analyse de I'évolution des tendances de I'adté du CNR ECS-LA

L’analyse de l'activité du CNR ECS-LA de 2006 a 20teprésentée dans le graphique ci-
dessous montre clairement 'augmentation importdat@ombre de prélévements tous type
confondus pourk. coli et la légere diminution du nombre de souches etleufiches
d’'informations pousShigella
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Figure 4 : évolution de I'activité du CNR ECS-LA (D06 — 2011)
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Figure 5: Evolution des résultats d’isolement des souéit¢sC, des EXPEC et du nombre
de sérologie positive poi.coli
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3. ACTIVITES DE SURVEILLANCE

3.1 Surveillance de I'évolution et des caractérisjues des infections
3.1.1 Réseau partenaire

Le CNR-ECS et le LA-RD collaborent afin d’échandeurs données et/ou les souches
permettant la validation des résultats des analf@éss pour un méme patient (exemple :
sérologie et typage de souche). Mais avant toUlLN&-ECS et le LA-RD collaborent avec
un réseau de laboratoires, qui fournissent lesémdiffts prélevements et informations
nécessaires a la surveillance (laboratoires prikamratoires hospitaliers, centres de santé,
Instituts et Ecoles vétérinaires...).

3.1.2 Analyse de la distribution des différents ages et analyses des tendances

- Distribution des souches dé&. coli sts:

Tableau 19: Répartition des différents sérotypeselSTEC par age et par sexe des patients

Sérotype <1an 1-5ans 6 - 15 ans 16 - 64 ans > 65 ans talto
M F M F M F M F M F

NST 1 9 2 5 2 2 2 8 2 3 33
02 2
018 1
026 6 4 7 11 1 1 1 2 1 1 35
055 1 1
080 3 3 5 11
091 1 1 2
0103 0 1 2 0 1 0 1 2 0 0 7
0104 1 2 2 4 8 2 19
0111 3 1 1 5
0113 1
0118 1 1
0121 1 1 2
0128 2 1 3 1 7
0145 1 1 1 3
0148 1 1
0157 3 4 22 23 9 1 3 7 2 4 78
0174 1 1 1 3
0177 1 1
Total 17 23 41 51 19 4 13 30 5 12 216
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Figure 6 : Répartition par age et par sexe des patients pouesquels une souche STEC a
éte isolée
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Répartition des analyses sérologiques :

Figure 7 : Répartition par département du nombre de séesdég coliet du nombre de
sérologies positives en 2011 (département de dbatioch ou a défaut département du
laboratoire expéditeur).
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- Distribution des souches dé&higella :

Des souches dshigellad’origine humaine ou des fiches d’information été adressées par
83 départements de France métropolitaine et 4 DQ#&.détail de la répartition par
département selon les sérotypes figure dans ldsatab numérotés de 11 a 15. Seuls 10
départements (08, 09, 15, 19, 36, 48, 50, 62,r86ht pas déclaré d’isolements 8higella
(souches ou feuilles d'information) en 2011.

Figure 8 : Répartition par département du nombre desouches deShigella et d’information sur
les Shigella recues en 201Xdépartement de domiciliation du patient ou a détkpartement du
laboratoire expéditeur).

Nombre de souches Shigella

o

15

Bl /-

-21-50( \

-0
do .

; i

Q \ 3

W 0 140 280

Sources . © (IGN)- (GéoFLA)®,1999, InV§,2012 m Km

-37-



Figure 9 : Distribution globale des sérotypes d&higellarecues au CNR-ECS depuis 2006 :
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3.1.3 Contribution a la surveillance nationale ennterface avec I'InVS

Une fiche de renseignements spécifique au CNR-EE&tcompagne chaque souche ou
prélevement recus au CNR. Dans cette fiche, il do# indiqué : le nom et I'adresse du
laboratoire expéditeur, la demande d’examen, lasseignements sur le patient, les
symptémes cliniques, le préléevement et des renseignts épidémiologiques permettant de
mettre en évidence les épidémies potentielles et lerigines. Ces fiches et les résultats
obtenus permettent I'interface avec I'InVS a diéiéis niveaux :

- Signalement systématique de tous les cas de SteW les enfants de moins de 15 ans a
I'InVS.

- Dans le cadre de la surveillance des STEC, tsoiehe ou selle porteuse de gésizest
immédiatement signalée a I'InVS par I'envoi d’'urpie du résultat par fax.

- Concernant les résultats de sérologie pour laedlance de SHU, une copie de tous les
résultats concernant des enfants de moins de 1fpasitifs ou négatifs), sont faxés a I'lnvS
des leur édition.

- Pour lesShigella la surveillance se fait a la signature des ramitivec une signalisation par
téléphone ou courrier électronique de toute épidéiginalée ou remarquée au laboratoire par
les responsables. De plus, dans le cadre d'unémpad la surveillance de I'antibiogramme
est accrue de fagon a signaler rapidement I'apparitune résistance.

La surveillance deshigellase fait aussi par la compilation des fiches desegmements
recues pous. sonneet le signalement de la méme facon des épidémntestelles.
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Le CNR répond également & des demandes d'infornsaémanant du Réseau européen de
surveillance dek. colientérohémorragiques (ECDC-FWD).

3.1.4 Collaboration avec des partenaires nationaugxercant dans le domaine animal,
alimentaire ou dans I'environnement

Une collaboration a été engagée et se poursuiwa l@g réseaux nationaux en charge de la
surveillance comme les Ecoles Vétérinaires de L{fddR E. col) et de Maison-Alfort, ou
pour des études ponctuelles sur les STEC, dansallegents, chez l'animal et dans
I'environnement avec échange et comparaison dénesuc

Par ailleurs, dans le cadre de la collaboratiort #fNSES, le CNR-ECS-LA a participé au
groupe de travail de 'ANSES ayant émis un avis7lguillet 2011 relatif a I'état des
connaissances scientifiques et aux informationpodibles permettant de formuler des
recommandations, suite a la survenue de plusieagsdie SHU observés en France en juin
2011, suspectés d'étre liés a la consommationaieegrgermeées.

3.1.5 Collaboration avec des partenaires internatimaux
(projets détaillés dans le paragraphe 6)

- Réseau International des Instituts Pasteur

- Collaboration avec le Pr G. Dougan du Wellcome TrusSanger Institute a Cambridge
(RU) et le Dr J. Yu de I'Université de Strathclydea Glasgow (RU).“Etude de la structure
de la population deS. sonnéi

- Collaboration avec le Dr Kaisar Ali Talukder, de 'ICDDRB, Dhaka, Bengladesh et le
Dr N. Strockbine du CDC, Atlanta, USA. Etude et description de souches Sleigella
présentant de nouveaux sérotypes non reconnusepasérums utilisés en agglutination
classique.

- Collaboration avec le Pr William Hanage (Harvard S&ool of Public Health) et le Dr
Deborah Hureg (Broad Institute of MIT & Harvard) :Etude sur I'histoire évolutive de
Shigella dysenteriatype 1.

- Génomique des souchesklecoli 0104:H4

3.2 Surveillance de la résistance aux anti-infectie
3.2.1 Sensibilité aux antibiotiques des souches STELA-RD)
Bien que l'utilisation des antibiotiques soit caversée dans les infections a STEC, I'étude
de la sensibilité des souches présente un intgidémiologique. Le LA-RD a étudié la
sensibilité des souches isolées en 2011, vis-degsantibiotiques suivants :

- Béta-lactamines : amoxicilline (AMX), cefixime (CHMCRO (ceftriaxone)

- Triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT)
- Quinolones et fluoroquinolones : acide nalidixigM&L), ciprofloxacine (CIP)
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Tableau 20: % de la résistance aux antibiotiques des souchE€ Sl LA

La prévalence exprimée en pourcentage est repéesdans le tableau ci-dessous :

AMX CFM CRO SXT Nal CIP
0157 (n=52) 5,8 0 0 2 0 0
0104 (n=14) 100 71,4 71,4 21,4 7.1 0
026 (n=11) 7.1 7.1 7.1 0 0 0
080 (n=11) 100 0 0 54,5 63,6 0
Autres 26,2 48 48 2.4 2,4 0

AMX : amoxicilline, CFM : céfamandole, CRO : ceétxone, SXT : cotrimoxazole, Nal : acide
nalidixique, CIP : ciprofloxacine

En raison des fortes concentrations intraluminatkes I'azithromycine, les CMI de
'azithromycine ont été déterminées vis-a-vis dasches isolées en 2011 par la méthode de
I'E-Test (tableau 21)

Tableau 21: CMI a I'azithromycine des souches STEC isolée2@l1 au LA-RD

Azithromycine CMIl 50 (mg/L)| CMI go (Mg/L)
Sérotype 0157:H7 (n=52) 4 8
Sérotypes non-0157 (n=78) 6 8

Range (mg/L)
3-8
2-12

3.2.2 Sensibilité aux antibiotiques des souches Hecoli responsables de pathologies
extra-intestinales (LA-RD)

La sensibilité des souches aux principales famiff@antibiotiques en particulier amoxicilline
(AMX), cefixime (CFM), céfotaxime (CTX), gentami@n(GEN), acide nalidixique (Nal) et
ciprofloxacine (CIP) a été étudiée par la méthodeddfusion en milieu gélosé selon les
recommandations du CA-SFM.

Parmi les souches isolées de patients atteints @@ngites (n=10), neuf souches étaient
sensibles a tous les antibiotiques testés et smdesouche présentait une beta-lactamase a
spectre élargi.

Pour les souches isolées d’autres pathologies n3d8prévalence de la résistance aux
antibiotiques testés, exprimée en % est détaitks ¢tk tableau 22.
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Tableau 22 :Prévalence de la résistance des souches EXPE@sponsables de méningites
isolée en 2011 au LA-RD exprimée en pourcentage (%

AMX CFM |CROICTX| SXT Nal CIP GEN
Méningites (n=20) 60 5 5 20 20 0 10
Hors méningites (n=32) 50 15,6 15,6 219 9,4 9,4 3,1

- n : nombre de souches testées

3.2.3 Etude de la résistance aux antibiotiques desuches de&higella(CNR-ECS)
a. Surveillance globale

Depuis 2006, un antibiogramme est réalisé sur $ol&® souches dshigellaidentifiees au
CNR, a l'aide de 16 disques d’antibiotiques.

