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I. INTRODUCTION : CONTEXTE et OBJECTIFS

Bien que la notification des cas de yersinioses humaines et de la présence de Yersinia enterocolitica dans les aliments
et chez les animaux soit obligatoire dans la plupart des Etats membres de I'Union européenne, ce n'est pas le cas en
France alors que cet agent Y. enterocolitica est soumis a la directive 2003/99/CE portant sur la surveillance des
zoonoses et des agents zoonotiques et qu’il est le troisieme agent responsable de diarrhée humaine d'origine
bactérienne en Europe (EFSA et ECDC, 2022) aprés Campylobacter et Salmonella.

Dans ce contexte, la Direction Générale de la Santé et I’'InVS (SPF) ont mis en place en 2003 un Réseau National de
Surveillance des Yersinia (RNSY) qui est encadré par le Centre National de Référence (CNR) de la Peste et autres
Yersinioses (Institut Pasteur). Maladie considérée comme émergente dans les années 1980-1990, l'augmentation des
infections ces cinquante derniéres années s'explique notamment par le développement de la réfrigération pour la
conservation des aliments, la bactérie étant capable de se multiplier a 4°C. Entre 2011 et 2015, le CNR a recu 2184
Y. enterocolitica pathogénes. Or en France, la yersiniose n’est pas une maladie a déclaration obligatoire. Ces chiffres
donc ne donnent pas une réelle estimation du nombre annuel de yersinioses d’origine alimentaire en France qui
a été évalué a 26 157 cas soit un taux d’incidence annuel de 42 cas pour 100 000 habitants (Van Cauteren 2016).
De plus, depuis 2012, le nombre de souches pathogenes recues par le CNR chaque année augmente de fagon
importante et réguliére faisant notamment suspecter une augmentation de I’incidence des yersionises en France.

Y. enterocolitica est subdivisée en 5 biotypes (BT) pathogénes, 1B, 2, 3, 4 et 5, alors que le biotype 1A est considéré
comme non pathogeéne pour ’Homme et fréquemment retrouvé dans I’environnement. En France, parmi les biotypes
de Y. enterocolitica, le BT4 est celui qui est le plus fréquemment isolé chez les cas humains (71,1 %), suivi par le
BT2 (25,4 %) et le BT 3 (2 %) (Le Guern et al., 2016). Cette bactérie est responsable de gastro-entérites dans les
pays tempérés et froids. Les symptdmes cliniques sont principalement la diarrhée, la fievre et les douleurs
abdominales. lls peuvent durer une a plusieurs semaines, mais cette maladie est généralement de courte durée. Des
formes intestinales plus sévéres imitant I’appendicite et des septicémies chez des patients déja fragiles sont observées.
Les cas de yersinioses rapportés concernent deux groupes d’age ; les enfants jeunes qui développent principalement
des symptomes intestinaux, et les personnes agées, pour qui des infections séveéres et des septicémies sont fréquentes
(Savin et Carniel, 2008). Les facteurs de pathogeénicité de la bactérie sont codés par des genes localisés sur le
chromosome et sur un plasmide (Bancerz-Kisiel et al., 2018).

Y. enterocolitica est une bactérie ubiquitaire qui peut étre retrouvée dans de nombreux environnements tels que les
boues, les sols contaminés, les eaux de surfaces. Y. enterocolitica a également de nombreux réservoirs animaux,
qu’ils soient domestiques, de rente ou sauvages (Fredriksson-Ahomaa 2012; Sanno et al. 2018; Syczylo et al. 2018).
Cette bactérie a été isolée par exemple chez les bovins, les ovins, les porcins, les sangliers, les lagomorphes, les
caprins, les rongeurs, la volaille ou encore les chiens et les chats (Bucher et al. 2008; Wang et al. 2009; Bancerz-
Kisiel et al. 2016; Le Guern et al. 2016).

Une analyse de I’origine des souches de Y. enterocolitica animales collectées par le CNR depuis plus de 50 ans (Le
Guern et al. 2016) a mis en évidence que les souches de BT4 provenaient majoritairement de la filiére porcine (87,9%
des BT4). Quant aux souches de BT2, seules 3,5% venaient du porc alors que la majorité (54,7%) étaient isolées de
la filiere bovine (Fig.1) et en moindre importance des filieres caprine et ovine. Une association significative entre le
BT4 et le porc, et entre le BT2 et les bovins/ovins/caprins a alors été démontrée conduisant a considérer le porc
comme la source principale des yersinioses humaines a BT4 et les bovins/ovins/caprins celle des yersinioses
humaines a BT2 (Le Guern et al. 2016).

PORC HUMAIN BOVIN
BT4 BT4 BT2
91,8 % Anses 71,1% CNR 94,8% CNR
82,0 % IFIP ?
BI%ONR | =
?
BT2 R |
BT24,5% CNR 25,4% CNR B753.1% ONR
BT3 3,5% CNR BT3 2% CNR BT32,06% CNR

Le Guem et al. (2016)

Figure 1 : distribution des biotypes de Y. enterocolitica au sein des populations porcine, bovine et humaine.

Concernant les réservoirs animaux, aucune donnée de prévalence de Y. enterocolitica dans les filieres de rente n’était
disponible en France avant 2009, et plus particulierement en filiére porcine, alors que cette production était identifiée
dans d’autres pays comme un réservoir important de souches Y. enterocolitica pathogénes pour I’homme. Ce sont
des travaux de I’TFIP et de I’ Anses qui ont permis d’avoir les premiéres données de prévalence de ce pathogéne dans
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la filiére porcine. Ainsi, 13,7% des porcs charcutiers et 74% des lots de porcs étaient positifs en Y. enterocolitica
pathogeénes pour I’Homme (Feurer et al., 2012 ; Fondrevez et al., 2014). Ces travaux ont donc ainsi mis en évidence
qu’il était trés important de considérer ce risque pour I’homme. D’autant plus que le porc est la premiére viande
consommée en France avec 32kg équivalent carcasse/habitant/an en 2018 (FranceAgrimer).

Sur la base des biotypes, il apparait évident que la filiére porcine est une source importante de Y. enterocolitica de
BT4 ; 91,9% des souches porcines ont ce biotype (Fondrevez et al., 2014) or ce biotype BT4 est également celui qui
est le plus isolé lors d’infections humaines (71,1% des cas humains sont ds au BT4). La filiére porcine en France
est donc une source avérée de souches susceptibles d’étre pathogénes pour I’Homme. Sur les 821 souches de Y.
enterocolitica isolées, 86,6% des souches portaient le plasmide de virulence pYV ainsi que plusieurs génes
chromosomiques impliqués dans la pathogénicité des souches pour I’Homme (Fondrevez et al., 2011).

Le BT2 concerne quant a lui 25,2% des cas humains ; or ce biotype est peu retrouvé chez le porc, mais plus
particulerement isolé des bovins/ovins/caprins (Le Guern et al. 2016). 1l y a peu de données de prévalence sur Y.
enterocolitica en filiere bovine et certaines données sont basees sur la séroprévalence. Ainsi, des anticorps anti-
Yersinia ont été détectés sur 66% de bovins lors d’une étude en Allemagne (Bartling et al, 2004) et pour O:9 sur 26%
de bovins en Belgique (Weynants et al, 1996). Deux études anglaises indiquent une prévalence en Y. enterocolitica
de 6,3 et 4,5% sur matiére fécale (McNally et al, 2004 ; Milnes et al, 2008), et une étude allemande donne une
prévalence de 1,6% (Schmid et al, 2013). Cependant, méme si cette production est identifiée comme une source de
BT2, aucune donnée n’est disponible en France sur le portage de Y. enterocolitica pathogenes dans la filiere bovine.
Pour s’assurer que cette production est bien une source principale de Y. enterocolitica pathogénes pour I’Homme, il
convient dans un premier temps d’acquérir des données de prévalence de Y. enterocolitica et de connaitre la
distribution des biotypes au sein de cette filiere bovine. C’est primordial de pouvoir mieux évaluer ce risque pour
I’homme ; d’autant que la consommation de viande bovine (veau inclus) représente 26,3% de la consommation totale
de viandes, avec une consommation moyenne individuelle de 22,8kg en équivalent carcasse de viande bovine. Les
Francais sont les plus gros consommateurs de viande bovine de 1’union européenne (FranceAgrimer).