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques s’eftec par la méthode de diffusion selon les
recommandations du CA-SFM. Dans certains cas, tdnodé de I'E-test est utilisee pour
déterminer les CMI. Pour les souches résistantescéphalosporines de®'S génération
(C3G), un antibiogramme complémentaire a été effectnsi gue les CMI & CRO et CAZ
par la méthode E-Test.

Des CMI sont également réalisées pour toutes leshes deShigella résistantes a la
ciprofloxacine.

Un antibiogramme a été réalisé en 2011 sur leshesudeShigellaregcues au CNR-EC&es
résultats de la résistance aux principaux antdues de 561 souches humaines isolées en
France métropolitaine, en 2011 sont présentésldaaisleau 23

Tableau 23: Pourcentage de résistance aux antibigues des différentes sérogroupes de
Shigellaen 2011 en France métropolitaine

Sérotype Nb AMX |[CRO | K |GM | NA |CIP | C TE |SSS | TMP | SXT | AMX
souches ICAZ +
testées SXT

S. boydii 35 20 0 0 0| 11,4 0| 114 60 7144 657 514 171
S. dysenteriae 16 68,8 0 0 0| 12% o0 375 7 688 688 68,8 48,8
S. flexneri 237 67,5 0,8 1,3 0 11 8/ 582 81 679 71,7 64,6 47,3
S. sonnei 262 19,5 1,1/ 04 1,1 16,8 10,3 2{3 {6 81,3 95,8 988195
Sérotype 11 81,8 0 0 0| 18,2 9,1 545 909 81,8 81,8 81,8 663,
provisoire/NST

Total 561 42 .4 09| 07 08 139 84 285 7V,4 1747 82,567 32,6

NST : non sérotypables

AMX=amoxicilline, CRO=ceftriaxone, CAZ=ceftazidim&=kanamycine, GM=gentamicine, NA=acide nalidixigqu&P=ciprofloxacine,
C=chloramphénicol, TE=tétracycline, SSS=sulfamid@édP=triméthoprime, SXT=cotrimoxazole.
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Tableau 24 : Evolution de la résistance aux antibtmues chezShigellaspp en France
meétropolitaine et DOM-TOM

Antibiotique testé

Pourcentage des souches résistantes en :

2006 2007 2008 2009 2010 2011  2006-
2011
Amoxicilline 34,5 46,4 33,9 44,5 37,3 43,3 40
Ceftriaxone/ceftazidime 0,1 0,5 0,5 0,7 1,8 0,8 0,7
Chloramphénicol 25,6 32,2 26,7 35,1 27,9 30,5 29,7
Acide nalidixique 5,5 6,9 7,2 9,9 13,8 12 9,2
Ciprofloxacine 1,1 19 2,0 4,1 8,3 7,2 4,1
Streptomycine 83,7 89,7 78,2 84,0 88,9 85,4 85
Gentamicine 0,3 0,2 0,1 1,7 0,1 0,5 0,48
Sulfamides 70,6 69,3 64,9 69,7 67 72,7 69
Cotrimoxazole 70,2 69,6 64,3 69,7 74,6 73,3 70,3
Tétracyclines 72,5 70,2 70,1 78,6 75,9 79,5 74,5

Figure 10 : Evolution desrésistances aux antibiotiques$leigellasppde 2007 a 2011
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On note 'augmentation progressive d’année en adada résistance a I'amoxicilline, aux
sulfamides, au chloramphénicol et au cotrimoxazole.
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b Surveillance deShigella sonnei

Ce sérogroupe est particulierement surveillé depaigparition de souches résistantes
simultanément & I'amoxicilline et au cotrimoxazg®MX R SXTY) dans les années 2000
(2002, 2003) et plus réecemment en 2007 suite aeesue d’épidémies dans des écoles
confessionnelles de I'lle de France au cours déegest mise en évidence une résistance de
Shigella sonnea I'azithromycine (CMI >256 ml/L) Depuis, un aribgramme a I'AZM a été
mis en place pour toutes les souchesSdesonneiAMXR-SXT® en utilisant, & la fois, la
méthode de diffusion (détermination du diametréadeone d’inhibition) et la méthode E. test
(détermination des CMI).

Depuis 2007, aucune nouvelle épidémie avec deshesuBMX-SXTR-AZMR n'a été
détectée.

La figure ci-dessous montre I'évolution de la risise a I'amoxicilline et au cotrimoxazole
chezS. sonnebiotype g depuis 2002

Figure 11: Analyses des tendances des résistances a l'aiffiogi (AMX) et au
cotrimoxazole (SXT) che3higella sonnebiotype g
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Le nombre dé&. sonnerésistantes a I'azithromycine (CMI>16mg/L) supkxiode 2007-
2011 est indiquée dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 25 : Caractéristiques des souches & sonneirésistantes a I'azithromycine

depuis 2007
Année Nb de souches Sérotype CMI AZM | Sensibilité AMX/SXT
(mg/L) (nombre)
1 S. sonneg 18
19 S. sonneg 24 RR(18), SR(1)
RR(15), SR(2)
2007 19 S. sonneg 32 SS(2)
1 S. sonneg 48 RR
1 S. sonneg 64 SR(1)
45 S. sonneg >256 RR(45)
2008 0 S. sonneg
2009 1 S. sonnea >256 RR(1)
2010 2 S. sonneg >256 RR(2)
32
2011 4 S. sonneg 48 RR(4)
64
256

c. Résistances eémergentes ch8higella spp

Depuis 2005, le CNR-ECS a noté une augmentationatabre de souches résistantes aux
céphalosporines de®¥ génération (C38 par production d’'une béta-lactamase a spectre
élargi (BLSE) ainsi que du nombre de souches gégis$ a haut niveau a la ciprofloxacine

(CIP?, CMI > 1 mg/L). Ces souches essentiellement degséupesS. sonnekt S. flexneri

ont été acquises principalement lors d’'un séjounde ou de pays limitrophes.

> Résistance aux céphalosporines d&™ génération

En 2011, 5 souches résistantes aux céphalospaangs'® génération par production d’'une
BLSE ont été isolées : deux soucldesShigella flexneniespectivement de sérotype 2a et 3a
et 3 souches dghigella sonnej, toutes isolées en France métropolitaine.

L’analyse des mécanismes de résistance (type d&pBeS en cours.

» Reésistance de haut niveau a la ciprofloxacine

La résistance a haut niveau a la ciprofloxacineomsiclérablement augmenté entre 2006
(5,5%) et 2010 (13,8%) particulierement chez lesg@éupes majoritaireS. flexneriet S.
sonnei En 2011, 47 (8,4%) souches résistantes a laflogexine ont été isolées, toutes de
France métropolitaine parmi lesquelles, 20 isoldez des patients de retour d’Inde ou de
pays limitrophes.

-44 -



Figure 12: Evolution du nombre d8higellaCIP® au CNR-ECS entre 2005 et 2011
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3.3 Détection et investigation des cas

3.3.1 Cas probables identifiés en France en lieneav|'épidémie de EHEC O104:H4 en
Allemagne (mai-juin 2011)

Le 22 mai 2011, I'Allemagne a lancé une alerte péemne sur une augmentation importante
de cas de SHU observé dans le nord du pays depbist dnai 2011. Au cours de cette
épidémie, qui a duré 2 mois, 4320 infections, 8bRJSet 82 déces ont été observés. La
souche épidémique était une souchd=deoli de sérotype O104:H4 présentant a la fois des
caractéristiques de pathovar EHEC (géste2a) et des caractéristiques de pathovar
enteroaggrégantaggR+). La souche était multirésistante aux antibisgi| par production
d’une beta-lactamase a spectre élargi de type QT1X-

Une alerte a donc été lancée en France. Entre/@5/2011 et le 03/06/2011, 10 cas de
diarrhée sanglante chez des personnes ayant s€jourresidant en Allemagne dans les 15
jours précédant leurs symptdmes ont été signalésepaARS a I'InVS. |l s’'agissait dé
hommes et 4 femmes agés en moyenne de 30 angi{egtréd4-55 ans)Tous ont eu un lien
direct avec I'Allemagne en mai 2011

- 1 touriste allemande en voyage en Corse

- 2 francais résidant en Allemagne (Hambourg, Framkfo

- 6 francais ayant voyageé en Allemagne en mai 2011

- 1 personne résidant en Alsace ayant fait des coerséllemagne

Aucun des cas n’a évolué vers un SHU.

L’investigation microbiologique réalisée au CNR-ECS a mis en évidence pour deux cas,

une souche d&. coli O104:H4stx2ar, aggR+, BLSE de type CT-X-M15 chez la touriste

allemande voyageant en Corse et chez un patiewaimde retour de Hambourg.

Les deux souches étaient génétiguement reliéesliéeés a la souche allemande comme le
montre I'électrophorese en champ pulsé aprés digegar 'enzymexbal (voir figure 13)
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3.3.2 Epidémie de SHU et de diarrhée sanglante daeE. coli 0104:H4 dans le sud-ouest
de la France (juin 2011)

Le 22 juin 2011, deux hodpitaux de Bordeaux ont @igna la Cellule interrégionale
d'épidémiologie (Cire) Aquitaine 6 cas de diarreérglante (DS) et 2 cas de SHU
Quinze cas épidémiques ont été identifiés au abelcet épisode :

- 9cas avec un SHU

- 4 cas avec une diarrhée sanglante

- 2 cas avec une diarrhée simple.
Onze patients ont été hospitalisés ; aucun n’estcie
Les 15 cas sont 10 femmes et 5 hommes d’age coeris 3 et 64 ans (médiane : 37 ans).
Les dates de début des symptdomes se distribuente det 11 et le 27 juin.
lIs résidaient tous a Bégles ou a proximité. Auslavait voyagé en Allemagne

La confirmation d’'une infection a EHEC a pu étraamie pour 12 cas. Il s’agissait d’'une
souche de sérotyp©104:H4, présentant les mémes caractéristiques de noalétx2a+,
aggR+) et de résistance aux antibiotiques (BLSE de t@¥eX-M15) que la souche
éepidémique allemande. Les deux souches étaientigeesent reliees comme le montre
I'analyse en champ pulsé (enzyXieal) réalisée au CNR-ECS-LA (voir figure 13).