Si sur la base des biotypes, il est admis que les sources probables des cas humains a BT4 et a BT2 sont respectivement
le porc et le bovin, ce n’est pas suffisant pour confirmer et évaluer la réelle implication de ces deux filiéres dans les
cas de yersinioses humaines. L’ Anses et I’IP ont de fait conduit plusieurs travaux en vue de caractériser plus finement
les souches de Y. enterocolitica isolées du porc (Raymond et al., 2018) ou d’infections humaines (Iteman et al., 1996 ;
Martin et al., 2015, Saraka et al., 2017) avec des techniques reposant sur la digestion du génome ou 1’amplification
de séquences répétées ou le séquencgage de genes spécifiques (PFGE, ribotypage, REAP, MLST, MLVA).

Mais, certaines se sont avérées insuffisamment discriminantes ou lourdes a mettre en ceuvre pour Y. enterocolitica.
Il a été nécessaire d’envisager d’autres techniques. C’est pourquoi il convient de passer par une caractérisation plus
fine des souches. L’évolution des techniques de séquengage permet dorénavant de séquencer facilement le génome
complet des micro-organismes. La technique NGS (Next Generation Sequencing) est de plus en plus utilisée pour
caractériser et comparer les pathogénes bactériens, et devient un outil treés efficace pour identifier les sources a
I’origine d’infections humaines dont Y. enterocolitica (Inns et al., 2018). Les techniques de typage moléculaire a
partir des données issues du séquencage du génome complet (WGS) sont beaucoup plus fines et discriminantes car
elles reposent sur 1’analyse d’un grand nombre de séquences nucléotidiques. Le CNR de la peste et autres yersinioses
a I’IP a développé une méthode d’identification et caractérisation des souches, basée sur I’analyse des données issues
du séquengage du génome complet. C’est une core genome MLST (cgMLST) a 500 génes spécifique du genre
Yersinia et elle est utilisée en routine au CNR depuis 2017 (Savin et al., 2019). Une autre cgMLST spécifique de
I’espece Y. enterocolitica, développée par le CNR Yersinia, repose sur I’analyse des séquences de 1727 génes
présents chez toutes les Y. enterocolitica et permet d’effectuer le typage moléculaire des souches. Aujourd’hui, tres
peu d’études décrivent I’utilisation du WGS pour Y. enterocolitica alors que 1’analyse des séquences des génomes
est devenue un outil incontournable pour apprécier 1’épidémiologie des bactéries zoonotiques, et ce, du réservoir,
I’animal, a ’'Homme. Le CNR de I’IP maitrise le séquengage de Y. enterocolitica et 1’analyse bioinformatique des
séquences et participe a des investigations épidémiologiques (Saraka et al., 2017 ; Savin et al., 2018 ; Bonardi et al.,
2018). Le CNR a récemment développé un systéeme de détection des cas groupés de yersinioses entériques basé sur
la clustérisation des souches et a validé les seuils de clustérisation lors d’investigations moléculaires de plusieurs
épidémies (Le Guern et al., 2024). C’était une réelle opportunité de pouvoir appliquer cette méthodologie dans le
cadre de ce projet pour répondre a la question que I’'IFIP, ’'IDELE, I’ANSES et I’IP se posent depuis longtemps, a
savoir la réelle implication des filieres porcines et bovines dans les yersinioses humaines.