Figure 13 : Profils PFGE des cas de SHU et de diarrhées saeglakE. coli 0104:H4 dans
le sud ouest de la France (juin 2011)
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Eci1-4632 Bordeaux 2011 0104 H4
Eci1-4623  Bordeaux 2011 0104 H4
Eci1-4404 Bordeaux 2011 0104 H4
Eci1-4984 Bordeaux 2011 0104 H4
Eci1-4988 PBordeaux 2011 0104 H4
Ec11-6006  PBordeaux 2011 0104 H4
Ec11-3677 |Germany2011 0104 H4
Eci1-3798 Germany2011 0104 H4
Ec11-4522 Bordeaux 2011 0104 H4
Ec11-5536  PBordeausx 2011 Q104 H4
Ec11-5537 Bordeaux 2011 0104 H4
Ec11-5538  Bordeaux2011 0104 H4
EAEC 55080 Referencestrain 0104 H4

Ec09-7901  France 2009 0104 H4
Ec04-8351  France 2004 0104 H4
ECOR26 Reference strain 0104 H21
ECOR27 Reference strain 0104 H?
H519 Referencestrain 0104 Hi2

Mariani-Kurkdjian et al, Lancet Infect Dis, 2011
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3.3.3 Epidémie &. coli 0157:[H7] sorbitol positif dans le nord de la Frare en lien avec
la consommation de viande hachée de boeuf

Le 14 juin 2011, le Département des Maladies lindeses (DMI) de I'InVS et la Cellule
régionale de veille, alerte et gestion sanitai@B\(AGS) de I'Agence Régionale de Santé
(ARS) Nord Pas-de-Calais étaient informés par Iet@ehospitalier régional universitaire de
Lille (CHRU) et le service des urgences du Centrgpitalier (CH) de Douai, de cinq cas de
SHU post-diarrhéique chez des jeunes enfants ladispg depuis le début du mois de juin
2011, résidant dans le département du Nord (59.das, agés de 20 mois a 8 ans, étaient
domiciliés dans plusieurs villes, Douai (n=3), fadennes (n=1) et Dunkerque (n=1). Les
dates de début des symptdomes des enfants étamumpégrs du 6 au 10 juin 2011 pour
I'épisode diarrhéique prodromique avec un diagoati SHU posé entre le 10 et le 13 juin.

Les premieres souches ont été isolées dans lesatgi Microbiologie du CHU de Lille (Pr
Courcol et Pr Simonet) puis adressées au LA-RD.

Le CNR-ECS-LA a participé a l'investigation de eefipidémie en collaboration avec le LNR
de Lyon qui a effectué I'analyse microbiologique geeparations a base de viande hachée
réfrigérées suspectées.

La recherche d’anticorps sériques dirigés conttgpépolysaccharide des sérogroupes de
STEC a été effectuée pour 17 cas ; les sérologiesnétadsitives pour le sérogroupe 0157
(Tableau 26) pour les 16 cas.

Des analyses de selles ont été réalisées poursldocd 13 se sont révélées positives. Treize
souches dont 11 STEC appartenant aux sérotypes @250) et O177 (n=1) et deux souches
d’AEEC (0157 et O26) ont été isolées (Tableau 22). Ds, ploe selle était positive en PCR
pour STEC 0157 sans qu’une souche n’ait pu éttéaqdableau 26).

Un résultat positif en sérologie et dans les amalyle selles a été obtenu pour 11 cas. Toutes
les souches du sérogroupe O157 isolées des sdédiemtéimmobiles et fermentaient le
sorbitol, caractéristique tres rare pour les sosi€hE57 isolées en France. Le géite codant

la flagelline (antigene H) a été séquenceé pour dieuges souches (une de pulsotype C et une
de pulsotype E) dans les deux cas, il s’agissait dllelefliC H7.

Le sérotype majoritaire parmi les souches isoléss @157:[H7] (84%, 11/13). Une infection
par deux sérogroupes de STEC a été mise en évidbezedeux cas (0157 ©t77; O157 et
026). La recherche de facteurs de virulence deshesua mis en évidence un profil de
virulence,stx2 eae hlyAmnajoritaire (72%, 8/11) parmi les souches du séxgae 0157.

Les souches humaines et les souches isolées danalineents ont été comparées par
électrophorése en champ pulsé apres macrorestrid@@ADN. L'analyse a mis en évidence
3 pulsotypes (profils PFGE) distincts parmi les cdms cliniques: le pulsotype A
correspondant aux souches appartenant au sérog@lipg et les pulsotypes C et E parmi
les souches de sérogroupe 0157. La fréquence des pldsotypes identifiés parmi les
souches du sérogroupe 0157 était quasi équivalpuatsotype C : 54% ; pulsotype E : 46%).
En revanche, les souches ayant un méme pulsotgwaiant pas toutes le méme profil de
virulence (Tableau 26). Les pulsotypes C et E Btapécifiques des souches de STEC 0157
isolées chez les cas rattachés a cette épidénse? pailsotypes n'ayant pas été identifiés
parmi les autres souches &TEC O157 étudiées en 2011, hors contexte de égitieémie.
Ces profils étaient également retrouvés dans leshes alimentaires.
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Tableau 26 : Résultats des analyses humaines de la recheratfection aE. coli producteurs de
Shiga-toxines et consommation de I'aliment incrigjiRrance, juin-juillet 2011 (n=18).

° S;’:}Sdoemhn;iﬂgg gg Enseigne Ma(;(gue Résultat Souche de Profil Fermentation Souche
d’achat . sérologie STEC/AEEC’isolée PFGE® de sorbito® mobile
bceuf produit
1 Oui (steak haché) X A 0157 0177:['&5/2 sx2eae oui Non
p  Oui (burger aux X A 0157  O157:[H7stx2 eae  C oui Non
oignons)
3 Non / / 0157 0157:[r']'|';ftxz eae ¢ oui Non
4 Nor / / Négatif 0157:[E|;]AS“‘2 eae oui Non
5 Nor? / / 0157 0157:%]:“‘2 eae ¢ oui Non
6 Non / / Analys_e 0157:[H7]stx2 eae c Oui Non
non-faite hlyA
. . Y (steak
Oui (steak haché) . BpourY; .
7 Possible (produit hache) . Inconnue 0157 O157:[H7]stx2 eae C Oui Non
: X (produit hlyA
inconnu) inconnu) pour X
8  Oui (steak haché) X A 0157 0157:[E|;]AS“‘2 eae  p oui Non
9 Oui (steak haché) X A 0157 0157:[;]*';/15“2 eae g oui Non
Inconnue
Oui (steak haché et (steak O157:[H7]stx2 eae .
10 boulettes de viande) X haché) ; A 0157 hlyA E Oul Non
(boulettes)
11 Oui (steak haché) X A 0157 0157:[H5tk2 eae E Oui Non
E
. . 0157:[H7]eae hlyA (0157) Oui Non
12 Oui (steak haché) X A 0157 O26eae | Oui /
(026)
0157stx2 eae hlyA
13  Oui (steak haché) X A 0157 (PCR sur selles / / /
uniguement)
14 Oui (steak haché) X A 0157 Négatif / / /
15  Oui (steak haché) X A 0157 Négatif / / /
16 Oui (steak pour X Inconnue 0157 Analyse non réalisée / / /
hamburger)
Y
17 O.u' (bou,Ie_tte.s et (boulgttes), Inconnue 0157 Analyse non réalisée / / /
filet américain) W (filet
américain)
18  Oui (steak haché) 4 C 0157 Analyse non réalisée / / /
Légende
&: Consommation d’une préparation a base de viandeée de boeuf dans les 7 jours précédant le début
signes

P STEC:E. coli producteurs de Shiga-toxines; AEEC : « Attachind effacingE. coli»

° PFGE : analyse d’électrophorése en champ pMlisély. Les profils PFGE (pulsotypes) nommés par la mém
lettre different par 3 bandes au maximum et apgamgnt donc a un méme sous-groupe clonal (seldrclka
consensus relatif a I'interprétation des résulv@tenus par PFGE)
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Les 3 pulsotypes isolées de I'aliment incriminésetés chez les cas, et donc classées comme puésoty
épidémique sontles A, C et E.

d Caractéristique phénotypique des STEC 0157 ufiiaé distinguer les O157:H7 classiques (non-fetemes
de sorbitol) des O157:Hatypiques (fermenteurs de sorbitol).

® [HX] : souche non-mobile; (non-expression de ligéne flagellaire « H ») dont I'antigéne H a étéeddiné
par PCR (typage du géfieC) et noté comme [H7], [H25]. L'antigéne H d’une sbha mobile de STEC est noté
comme HX.

" Cas secondaire. Un autre enfant atteint d’'unetardans le foyer avait consommé un burger awnoaigde
'enseigne X (marque A).

9 Cas secondaire. Aucune consommation rapportéeodeipa base de viande hachée de I'enseigne XlIpsur
deux cas du foyer.

Les investigations épidémiologiques, microbiologs|et de tracabilité ont montré que cette

épidémie était liée a la consommation de viandéémade beeuf (steak haché et burger). Cette
éepidémie, la deuxieme survenue en France en lien B consommation steaks hachés de
beceuf, la premiére a eu lieu en octobre 2005.