Le séquencage du génome entier (WGS) des bactéries est donc une technique de référence pour le typage génétique
des souches. Cependant le cofit, la mise en ceuvre et les compétences bio-informatiques que cet outil requiert, font
que cet outil n’est pas accessible aux acteurs des filieres animales (élevages, IAA) qui ont des préoccupations comme
I’origine et le suivi de contaminations bactériennes. Aujourd’hui, plus que jamais, la mise en ceuvre de méthodes de
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typage bactérien alliant fiabilité et précision avec une performance rapide, économique et conviviale est hautement
souhaitable, non seulement pour la microbiologie clinique mais également pour les acteurs des filieres animales
désireuses de détecter et de tracer les contaminations bactériennes au sein de leur structure. Le typage par
spectrométrie Infra-Rouge (IR) est trés prometteur pour 1’analyse des épidémies et des contaminations dans les
filiéres car ¢’est une technique rapide, fiable, peu chére et facile a mettre en ceuvre. Plusieurs études ont démontré
une bonne concordance de la spectrométrie IR avec les méthodes de typage antérieures, comme la PFGE, la MLST
(Dinkelacker et al., 2018) et un meilleur pouvoir discriminant. Le typage bactérien par spectrométrie Infra-Rouge
(IR) peut non seulement étre utile pour le typage rapide et fiable des souches, mais aussi pour aider a comprendre la
diversité, I’évolution et les facteurs d’adaptation des pathogenes.

La comparaison des genomes et des spectres IR sont donc des outils trés discriminants pour typer les souches mais
la présence de tel géne avec sa sequence et de tel pic sur le spectre IR n’est pas toujours suffisante pour apprécier les
potentiels des souches bactériennes. En effet, pour que Y. enterocolitica aille infecter I’homme, il faut que celle-Ci
ait d’abord la capacité de traverser I’ensemble de la chaine alimentaire, du réservoir (I’animal) jusqu’au
consommateur, et puisse ensuite rendre malade ’Homme ayant ingéré Y. enterocolitica. La bactérie pour se
maintenir au cours de ce parcours doit donc pouvoir s’adapter aux différents environnements (froid, biocide,
surface inerte, surface viande). Elle peut pour cela mettre en place des systemes biologiques lui permettant de réagir
face aux stress infligés par ces environnements. Une fois ces barriéres passées, elle doit ensuite pouvoir exprimer sa
virulence pour induire les symptdémes d’une yersiniose chez I’Homme afin que celle-ci soit diagnostiquée. C’est 1a
aussi que le séquencage complet du génome des souches de Y. enterocolitica est tres intéressant comme outil car il
permet d’obtenir les séquences des génes pouvant étre impliqués dans ces processus d’adaptation ou de virulence.
Ces séquences peuvent étre alors utilisées comme marqueurs pour caractériser dés 1’élevage le potentiel des souches
excrétées par les porcs a pouvoir circuler et infecter I’homme et ainsi le risque sanitaire de 1’élevage.

Ainsi, I’Anses a démontré dans le cadre d’une expérimentation animale que le BT4 avait le pouvoir colonisateur le
plus élevé, suivi du BT3, alors que le BT2 et BT1A colonisaient peu ou pas le porc (Raymond, 2018). Cette étude a
permis de comprendre pourquoi le BT4 était le biotype le plus prévalent en filiére porcine. L’ Anses s’est également
intéressée a la survie de souches de Y. enterocolitica de différents biotypes sur du jambon en condition de
réfrigération (Mendjel, 2016). Il a été démontré que Y. enterocolitica avait la capacité a se multiplier au froid ce qui
confirme sa nature psychrotrophe et en fait un danger a surveiller plus particulierement. En effet, en abattoir, le
ressuage, la découpe et le stockage a basse température fournissent des conditions idéales pour la multiplication de
Y. enterocolitica. Une autre étude de 1I’Anses a porté sur la détection des geénes de virulence génomiques et
plasmidiques pour évaluer le potentiel pathogéne des souches isolées chez le porc (Fondrevez, et al., 2011). Ainsi, il
a été démontré que les souches de BT4 isolées du porc avaient la majorité des génes impliqués dans la virulence et
gue méme si certaines souches perdent leur plasmide au cours des repiquages, 88% des souches avaient conservé
leur plasmide de virulence pYV. Des souches porcines ont également été testées in vitro sur des cellules intestinales
humaines caco-2 (Esnault et al., 2015) permettant de démontrer que ces souches avaient aussi la capacité a adhérer
a ces cellules et a les envahir, et donc a exprimer leur pathogénicité.