Par ailleurs, des analyses microbiologiques onté&sdbisées par le LNR sur différents lots de
steaks hachés incriminés (retrouvés et/ou pot@mieht consommés aux domiciles des cas
humains) et ont permis d’isoler des souches apmamtea trois sérotypes différents de
STEC/AEEC (0157:[H7], O177:[H25], O103:[H2]) et deusouches de STEC non-
sérotypables, toutes ces souches étaient immokileappartenaient a sept pulsotypes
différents (A, C, E, K, L, M, N). Toutes les soushéu sérogroupe O157 fermentaient le
sorbitol. Trois des pulsotypes, A, C, E, étaienhoauns aux souches isolées chez des cas et
dans les préparations a base de viande hachédésupgélevées dans les congélateurs des
familles des cas.

3.3.4 Epidémie de SHU dans le Finistere (été 2011)

Quatre cas de SHU regroupés dans le temps sonémasvpendant I'été 2011 dans le
Finistére.

Deux enfants ont eu une sérologie positive en Qi&is sans souche retrouvée. Un enfant a
eu une sérologie négative, sans souche retrouveeselle souche de coli O157:H7 a été
isolée pour un cas de SHU. Tous ces enfants vidam un environnement rural et aucun lien
épidémiologique n’a été retrouve.

3.3.5 Cas groupés de SHU B. coli O104:H4 chez des touristes francais de retour de
Turquie (septembre 2011)

Le 30 septembre 2011, le CHU de Caen informe ' ARRSleux cas de SHU chez des patients
de retour d’'un voyage organisé en Turquie entdedele 17 septembre. Le 4 octobre, 6 autres
cas de diarrhées sanglantes et/ou de diarrhéelastsychez des patients de ce méme groupe
sont identifiés.

Des prélévements de selles et de sérums des deute GHU ont été envoyeés au CNR-ECS,
les analyses effectuées ont permis d'isoler dangamsur deux, une souche He coli
0104:H4 présentant le méme profil de virulence tmesouche deE.coli O104:H4 de
I'épidémie allemande et de celle de Bordeaux (stx@e- hlyA- AggR+). Par alilleurs, elle
présentait, a I'exception de la béta-lactamase extsp élargi (BLSE) absente, le méme
phénotype de résistance que les deux souches éqidEsrsus-citées, a savoir (résistance a
'ampicilline, streptomycine, sulfamides, triméthope, cotrimoxazole, tétracycline, acide
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nalidixique et sensibilité au céfotaxime, ceftazidi imipeneme, kanamycine, gentamicine,
chloramphénicol et ciprofloxacine).

La recherche de STEC dans le prélevement du deexéas de SHU s’est révélée négative
par contre la sérologie. coli était positive pour les deux cas.

Dans un deuxieme temps, le CNR a analysé la sosohee par électrophorése en champ
pulsé en parallele avec les souches épidémiquésniaAtine et Bordeaux), les résultats de
cette analyse (voir figures 14 et 15), montrent usouche est proche des deux souches
épidémiques mais pas identique et differe par dmndes aprées utilisation déa et trois
bandes apres utilisation de Notl. Elle est égaléndfiférente des deux cas sporadiques
d’infections aE. coli 0104:H4 stx2 aggR et agg3A positifs, isolées eamée en 2004 et
2009.

Il n"a pas été possible d’'identifier la source datamination de ces deux cas de SHU.
Figure 14: Profils PFGEXba | des cas de SHU E&. coli 0104:H4 survenus chez des
touristes francais de retour de Turquie et comparaiavec les cas épidémique&.acoli

0104:H4 d’Allemagne et de Bordeaux de juin 201lkeetcas sporadiques survenus en France
en 2004 et 2009

PFGE Xbal PFGE Xbal

] n Ec11-46322  Bordeaux2011 0104  H4

‘ ) = ‘l 1N Ec11-4623  Bordeaux2011 0104
P Imrw " Ec11-4404 Bordeaux2011 0104  H4

] nm) I Ec11-4984 Bordeaux 2011 0104
: ] u Ec11-4988 Bordeaux 2011 0104  H4

1 1) Ec11-6006 Bordeaux 2011 0104
] | I T ) | Ec11-3677 Germany 2011 0104  H4
e il ] | Ec11-3798 Germany 2011~ 0104 {4
| 18N N Ec11-4522 Bordeaux 2011 0104 g4
I . Rl 1 ) Ec11-5536 Bordeaux 2011 0104 Ha
r B B A Ec11-5537  Bordeawx2011 0104  H4
— l | !! I 1i | ) Ec11-5538  Bordeaux2011 0104 H4
L . i Ec11-9450 Turkey 2011 0104  H4
— “ l l “ | CRBIP14.5 Reference strain 0104 H4
mirn | Ec09-7901 France 2009 0104  H4
| Niiw n Ec04-8351 France 2004 0104  H4
— I r R 1N CIP105999  Reference strain 0104 H21
b 1 : || ) | ] CIP1068042 Reference strain 0104 H?
H519 Reference strain 0104 H12
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Figure 15: Profils PFGENot | des cas de SHUE coli0104:H4 survenus chez des touristes
francais de retour de Turquie et comparaison a®cds épidémiquesa coliO104:H4
d’Allemagne et de Bordeaux de juin 2011

M: Marqueur

1-4: Souche épidémique d’Allemagne et de
Bordeaux 2011

5-6: Ec11-9450 souche Turquie 2011 (duplicat
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3.3.6 Cas groupés de diarrhées sanglantes a Straghp— septembre 2011

A la demande de I'InVS, le LA-RD a investigué 5 ¢k diarrhée dont 3 sanglantes chez des
enfants de 2 familles résidant a Strasbourg.

Pour quatre enfants sur 5, une souchE.dmli O157eae+ stx2+ hlyA+a été isolée.

Les souches étaient génétiguement reliées (anpdydeFGE apres digestion péal) voir

figure 16.
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Figure 16 : Profil PFGEXbal des cas de diarrhées sanglantes éoli 0157 survenues chez
des enfants a Strasbourg, septembre 2011

L’interrogatoire a déterminé qu'une autre hypothis&ransmission de personne a personne
au sein des 2 familles était I'hypothése la plusbpble.

3.3.7 Regroupement temporo-spatial de SHU a Caerkté 2011

A la demande de I'InVS, le LA-RD a investigué wgmupement temporo-spatial de cas de
SHU autour de Caen du 21 juillet au 15 septembid 20

Il s’agissait de 6 cas de SHU et d’'un cas de DG% dantourage. Pour 3 des cas de SHU,
aucune souche n’a été retrouvée mais la séroltajigpésitive pour O157.

Pour 3 cas de SHU et pour la sceur d’'un des patienessouche de O157 eae+stx2+ a été

isolée. L’'analyse en champ pulsé montre que lesh&suétaient génétiquement reliées (voir
figure 17)

Cependant, I'enquéte épidémiologique n'a pas regqas de lien entre les cas.
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Figure 17: Profil PFGEXba des cas groupés de SHUEacoli 0157 survenus a Caen (été

2011)

3.3.8 Cas sporadiques de SHU liéska coli 0104:H4 survenus apres I'épidémie de

Bégles

Quatre cas de SHUER coli 0104:H4 sont survenus chez des enfants entrechaificembre
2011. Les caractéristiques des patients et detisestigurent dans kableau 27suivant :

Tableau 27: Cas sporadiques de SHU liéE.acoli0104:H4 survenus apreés I'épidémie de

Begles
Date département | N°souche | sexe| age | clinique | eae| Stx1 | Stx2 | hlyA | variant | autres
24/08/2011 25 33006 M 13 SHU - +H Stx2a  AggR+
06/09/2011 44 33162 M 16 SHU + Stx2a  AggR+
08/11/2011 13 33345 F 5 SHU 4 Stxda  AggR+
09/11/2011 94 33439 F 5 SHU 4 Stxda  AggR+

- Aucun lien épidémiologique n’a été retrouvé etggepatients.
- Les souches ont été comparées entre elles etazéawpa la souche épidémique 0104:H4
par électrophorése en champ pulsé apres digestioftbpl (voir figure 18)
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Figure 18 : Cas sporadiques de SHU liek acoliO104:H4 survenus apres I'épidémie de
Bégles

Les souches étaient génétiguement proches maisdpatques a la souche épidémique
allemande (voir figure 18 ci-dessus). Une étude g@guencage complet est en cours
d’analyse.

3.3.9 Autres types d’investigations

» Etude du portage fécal communautaire d’Entérobactées productrices de BLSE
chez I'enfant (LA-RD)

L’étude de la prévalence et les facteurs de ristuportage communautaire d’Entérobactéries
productrices de BLSE a été étudié chez 411 entaits agés de 6 a 24 mois.

Au total, 4,6% des enfants portaient une souchentéfebactérie (18. coli et 1 K.
pneumoniag productrices de BLSE. CTX-M-1 et CTX-M-15 repmétaient les BLSE
prédominantes.

L’étude de la diversité génétique des souchek.deoli par la méthode REP-PCR a montré
que les souches étaient genetiquement non reliees.

L’exposition & une céphalosporine d&€"3génération était significativement associée au
portage de BLSE (p = 0,004)

> Epidémie de gastroentérite aigiie dans UBPHAD dans I'Aisne (02)

L’ARS de Picardie a signalé une épidémie de gestsite aigiie dans un EPHAD dans
'Aisne (02). Entre le 03/05 et le 05/05/2011, siit 89 résidents ont été malades avec des
vomissements et de la diarrhée mais sans diasdregante

Une coproculture envoyée a un laboratoire privé@nLa isolé 6 souches HecoliO157. Le
LA-RD a recu les souches isolées et a infirmé fitdeation. La technique utilisée par le
laboratoire en termes d'identification n’était pamnforme. Un contact a été établi avec le
biologiste.
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> Epidémie de diarrhée sanglante en Lorraine : fauyositifs test Rida Quick
commercialisé par r-biopharm

A la demande de I'InVs, le LA-RD a investigué Hsae diarrhées sanglantes testées par le
test Rida Quick (test immunochromatographique paenede dépister les Shiga-toxines).