De son coté, I'IFIP s’est intéressé a la capacité d’adhésion de Y. enterocolitica sur surface inox et leur capacité a se
maintenir a différentes températures rencontrées le long de la filiere porcine. Les résultats ont montré que les souches
testées étaient capables d’adhérer aux surfaces inox et croitre a une température comprise entre -2°C et 0°C quel que
soit leur biotype (Esnault et al., 2017).

Le CNR de I’IP a recherché les sources potentielles des yersinioses entériques humaines en France et a montré que
le réservoir de souches pathogéenes est essentiellement animal et que les biotypes de Y. enterocolitica sont spécifiques
d’espéces animales : le BT4 est fortement associé au porc et le BT2 est associé aux bovins/ovins/caprins (Le Guern
et al., 2016). D’autre part le CNR a mené des études de comparaison génétique de souches lors d’investigation
épidémiologiques. La comparaison génétique de souches de Y. enterocolitica BT4 circulant en Céte d’Ivoire a montré
que certaines de ces souches présentaient un haut niveau de mutations leur conférant la possibilité d’acquérir des
avantages sélectifs pour augmenter leur pathogénicité (Saraka et al., 2017). L’analyse de SNPs de 19 souches de Y.
enterocolitica BT1B isolées en France et dans le monde a permis d’évaluer la diversité génétique de ces souches et
leur phylogénie (Savin et al., 2018). L’analyse de 5 souches de Y. enterocolitica BT2 isolées de lait cru dans des
fermes en Italie du Nord a montré qu’il s’agissait de la méme souche circulant entre les fermes (Bonardi et al., 2018).

Il est important que les professionnels impliqués dans ces deux filiéres puissent avoir des éléments concrets leur
permettant d’évaluer efficacement le danger Y. enterocolitica vis-a-vis de ’Homme. Cela pourra les amener a
reconsiderer les mesures de maitrise en place dés I’élevage pour voir si elles sont adaptées pour contenir le danger
Y. enterocolitica et & les faire évoluer si nécessaire. Par ailleurs, il est important que les acteurs des filieres puissent
envisager de suivre a moindre co(t et rapidement les contaminations bactériennes en les orientant vers un outil
pouvant répondre a leur attente.
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Ce projet EVANHOTY proposait :

1)

2)

3)

4)

5)

D’acquérir des données actualisées du portage de Y. enterocolitica pathogenes dans la filiére porcine et pour
la 1% fois en filiére bovine en France

De typer les souches de Y. enterocolitica pathogénes chez 1’homme et 1’animal par des méthodes trés
discriminantes basées sur les données (cgMLST, analyse de SNPs) issues du séquencage du génome complet
et sur les données (spectres IR) issues du typage par spectrométrie infra-rouge.

D’évaluer précisément I’implication des filiéres porcines et bovines dans les cas de yersinioses humaines a
BT4 et a BT2 en France en se basant sur la comparaison des génomes et des spectres IR, tout en considérant
la performance des outils

D’analyser 1’évolution des souches dans les réservoirs animaux sur une période d’au moins 10 ans. Est-ce
que toutes les souches se maintiennent dans le temps? Est-ce que de nouveaux types apparaissent ?

De répondre sur la capacité des souches porcines et bovines a traverser la chaine alimentaire et a infecter
I’'Homme. Est-ce que tous les génotypes présents dans les réservoirs animaux ou seulement une partie
arrivent jusqu’a ’Homme ? Quels sont les éléments génétiques qui peuvent expliquer cette capacité a se
maintenir au cours du process et a infecter ’Homme?

Ce projet était également 1’opportunité de générer une base de données sur Y. enterocolitica dans les filieres porcine
et bovine en France, avec des souches bien caractérisées, données qui peuvent étre utiles pour de futures analyses
épidémiologiques et moléculaires, a la fois a 1’ Anses, I’IFIP, ’'IDELE et I’IP.