Les selles et les souches ont été recues par IRIMALa recherche des genes des Shiga-
toxines était négative et infirme le résultatesiut par le test rapide sur les selles

Il s'agit donc d'un faux positif du test direct. d@proculture a en fait révelé la présence de
Salmonella entericaérotypelyphimurium dans les selles de ces enfants.

Ce test peut en effet présenter des réactions éemimvec d’autres micro-organismes

> Analyse des souches de. coli 0157 de I'année 2011 par électrophorese en
champ pulsé

Le LA-RD poursuit son activité de typage par PF@Ens le cadre du plan quinquennal et
poursuit une évaluation comparative de deux méthatianalyse globale du génome des
souches EHEC. La comparaison avec les souchesidéssaprécédentes est en cours.

En 2011, 48 souches decoli 0157 ont été analysées en champ pulsé apres idiggsir
Xbd. Cette comparaison montre 21 profils différehesfigure ci-dessous montre un exemple
de la diversité de certains profils de 0157
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Figure 19: Diversité des profils PFGE de souches de E.@bb7 :H7

3.4 Contribution aux réseaux de surveillance interationaux en particulier
européens

Participation au réseau ECDC-FWD pour la surveiéaauropéenne des infectiong.ecoli
producteurs de Shiga-toxines et &sgella
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4. ALERTE
Celle-ci s’effectue auprés de I'InVS auquel, le Chlgnale sytématiquement :

- tous les cas de SHU chez les enfants de moité das a I'InVS.

- toute souche ou selle positive pour les génea §trRVS par I'envoi d’une copie du résultat
par fax.

- tout résultat positif de sérologke. coli ainsi que tout résultat positif comme négatif de
sérologieE.coli concernant des enfants de moins de 15 ans etrtiggien des résultats par
fax a I'lnVS.

Concernant lesShigellg la surveillance se fait également en signalafitn&S, tout cas
groupé, toute épidémie de caShigelladiagnostiquée au laboratoire, par I'intermédidies
fiches de renseignement recues au CNR [Bbugella sonneet le signalement de la méme
facon des épidémies potentielles.

Le CNR signale au Réseau Européen de surveillamseEd coli entérohémorragiques
(ECDC-FWD) de souches ayant le méme sérotype queirmes souches épidémiques
signalées en Europe.

5. ACTIVITES D’INFORMATION, DE FORMATION ET DE CONS EIL

5.1 Enseignement / formation

- Cours de Bactériologie médicale de I'Institut Paste 23 mars 2011 : Le gen&higella
(Muriel Maceé).

- 12°™ réunion technique couvoir, Laboratoire Bio Chénerty Chateaubourg (35), le 08
novembre 2011 : Méthodes de typageEesoli (M. Gouali)

- Participation a I'enseignement universitaire IegE. coli intestinaux et extraintestinaux (E.
Bingen et P. Mariani-Kurkdjian): DCEM1, DES de BRigle, DIU de Pathologie infectieuse
pédiatrique (organisé par le Groupe de Pathologiectieuse Pédiatrique), Hbpital Saint
Vincent de Paul Paris (3 heures par an), Interreefédiatrie et de Biologie au sein de
I'hépital Robert Debré

- Participation a I'enseignement du cours de Baaltsgie médicale a I'Institut Pasteur

- Formation continue en médecine ambulatoire (EngBn et P. Mariani-Kurkdjian)
(participation aux journées de pathologie infeceepédiatrique ambulatoire organisées par le
Dr Cohen)

- Formation continue aux techniques de laborat@rdBingen et P. Mariani-Kurkdjian)

- Formation continue des biologistes a la facuté®tiarmacie Paris V (Bioforma)

- Participationa I'enseignement de la Rechercheour la formation de stagiaires et la
préparation de DEA et de théses d’université.

- Information du grand public avec 70-100 interge\{presse écrite, radiophonique et
télévisée) données par les cadres du CNR-ECS-LA.

- Conférence destiné au grand public dans le cdelrBasteurdon : les crises sanitairds a
coli en 2011 (FX WEILL)

Stagiaires: le CNR-ECS recoit de nombreux stagiaires étremgdont certains du réseau
international des Instituts Pasteurs, qui vienmagfuérir des techniques de sérotypage et de
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caractérisation des genes de virulence afin daitteawsur des souches prévalentes dans leur
pays, aussi bien humaines qu’alimentaires.

Liste des stagiaires du LA-RD en 2011

- Damien DUPONT - Identification d’une région pladique conservée (CVP) et étude de
son rble dans la virulence d'une souche HEecherichia coli appartenant au groupe
phylogénétique B1, isolée d’'une méningite néonadtister M2-Paris XI - 2011

- Maryline CHOMTON - Evaluation de la phagothéragens des modeles de sepsis et de
méningite aEscherichia coliproducteurs de béta-lactamase a spectre élargstaviM2 -
Paris XI - 2011

5.2 Information et conseil aux biologistes et pratiens

La plupart des informations concernant le CNR-E@S-analyses realisées, fiche de
renseignements a compléter, condition d’envoi,rdasport...) sont accessibles par le biais
d’'une page Internet sur le site de I'Institut Pastdont voici le lien :

http://www.pasteur.fr/ip/easysite/pasteur/fr/satgetres-nationaux-de-reference-et-centres-
collaborateurs-de-l-oms/cnr-et-ccoms/cnr-des-egdharcoli-et-shigelles/identite-et-
coordonnees

Les résultats sont envoyés au laboratoire par iesutme copie peut étre envoyée par fax ou
par courrier électronique sur demande du labogatoir

Des conseils a la fois pratiques (milieu de transgeuille d’information...), diagnostic
(importance des genes de pathogénicité ou du gérotigtecté...), thérapeutiqgues et/ou
épidémiologiques sont donnés de facon presque dieiotie par téléphone ou courrier
électronique. Les appels recus sont notés danahiaravec la date, I'heure, le laboratoire et
le type d’information demandée. Le volume des datearest tres variable et peut aller de 1 a
20 appels par jour.

Des échanges et réponses aux questions se fonpaussternet par I'intermédiaire du forum
du réseau de microbiologie médicale (Réseau-mictodie-medicale @yahoogroupey.tu

de I'adresse colishig@pasteur.fr

Par ailleurs, dés la survenue des premiers caa keoli 0104:H4, le CNR-ECS-LA a mis
en place une fiche d’informations téléchargeable Isusite du CNR, permettant aux
biologistes d’étre informés des caractéristiquesadsouche épidémique decoli 0104:H4,

du dispositif mis en place par I'ARS pour détedtemplus rapidement possible les cas en
rapport avec I'épidémie allemande et rappelantiedalités de prélévements, de transport et
d’envoi des prélevements de selles et/ou de somh€NR-ECS-LA.

5.3 Diffusion des données de surveillance a I'lnVS

Les résultats obtenus concernant la surveillanc&idU des enfants de moins de 15 ans
(selles, souches et sérologie) SHU sont communidégsignature a I'InVS par téléphone ou
par fax.

Les épidémies potentielles détectées sont signpkiretléphone a I'InVS afin de vérifier si
I'épidémie est connue et s'informer de I'enquéterguellement en cours a leur niveau.
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La diffusion de données de surveillance aux prafesels se fait lors de cours ou

communications spécifiques, le cours de bactérielogédicale ou encore les journées de
veille sanitaire. En cas d'épidémie, la diffusioesddonnées se fait par I'intermédiaire de
l'InVS, a la DGS, et aux ARS.

5.4 Activités d’expertises aprés du Ministere chamg de la santé, de I'InVS,
la DGS, 'AFSSA, 'OMS :

- Expertise dans le sérotypage et la comparaisamvaau moléculaire des souches par
sérotypage moléculaire, MLST ou PFGE qui permetétdier 'appartenance des souches a
une méme épidémie.

- Participation a des conférences téléphoniquestpelles en cas d’épidémie pour
valider les méthodes de diagnostic, de préventiale ¢raitement.

En 2011, le CNR-ECS-LA a poursuivi son activitésain du groupe de travail de TANSES
(ex AFSSA) GT-EHEC créé en 2010 suite a la saidm&AFSSA par la DGS et la DGAL
d’'une demande d’avis relatif a la révision de ldinditon des EHEC majeurs typiques, a
'appréciation quantitative des risques liés a bastéries a différentes étapes de la chaine
alimentaire, selon les différents modes de consdiomales steaks hachés et a la prise en
compte du danger lié alx coli entéropathogénes (EPEC) dans les aliments.

Un premier avis de 'ANSES a été rendu le 27 mdi®pour répondre a la premiére question
relative a la révision de la définition des EHEGhpgénes. Le second avis de 'ANSES
finalisant les réponses aux questions a été psemntautorités le 14 mars 2011.

Le 11 juillet 2011, Mr Xavier Bertrand, Ministre duavail, de I'Emploi et de la Santé et le
Dr Jean-Yves Grall, Directeur Général de la Sam@mpagnés par le Professeur Alice
Dautry, Directrice Générale de I'Institut Pastemt @isité le CNR-ECS. L'implication du
CNR lors des épidémies de lI'été 2011 a été recosdgenUne lettre de félicitations du
Ministre du Travail, de 'Emploi et de la Santéta énvoyée au CNR-ECS.
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6. TRAVAUX DE RECHERCHE EN LIEN DIRECT AVEC L'ACTIV ITE DU CNR-
ECS-LA

6.1E. coli

E. coli extra intestinaux (aboratoire associ¢LA-RD)

- Etude clinico-biologique des méningites néonatal@skE. coli en France

Nous avons recu l'accord du groupe de patholofgetieuse pédiatrique pour effectuer le
recueil exhaustif des données cliniques aupréshedgque service clinique. Cette étude porte
sur les antécédents familiaux, le déroulement dgdasesse, de I'accouchement et des suites
de couches, I'examen clinique a la naissance etedme de I'enfant, les antécédents
personnels, le tableau clinique au moment de Eepn charge de la méningite, I'évolution
avec en particulier, le décés ou lapparition demplications et localisations
parenchymateuses. Le bilan infectieux réalisé eétailte ainsi que I'antibiogramme de
chaque souche. Enfin la prise en charge thérapgutigt étudiée en particulier avec le type,
la dose, et la durée des antibiotiques.

6.2 Shigella
a. Génétique et génomique évolutive dghigella

* Etude de la structure des populations d&. sonnei

Ce projet a été initié par le Pr Gordon Dougan delld@me Trust Sanger Institute,
Cambridge (Royaume Uni) afin d’étudier par séqugageomplet (méthodologie lllumina)
une collection représentative mondiale de 132 sssideS. sonnei

Le CNR a participé de fagcon majeure a cette étudesdectionnant dans sa
collection 54 souches acquises entre 1943 et 2007différents continents a l'aide de
meéthodes classique (biotypage) ou moderne (MLVAli§Toutain et al. Emerg Infect Dis
2011] ou CRISPR) de sous-typage et en assurardlyssm des mécanismes de résistance aux
antibiotiques.

Cette étude a mis en évidence que la populatioB. d®nnela moins de 500 ans et
gu’elle serait originaire d’Europe d'ou ont étéléms 4 lignées génétiques. La lignée llI
(correspondant au biotype « g ») est actuellemengxg@ansion, notamment en Asie, et ce
depuis I'acquisition d’un intégron de classe ll@wurs des années 1960-1970. Les données
issues des méthodes de sous-typage classiquet @aietlées a celles issues du séquencage
complet (Holt et al. Out of Europe : The recentbgllodissemination oShigella sonnei
Nature Genetics en révision).

Une analyse par séquencage est en cours pour sesvpopulations d&. sonnei
circulant parmi les écoles confessionnelles en Aqnérdu Nord, en Europe et en Israél.

* Etude de I'évolution génomique deS. dysenteriagle typel

Shigella dysenteriade type 1 (Sd1) ou Bacille de Shiga est une hiactétéropathogene trés
importante en Santé Publique car elle a un pole@pielémiogene (responsable de grandes
épidémies dans les pays en voie de développemest parfois importée en France chez des
voyageurs), elle possede comme facteur de virulen&higa-toxine, elle est multi-résistante
aux antibiotiques, (iv) et c’est un agent infectigotentiel pour le bioterrorisme.
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Le CNR a initié une étude de génétique des populaiile cet agent pathogene a partir
d’une collection de plus de 100 souches issuesNR-{P, du CDC d’Atlanta et de I'lCDDR,
Dhaka, Bangladesh, collection représentant la phaside biodiversité possible (souches
isolées de 1918 a nos jours sur les difféerentsimemis). Toutes ces souches ont été
caractérisées par les méthodes traditionnellesarePpGE, méthode de sous-typage souvent
prise en défaut du fait de nombreuses séquenaesedion mobiles dans le génome de Sd1.

L’analyse de la sensibilité aux antibiotiques diteceollection a permis d’identifier les

1éres souches multirésistantes lors de la grandérége d’Amérique centrale en 1969-1972.
Cette résistance a la streptomycine, aux sulfam@aeschloramphénicol et a la tétracycline
était médiée par un plasmide de type incB. De 1®7®81, plusieurs autres plasmides, de
types incX ou incll, entrainant une résistance tamohielle aux aminopénicillines et au
cotrimoxazole ont été identifiés. Nous avons migeidence qu’au cours des années 1980 a
partir de I'Inde, la tres grande majorité des sagchvait acquis dans le chromosome un Tlot
de pathogénicité (le PAI) comportant une régionnudtirésistance aux antibiotiques (le
SRL).

Pour connaitre les relations entre les différepgsulations bactériennes circulant a I'heure
actuelle ou au cours des dernieres décennies, nmamleur dynamique au regard des
stratégies antibiotiques, il est nécessaire de @oulisposer d’'une méthode de sous-typage
informative sur le plan phylogénétique. Une analysdiminaire par la méthode de référence
de génétique des populations bactériennes, le MIssT,38 souches n'avait montré la
présence que de deux séquencotypes, ST146 et §ie@ifferant que par une mutation
ponctuelle [ou Single Nucleotide Polymorphism, SHBRihs le geneumC. Nous avons donc
initie une étude de séquencage par la méthode ilai®olexa sur 107 souches
représentatives. L’analyse bioinformatique a laheeche de SNPs informatifs et de
marqueurs évolutifs (prophages, lots génomiqu&tsgre cours. Six plasmides de grande taille
sont également en cours de séquencage par unechpptd4 pour comprendre la genéese du
SRL-PAL

* Etude de la structure des populations d&. flexneri

Ce projet a été initié par le Pr Nicholas Thomsan Wellcome Trust Sanger
Institute, Cambridge (Royaume Uni) afin d’étudier séquencage complet (méthodologie
lllumina) une collection représentative mondiale388-500 souches & flexneri

Le CNR a participé de facon majeure a cette étunesd@ectionnant dans sa
collection 113 souches acquises entre 1918 et 2800%lifférents continents et en assurant
lanalyse des meécanismes de résistance aux aidisest L'analyse génomique est
actuellement en cours.

b.Méthodes de typage des souches 8higella

* Caractérisation des séquences du geffieC chezShigella
Les souches d&higella étant immobiles, le géne de la flagelline est m@é comme
cryptique. Il existe une corrélation entre leslaBedefliC et le sérogroupe d&higella Ceci
a été demontré au CNR-ECS par analyse des prefitestriction ddliC (Roney et al. J Clin
Microbiol. 2001).
En 2009, le CNR a continué a compléter sa baseédaescedliC avec 158 souches
représentatives des différents sérotypeShigella L'analyse des résultats a permis de mettre
en évidence la présence de séquences d’inser8rcliez différents sérotypeS. (boydii7,
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16 & 17;S. dysenteriad, 9, 11 et 13). Apres suppression des IS, desectude séquences
fliC on été mis en évidence :
- cluster 1:S. boydiil-4, 6, 8, 10, 14, 18-20S. dysenteria8-7, 9, 11-15, sérotypes
provisoires 93-119 et 97-106085; flexneri6.
- cluster 2 :S. boydii5, 7, 9, 11-12 sérotype provisoire E1621-S4flexneril-5
- cluster 3 S. boydiil5-17
cluster 4 S. sonnedes différents biotypes.
Certaln sérotypes ont des séquerili€sspécifiquesS. boydiil3; S. dysenteriaé, 8, 10.
Certain stéréotypes n’'ont pu étre amplifiés par P@dgré différents essais avec différentes
amorces :S. dysenteriae2, sérotype provisoire BEDP 02-5104, et quelgBedoydii12.
L’explication la plus probable est que le géii@ ou une région du géne soit délété pour ces
sérotypes d&higella

* Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR):
étude de la présence de séquences répétées dageimme deShigella:

Le terme CRISPR désigne une famille de séquencesngques répétées. Cette
famille se caractérise par des séries de rép&itionctes, courtes (de 21 a 37 paires de bases)
et régulierement espacées par des séquences, lgar@rauniques et non codantes, de 20 a
40 paires de bases (espaceurs ou spacers).

Un locus CRISPR avait été mise en évidence &heeoli par Jensen et al, en 2002 (Mol.
Microbiology). Nous avons évalué sa présence dassgénomes publiés de coli et
Shigella Deux loci CRISPR (1 et 2) ont été mis en évidempuis 2009, le CNR a amplifié
et séquencé 125 souches représentatives des wliff&eérotypes dshigellapour le locus 1 et
29 souches pour le locus 2. I'analyse des résuttatisnus sur le locus 1 de 125 souches a
permis de définir 2 importants clusters présentaet identité parfaite dans la composition en
espaceurs du locus 1 :

- cluster 1:S. boydiil-5, 6-8, 1, 14, 18-20S. dysenteria@-6, 9, 11-13, 15 sérotypes

provisoires 97-10607S. flexneri6.
- cluster 2 : S. boydii 12, sérotype provisoire E162]S. flexneril-5.

* Construction d’'une base de données de « Multi dcus Sequence Typing »
(MLST) pour les différents sérotypes deShigella

Le CNR est en train de développer une base de der&éST en suivant le protocole du
«University College Cork» (http://mlst.ucc.ie/)ligant 7 genes de ménage :

adk (adenylate kinase),fumC (fumarate hydratase),gyrB (DNA gyrase), icd
(isocitrate/isopropylmalate  dehydrogenase)ndh (malate dehydrogenase), purA
(adenylosuccinate dehydrogenasefA (ATP/GTP binding motif)

Le séquencage de souches $laigella de differents sérotypes a débuté en 2009, et se
poursuivra en 2012 afin d’obtenir une base reptéter de tous les profils MLST
(séquencotype, ST) d&higella A I'heure actuelle, plus de 200 souches ontygiéds.
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8. PROGRAMME D’ACTIVITE 2012-2013

8.1 Apporter une expertise microbiologique
8.1.1 Infections aE. coli entéro-hémorragiques

» Diagnostic des infections &. coli entéro-hémorragiques
Dans le cadre du diagnostic des infections a EHECNR-ECS-LA :

Réalisera une identification biochimique du gelischerichiaet dans le cas de souches
difficilement identifiables biochimiquement, la PG@R géneauid et/ou le séquencage du géene
rpoB permettant de confirmer l'identité de la souchedéterminant le genre ou I'espéece
grace a sa banque de données pour toutes leslmttnies.

Puis le CNR-ECS-LA effectuera de fagcon systématique

- 'agglutination des souches d’origine intestinalec les antisérums :
025, 026, 044, 055, 078, 086, 091, 0103, 0111, OO148, 0119, 0124, 0125, 0126,
0127, 0128, 0142, 0145, 0157, 0158, 0164

- la recherche par PCR des génes de virulsbel; stx2, eae et hlygur souches bactériennes
d’origine intestinale et dans les selles d’adultes.

- la recherche d’anticorps anti-LPS (IgA et IgMkd®incipaux sérotypes d’'EHEC 026, O55,
091, 0103, 0111, 0128, 0145, 0157 et O104) dasérlem par la méthode de line-blot.