Ce projet s’est décliné en 4 actions (hors coordination et valorisation)
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mise a jour des données de prévalence et de biotypes en filiére porcine et en filiére bovine
implications du porc et du bovin dans les yersinioses humaines a BT4 et BT2 et évolution a au moins 10 ans
pouvoir discriminant du typage par spectrométrie IR et concordance avec la cgMLST

caractérisation de marqueurs génétiques associés a la capacité de maintien des souches lors du process
d’abattage et a leur capacité a infecter I’homme.



Il. MISE A JOUR DES DONNEES DE PREVALENCE ET DE BIOTYPES EN FILIERE PORCINE ET EN
FILIERE BOVINE

Cette action se proposait de réaliser une enquéte terrain dans chaque filiére afin de mettre a jour les données de
prévalence de Y. enterocolitica dans les deux fili¢res et d’acquérir des souches de Y. enterocolitica récentes. Les
enquétes impliquaient 6 sites industriels d’abattage (3 en filiére porcine et 3 en filiére bovine) et ont réalisées sur 14
mois premiers mois du projet.

C’est la matrice « matiere fécale » qui a été choisie pour isoler ces souches. Y. enterocolitica est une bactérie qui a
un tropisme amygdalien et digestif, et les enquétes réalisées sur le porc par I'IFIP a démontré que le portage était
plus élevé dans les matieres fécales. Par ailleurs, il y a un risque de transferts de contaminations plus élevé sur les
carcasses a partir du contenu digestif qu’a partir des amygdales, dans les procédés d’abattage utilisés en France. C’est
sur la base de ces constats qu’il avait été décidé d’isoler Y. enterocolitica a partir de cette matrice pour les deux
filieres.

D’aprés la littérature, et nos données internes en porc, 300 prélevements individuels en filiére porcine et 420
prélévements individuels en filiére bovine devaient permettre d’isoler dans chacune des filiéres la cinquantaine de
souches nécessaires a 1’analyse génétique.

A. Prélévement et isolement de Y. enterocolitica pathogénes

1. Prélévements en abattoir de porc
Les prélevements ont été réalisés dans trois abattoirs du grand Ouest de la France, qui représente plus de 75% de la
production et ’abattage francais. Du fait de la conduite tres standardisée des animaux, et de la trés forte prédominance
de la production de porcs en batiment (98% des porcs sont élevés et engraissés en batiment contre 2% en plein air
(données BD Porc)), 1’échantillonnage s’est focalisé uniquement sur ceux-ci.

Les animaux prélevés proviennent d’élevage différents,
choisis au hasard le jour de I’abattage. En revanche, bien
que les animaux abattus provenant d’un méme élevage
soient contemporains et élevés dans des conditions
similaires, 5 individus d’un méme élevage ont été
prélevés en méme temps afin d’évaluer la variabilité
individuelle intra-élevage, variabilité avérée pour
d’autres pathogénes (Feurer et al. 2017 ; IFIP/AERIAL,
2014). Sur la base des résultats de prévalence intra (23%)
et inter-lots (74,3%) identifiés par Fondrevez et al. en
(2014), et des taux de portages fécaux (ref. IFIP), avec 60
lots prélevés, il avait été estimé¢ [’obtention d’une
trentaine de lots positifs pour la présence de Y.
enterocolitica et une cinquantaine de souches isolées.

Lors de I’abattage, la ventrée de chaque porc a été mise de cOté, et une incision du gros intestin a permis de récupérer
259 de feces a partir desquels la recherche de Y. enterocolitica a été réalisée (fig.2) .

2. Prélevements en abattoir de bovins

Les prélévements ont été réalisés dans 3 abattoirs répartis sur le territoire, dans les régions Normandie (N), Pays de
la Loire (PDL) et Nouvelle Aquitaine (NA) ayant des approvisionnements locaux, afin d’étre représentatif de bassins
de production différents. Du fait des différentes typologies d’animaux produits et consommés, 4 catégories de gros
bovins ont été prélevées : vaches de type allaitant (VA), vaches de type laitier (\VL), jeune bovin de type allaitant
(JBA), jeune bovins de type laitier (JBL).

Les 4 catégories d’animaux (VA, VL, JBA, JBL) ont été prélevées de sorte a étre représentatif de la diversité de
production des abattoirs dans lesquelles sont effectués les prélevements.

Du fait de différences dans la conduite d’¢élevage liées a un acces a 1’extérieur, et en particulier aux paturages, et
d’une influence possible sur le portage, la saisonnalité a été prise en compte et controlée, avec des prélévements
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répartis sur 2 périodes de I’année : janvier-février (hiver) pour des animaux ayant passé plusieurs semaines en
batiments, et septembre-octobre (été) pour des animaux ayant passé plusieurs semaines a 1’extérieur.

Les animaux ont donc été prélevés a I’abattoir en fonction de leur catégorie, mais provenant tous d’élevages
différents ; ce qui correspond au schéma d’abattage classique, dans lequel il est trés rare d’avoir plusieurs individus
d’un méme élevage abattus le méme jour.

Les abattoirs ont été choisis afin de permettre de prélever sur une méme journée d’abattage les 4 catégories
d’animaux, et d’assurer une bonne représentativité par rapport a la répartition géographique de la production et de
I’abattage des bovins.

Les prélevements ont été réalisés sur féces, afin d’estimer le portage fécal et de se rapprocher de la source principale
de contamination des carcasses par les opérations d’abattage (contamination des cuirs, et du tube digestif). Au vu des
données disponibles, une vingtaine d’animaux devraient étre positifs en Y. enterocolitica et une cinquantaine de
souches pourraient étre isolées.

Au total, 420 prélevements ont été prévus, avec 35 a 50 échantillons prélevés par journées de prélévement réparties
sur I’année et entre les abattoirs partenaires. Les informations sur les animaux prélevés comportent la catégorie, la
race, I’4ge a I’abattage, la région de naissance et la région du dernier détenteur.

Les échantillons ont été transportés par le personnel de 1’Idéle directement au laboratoire de microbiologie de 1’l1déle
de Villers-Bocage en conditions de température maitrisee (4°C).

3. Recherche et isolement de Y. enterocolitica
La recherche et I’isolement de Y. enterocolitica dans les féces de porc et de bovin ont été réalisés selon la norme en
vigueur NF EN ISO 10273:2017 a partir de 25 g selon le schéma suivant (fig.3). Les souches suspectées Y.
enterocolitica ont été confirmées pour le genre Yersinia et I’espece enterocolitica et biotypées par des tests
biochimiques et moléculaires par I’TFIP. Les souches pathogénes confirmées ont été mises en collection et adressées
au CNR (IP, Paris). Le sérotypage par le CNR devait étre réalisé sur les BT2 pour différencier le sérotype O:9 des
sérotypes O:5,27.

Détection Prise d'essai 25g Confirmation

l Dilution 1/10

-
‘ Suspension mére de PSB ‘ —*  Jeter
L S 10 mL de suspension mére
T " PF5Bdans 50 mLITC
" —
Incubation en PSB Incubation en ITC | Galerie Api 20E |

25°C44H + 4h 25°C44H + 4h

. Isclement sur CIN

.,

‘ Confirmation Y. enterocolitica

h a

Incubation de la gélose
CIN 24H & 30°C max

J' Détermination du biotype
(PCR multiplex Thisted
| ID colonies caractéristiques ‘ Lambertz 2005 + Arnold et
al.,2004)
l All, virF, rfbC, 165 ve,

Figure 3 : protocole pour la recherche, I’isolement et la confirmation de Y. enterocolitica pathogéne a partir de
feces.

B. Résultats

Au total, 303 prélévements de feces de porc ont été réalisés, a raison de 4 & 8 lots de 4 a 5 porcs prélevés selon les
dates de visite en abattoir (*9): 59 lots de 5 porcs et 2 lots de 4 porcs.
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Sur les 61 lots de porcs, 14 lots avaient au moins un porc positif pour Y. enterocolitica. Sur les 303 porcs prélevés,
Y. enterocolitica a été isolée de 24 porcs. La prévalence inter-lots est de 22,9 % [14,2%-34,9%], et la prévalence
individuelle est 7,9 % [5,4%-11,5%].