Les genes de virulence des autres pathovar&.deoli seront recherchés apres entente
préalable et en connaissance du contexte cliniguepmémiologique.

Le CNR-ECS realisera un sérotypage moléculairdgparéthodafb-RFLP et le séquencage
du gene de flagellin®iC dans le cas de souches non-sérotypables.

Toujours, dans un but diagnostique, le LA-RD réailis

- la recherche par PCR des génes de virulence ldarselles d’enfants et sur les souches
isolées de selles d’enfants qui lui sont adressées.

- la recherche des variants des genes de virulence.

- le sérotypage par PCR multiplex permettant deadét les sérotypes les plus fréquemment
retrouvés dans les pathologiées liées aux EHEG7(0026, 0111, 055, 091, 0103, 0145.

» Développement de nouvelles méthodes de diagnost&sdnfections &E. coli
entérohémorragiques (EHEC) et en particulier de€. coli producteurs de Shiga-toxines
(STEC) pouvant étre utilisées en routine dans lesalboratoires de biologie médicale.

Du fait de I'hétérogénéité génétique des STECeikiste, a I'heure actuelle, aucune méthode

simple et standardisée pour leur identification sddas laboratoires d’analyses. Une
collaboration scientifique avec I'équipe d’Eric Cdd (CHU de Toulouse, USC INRA,
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U1043 INSERM et Ecole Nationale Vétérinaire de boigk) va étre initiée durant le mandat
2012-2016. Un des aspects de cette collaborati@andse réflechir & de nouvelles approches
diagnostiques compatibles avec une application Esnaboratoires de biologie médicale.

Le laboratoire associé va également évaluer Katilon de puces ADN commercialiées
comprenant 77 cibles et 11 sérotypes O et H.

» Elaboration, mise a disposition, diffusion de guidetechniques relatifs au
diagnostic de ces infections destinés aux laborates de biologie médicale

Le CNR-ECS-LA va poursuivre le travail d'informatiaes laboratoires et de formation de

stagiaires déja entrepris. Dés qu’'une méthode \sdidée dans les 2 laboratoires, elle sera
mise a disposition des laboratoires intéressés gires cela a été fait pour la technique de
PCR sur les selles qui a été transférée a différeamtres hospitaliers (Besancon, Rennes,
Lyon, Pontoise, Nancy). Des revues sur le diagoodtis EHEC seront écrites dans les
journaux francophones a forte audience parmi lelbistes comme I'article de référence sur

les EHEC publié dans la Revue Francophone desdatias en 2008.

8.1.2E. coliresponsables d’infections extra-intestinales (LA-R)

» Développement et mise en ceuvre des techniques deatye et de génotypage des
souches. Distinction des souches responsables de geoupés de celles responsables de
cas sporadiques et affiliation des souches aux dfents clones

- Génotypage dE. coliresponsables de méningite néonatale (ECMN)
Les souches seront caractérisées par leur appacee@aun groupe phylogénétique par leur
empreinte de virulence et par leur antigene sometiq

- Le groupe phylogénétique sera déterminé par @R Rultiplex permettant de distinguer
les 4 principaux groupes (A, B1, B2, D)

- Les empreintes de virulence comporteront la netteepar PCR de 10 génes de virulence
suivants :

- Adhésines : pfimbriagp@pC, papGll, papGlll), Sfimbriae &fa/fog

- Toxines : hémolysinedlyC), cytotoxic necrotising factocifl)

- Systemes de capitation du fer : yersiniabactiyeA), aerobactineigcC), salmocheline
(iroN)

- Invasines : invasine brain endothelial céef)

La PCR multiplex de groupage a été mise au poins d& LA-RD et constitue actuellement
'une des méthodes de référence utilisée dans led&l@Clermont et al, 2000). De plus, nous
avons mis au point une PCR multiplex permettanéd¢herche de 'ensemble des facteurs sus-
cités en seulement 2 PCR.

Les sérogroupes les plus fréquents sont recheparasne PCR multiplex mise au point dans

le laboratoire. L'’ensemble de ces caractéristicagsocié a la recherche phénotypique du
sérogroupe capsulaire K1 et des principaux antgéoenatiques O (83, 45, 18, 16, 7, 1)
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permettra d’affilier en temps réel chaque soucha groupe clonal. Ce résultat confronté aux
données cliniques de chaque patient.

Rétrospectivement, les souches seront de plus;téasges par la technique MLST (Bidet et
al, J Infec Dis 2007). La combinaison du ST et drogroupe O permet d’identifier au sein
des souches responsables de pathologies extréiriates, 49 sous-types, certains étant plus
particulierement associés aux souches responsdbilesepsis (STc27 (02), STc27(6) ou a
des méningites. Ces caractérisations standardiegasettent de comparer les souches sur le
plan international (Mahjoub-Mesai et al, JID 2011).

Le laboratoire associé apportera également sontésgeans I'analyse de la survenue de cas
groupés ou de la transmission mére-enfant qui poétre réalisée grace au typage des
souches par PFGE. Ces investigations bénéficiel@tiexpérience du laboratoire depuis une
guinzaine d’'années dans le domaine de I'épidémielogoléculaire ce qui a permis de
constituer une banque de profils type.

» Expertise pour une aide au diagnostic des méninggalécapitées par
antibiothérapie

Le LA-RD apportera une expertise pour l'aide augd@stic des meéningites néonatales
décapitées par une antibiothérapie par la réaisate PCR spécifiques vis-a-vis Becoli et

le cas échéant, vis-a-vis d’autres bactéries resgibes de méningites néonatales. Le
laboratoire a acquis une expérience en matiéere idgnaistic par PCR des méningites
décapitées (Negre et al, Infection and Immunityy40

» Etude et suivi de la résistance des souches auxiamdtiques en lien avec le CNR
de la résistances aux antibiotiques

La sensibilité des souches aux principales famdlastibiotiques en particulier amoxicilline,
amoxicilline/acide clavulanique, céfotaxime, amides et ciprofloxacine sera étudiée par la
méthode de l'antibiogramme et la détermination @&8l. Ces techniques sont réalisées
guotidiennement au laboratoire. La prévalence derésistance pour chacun de ces
antibiotiques pourra étre ainsi déterminée. Lagnés de BLSE sera caractérisée sur le plan
moléculaire a I'aide d’'une PCR multiplex (Dallereteal, J. Antimicrob Chemother 2010).

Les souches présentant des résistances partisusiérent adressées au CNR de la résistance
aux antibiotiques.

8.1.3 Infections aShigella

» Contribuer au développement de méthodes de typage

Une base de données moléculanfb-RFLP, séquencedliC, CRISPR et MLST sur
Bionumerics sera complétée pour tous les sérotgeeShigella (souches de référence et
souches cliniques représentatives). Les donnéesTMk®ont soumises sur le site MLST de
I'University College Cork, Irlande. Les souchesmimiveaux sérotypes ou non-serotypables
seront également étudiées par cette approche. bageaux sérotypes et les sérotypes
provisoires seront décrits dans des publicatiotesnationales.
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* |dentifier et typer les souches

Nous allons poursuivre l'identification et le tyma¢par la méthode la plus adaptée) de toutes
les souches adressées au CNR-ECS que ce soitedaadgrk de la surveillance ou dans le
cadre d’'investigations. Notre capacité annuelledesi0-15000 souches pour le sérotypage,
2000-3000 pour l'analyse de la sensibilité aux kaotiques, 1000 souches par an pour le
MLVA et 500 souches pour le PFGE. Toutes les saiseeont conservées indéfiniment en
tube gélosé dans une piéce climatisée dédiée allection. Les souches précieuses ou
fragiles c’est-a-dire les souches$ledysenteriade type 1, les souches ayant fait I'objet d’'un
séquencage complet, d'une analyse MLST ou CRISER, sbuches de référence des
nouveaux serotypes ou des nouveaux CRISPOL typesedant des résistances particuliéres
aux antibiotiques seront conservées a -80°C damstd’ BPE. La mise a disposition des
souches se fera apres accord des responsables Rud@té le cadre d’'un MTA (Material
Transfer Agreement).

 Suivre I'évolution de la résistance deShigellaaux antibiotiques a étudier les
mécanismes de résistance, en collaboration avec GNR de la résistance aux
antibiotiques,

Nous allons poursuivre I'analyse de la sensibidité antibiotiques a l'aide de méthodes
standardisées (antibiogrammes suivant le CA-SFBM récessaire CMI par la technique des
E-Tests) pour toutes les souchesSteella
La recherche de la résistance a I'azithromyciriaidd d’un disque sera effectuée pour toutes
les souches dghigella sonneAMX R-SXTR

8.2 Contribuer a la surveillance épidémiologique, relien avec l'Institut de
Veille Sanitaire (InVS)

* En transmettant a I'InVS, en temps réel, les résudtts concernant les infections a
EHEC,

Le CNR et le Laboratoire associé continueront dasimettre quotidiennement a I'lnVS par
fax et par courrier tous les foyers de cas grodpés méme groupe de EHEC (épidémies
familiales, hospitalieres, scolaires, créches,-tofdctions alimentaires collectives, infections
collectives) signalées au CNR-ECS-LA par les latmiras correspondants. Tous les
phénomenes d’'importance seront communiqués samsledtpar téléphone.

» En participant a I'investigation des cas groupés {{page de souches, comparaison
des souches isolées chez les malades et daasttes sources,..)

Le CNR-ECS-LA va poursuivre sa participation a \stigation des cas groupés en
collaboration avec I'InVS.

Les souches EHE@ origine humaine ou non seront étudiées de larfagivante par :
* RAPD par le LA-RD qui effectue cette méthode de fagoorante dans le cadre

d'investigations d'infections nosocomiales et ddaande de services extérieurs dans le cadre
d'investigations d'épidémies.
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* Electrophorese en champ pulsé (PFGE)

Le CNR-ECS reéalisera la méthode PFGE standardm@totole PulseNet) avec I'enzyme
Xba (ou un second si nécessaire) dans un délai dsensine. Chaque série de 18 souches
nécessitant 3-4 jours de manipulation. Les profiggont intégrés a la base de données
BioNumérics du CNR. Les images TIFF ou les fichiensl pourront étre échangés avec
d’autres laboratoires nationaux ou internationaux.

Le LA-RD réalise le PFGE dans le cadre d’investaget d’infections nosocomiales et a
utilisé cette méthode pour étudier la diversité &@nie des souches francaisesEdecoli
0157:H7 (Bidet et al. J Med Microbiol 2005). Le LRD va poursuivre son activité de typage
par PFGE dans le cadre du plan quinquennal comtaeacété réalisé précédemment. Le
laboratoire associé a acquis une expérience enémmatle comparaison des souches
(Bonacorsi et al. Int J Med Microbiol 2009) et a titee, a obtenu, I'appel d’offre pour
linnovation technologique de I'APHP en 2009 et esbrdonnateur de ce projet : évaluation
médico-économique d’une méthode semi-automaticpideale typage moléculaire bactérien
dans le but de distinguer les cas épidémiquesatesporadiques.

Le LA-RD poursuivra une évaluation comparative @en»d méthodes d’analyse globale du
génome des souches EHEC: l'analyse par PFGE edpéxtroscopie Raman. Si la
comparaison est satisfaisante, cette derniere métbera utilisée par le LA-RD en raison de
la rapidité de sa réponse (moins de 10 mn).

» Sérotypage moléculaire

Le CNR-ECS réalisera le sérotypage moléculaireEdesli non sérotypables par la méthode
rfb-RFLP et le séquencage du géne de flageiliGe

Le LA-RD réalisera le sérotypage par PCR multipjgesmettant de détecter les sérotypes les
plus frequemment retrouvés dans les pathologies &ix EHEC : 0157, 026, 0111, O55,
091, 0103, 0145.

» En développant la capacité du CNR-ECS, lors de laisvenue d’épidémies,

a typer rapidement par une méthode, la plus discrinmante possible (adaptée en
fonction du sérotype en cause) les souches incrimies afin de différencier les cas
épidémiques et non épidémiques et de comparer desushes isolées chez les malades
et dans d’autres sources en particulier alimentaire

Le CNR-ECS-LA va poursuivre son expertise microbjodue lors dinvestigations
d’épidémies en collaboration avec I'InVS (pour leox des souches épidémiques ou non
épidémiques), 'ENV-Lyon (LNR) et TANSES-Maison it (pour analyser en paralléle les
souches représentatives d’origine alimentaire)méttra en ceuvre, le plus rapidement
possible, la méthode la plus appropriée (MLST, MLVRFGE, CRISPR, autres
techniques...) et les résultats seront comparés auxhss épidémiques ou pas de la
collection du laboratoire.
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* En suivant les tendances évolutives temporelles déiferentes especes dshigella
en s’appuyant sur un réseau de laboratoires drealyse de biologie médicale sur
tout le territoire,

Le réseau du CNR date des années 50, c’est unuréseble (environ 1400-1500

laboratoires), il posséde une bonne couverturergpbgue et est relativement exhaustif. La
derniere enquéte CNR-AFSSAPS dans le cadre duaemtational de qualité a montré que
le CNR avait connaissance de 54% des isolemerthigella. La mise en place du site web-
Voozanoo opérationnel dans quelques semaines peamde remplacer les fiches

d’'informations et raccourcira ainsi les délais timation du CNR concernant I'isolement

des souches dghigella.

* En collaborant avec les structures en charge de lsurveillance des STEC chez
'animal dans les aliments et dans I'environnemenféchanges de souches...)

Une collaboration a été engagée et se poursuiwa l@g réseaux nationaux en charge de la
surveillance comme I'Ecole Vétérinaire de Lyon ({Drevenot et Dr Loukiadis) et de Maison-
Alfort ou pour des études ponctuelles sur les STi#@s les aliments, chez I'animal et dans
I'environnement avec échange et comparaison dehssuc

 En contribuant aux réseaux de surveillance internabnaux et en particulier
européens notamment dans le cadre de I'applicatiode la directive zoonoses
2003/99/CE.

Le CNR-ECS participe depuis plusieurs années aatesuropéen de surveillance Enter-Net
devenu ECDC-FWD qui est chargé de la surveillamtermationale des infections gastro-
intestinales humainesE( coli entérohémorragiques). Le CNR-ECS-LA participe cigaq
année a des contrbles qualité externes internatosar le « sérotypage, détection de genes
de virulence et PFGE de souches STE(Eougoli » organisés par ce réseau. Par ailleurs, le
CNR-ECS-LA transmet ses données trimestriellemémt/'inVS a ce réseau européen et
répond aux demandes d’informations qui lui sonessites par 'TECDC-FWD ou par d’autres
réseaux comme I'EFSA.

Dans le cadre des infections B. coli extra-intestinaux,

» Développer un réseau national de surveillance basér les laboratoires
correspondants hospitaliers permettant de consier une banque de souches
isolées dans le LCR et de suivre I'évolution desu@ctéristiques de ces infections et
leurs facteurs de risque (létalité, séquelles neologiques...)

Le Pr E. Bingen est coordinateur de I'Observataméonal des meéningites bactériennes de
'enfant. Cet observatoire a été créé a linitiatidu Groupe de Pathologie Infectieuse
pédiatrique (GPIP) de la Société Francaise de Pi&d{&FP) et de I'association clinique et

thérapeutique infantile du Val de Marne (ACTIV).t@dservatoire comprend un réseau de
259 services de pédiatrie et 168 services de halctgie répartis dans toute la France.

La constitution d'un répertoire de données graceéseau constitué par lI'observatoire des
méningites bactériennes de I'enfant représenteoppertunité unique d’établir sur le plan
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national de la caractérisation des méningiteg. ecoli sur le plan clinique, pronostic et
thérapeutique en relation avec la virulence destssi A notre connaissance, il n’existe
aucune étude récente de ce type sur un nombrdicagifiide patients. Par ailleurs, au cours
de ces dernieres années, de nombreux facteursaatifiérie devenir de ces nouveau-nés : les
progrés dans la prise en charge des prématurés auass 'augmentation des naissances
prématurées et du degré de prématurité, I'appard®nouveaux mécanismes de résistance et
I'utilisation des nouvelles fluoroquinolones poum |prévention des localisations
parenchymateuses cérébrales. Tous ces élémentssibéce un suivi de I'évolution des
caractéristiques cliniques de ces infections.

Grace a ce réseau, le recueil exhaustif des doroliégues auprés de chaque service de
pédiatrie permettra de mieux caractériser la méi@ng E. coli notamment sur les
antécédents familiaux, le déroulement de la gressede I'accouchement et des suites de
couches, I'examen clinique a la naissance et fadate I'enfant, les antécédents personnels,
le tableau clinique au moment de la prise en chdeda méningite, I'évolution avec en
particulier, I'apparition de complications et losations parenchymateuses. Le bilan
infectieux réalisé sera détaillé ainsi que I'attpamme de chaque souche. Enfin, la prise en
charge thérapeutique sera étudiée en particuliec d& type, la dose et la durée des
antibiotiques.

Parallelement a la caractérisation clinique, lacgrisation génétique des souche&deoli
sera réalisée au sein du laboratoire de bactéretl’hopital Robert Debré.

Notre approche intégrée clinique et moléculairenstrune meilleure prise en charge clinique
des méningites néonatales tant sur le plan préwgrgisur le plan curatif.

» Contribuer a I'alerte en signalant a I'lnVS, tout é&vénement inhabituel :
augmentation du nombre de cas, cas groupés, foes clinigues ou souches
inhabituelles...

Grace au réseau de I'Observatoire national desngiées, le LA-RD signalera a I'InVS,
toute augmentation significative de cas liés a lomec ainsi que la survenue de formes
cliniques particuliéres ou de souches inhabituelles

8.3 Contribuer a I'alerte en signalant a I'InVS, tait événement inhabituel

Le CNR-ECS-LA poursuivra sa collaboration quotichenavec I'InVS en signalant et en
participant activement a l'investigation de touté@gment inhabituel : augmentation du
nombre de cas, modification des formes cliniquégdrtition, modification de leur expression
clinigue, formes inhabituelles...), survenue de ca®ues, apparition de souches
inhabituelles,
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9. COLLABORATION AVEC LA PF8

La collaboration avec la plateforme Génotypage deBathogénes et Santé Publique PF8
est essentielle au CNR-ECS et ceci a différentsanix :

« CNR-ECS (IP) :

» Diagnostic différentieE. coli-Shigellaet autres bactéries : dans le cas de souches ayant
des propriétés biochimiques ne permettant pas deatification formelle, nous
réalisons une PCRoB et le séquencage réalisé par la PF8 permet dervdéés ou
non I'appartenance a la familie coli et Shigella

»Le sérotypage moléculaire de l'antigene H de touess souches &. coli non
agglutinablesstx+ est réalisé par séquencage du giiGea la PF8. Les séquences
obtenues sont comparées a la base de données du CNR

» Dans le cadre de plusieurs projets de rechercRE8aest un élément essentiel au CNR
puisqu’elle assure les missions suivantes :

- Caractérisation des genes de a¥gists aux antibiotiques &higellapar
séquencage des différents genes respessablia résistance.
- Mises en place d’'une base de séquences MLERESPR pour les différents
sérotypes dghigella
- Séquengage des génomessddysenteriad et analyse bioinformatique des génes
contenant des SNPs informatifs

» Laboratoire associé au CNR-ECS (RD) :
Dans le cadre de I'appel a projet du DIM Maladrfedtieuses, Parasitaires et nosocomiales
émergentes (lle de France), la plateforme PF8Idstikut Pasteur coordonnera un projet de

séquencage consistant a étudier la microévolugociahes virulents &. coliO157:H7et K1
auquel le laboratoire RD participera.

-71-