Un total de 47 souches a été isolé. Leur biotypage par multiplex PCR a confirmé le biotype 4/0:3 pour 33 souches,
le biotype 2/0:9 ou 3/0:5,27 pour une souche et le biotype 1A pour 13 souches. Il en résulte une prévalence de Y.
enterocolitica pathogenes inter-lots de 14,7 % cos% [8,0%-25,7%], et une prévalence individuelle de Y. enterocolitica
pathogénes de 4,9 % icose [3,0%-8,0%]. Les 37 souches de BT4 et BT2 ont été transmises au CNR.

Au total, 430 bovins ont été prélevés, dont les caractéristiques sont résumées dans le tableau 1.

Tableau 1 : caractéristiques des 430 bovins prélevés

Abattoirs | Catégories | Races Ages a I’abattage | Régions de | Régions
bovines (en mois) naissance d’élevage
N:39% | Beeuf:3% | Aubrac (M) :0,3% Moy = 54,8 mois | AURA :1,5% AURA : 1,3%
PDL : Génisse : Blonde d’Aquitaine | Min = 4,4 mois Bretagne : 14,5% | Bretagne : 11,5%
41% 9% (A) :3,3% Max =218,7 mois | Centre Val de | Centre Val de
NA:21% | JB: 26% Charolaise (A): Loire : 2,3% Loire : 1,8%
Taureau : 13,5% Grand Est: 0,3% | Hauts de France:
1% Croisées (M & L & Hauts de France: | 1,8%
Vache : A) : 8,3% 2,0% Normandie :
59% Jersiaise (L) : 0,3% Normandie : 19,3%
Veau : 2% Limousine (A): 18,8% Nouvelle
23,1% Nouvelle Aquitaine : 22,1%
Montbéliarde (M) Aquitaine : 20,3% | Pays de la Loire:
1,5% Occitanie : 0,3% 42.4%
Normande (M) : Pays de la Loire:
13,3% 40,1%
Prim’Holstein (L) :
35,8%
Rouge des Prés (A):
0,8%

Aucune souche de Y. enterocolitica n’a été isolée des féces de bovins. La prévalence individuelle des gros bovins
prélevés a ’abattoir est donc de 0% cos%[0-0,69]. De fait, il n’a pas été possible d’envoyer au CNR des souches de
BT2 d’origine bovine en vue de les comparer aux souches humaines isolées la méme année, et a plus de 10 ans. Un
scenario a été proposé pour pallier I’absence de souches BT2 nouvellement isolées (voir 111.1).

I1l. IMPLICATIONS DU PORC ET DU BOVIN DANS LES YERSINIOSES HUMAINES a BT4 ET BT2 et
EVOLUTION a AU MOINS 10 ANS (CNR-IP)

Cette action se proposait de comparer les génomes de souches de Y. enterocolitica de BT4 d’origine porcine et de
BT2 d’origine bovine a ceux de souches isolées d’infections humaines en vue d’évaluer I’implication du porc et du
bovin dans les yersinioses humaines a BT4 et BT2, respectivement. Un panel de souches isolées dans le cadre des
enquétes terrains et d’infections humaines sur la méme période (n=200 souches), et un panel de souches déja
présentes dans nos collections (animales et humaines) (n=200 souches) devaient étre sélectionnées pour le
séquencage de leur génome complet par NGS. Cette action devait également permettre d’évaluer 1’évolution
génétique a au moins 10 ans des souches animales et humaines.
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YE BT4 Porc YE BT4 YEBT2 YEBT2
a au moins Humain a au Humain a au a au moins
10 ans moins 10 ans moins 10 ans 10 ans

I I I I

YEBT4Porc | _ YE BT4 YEBT2 — YE B:|'2
enquéte Humain Humain enque_te
du projet lors du projet | | lors du projet du projet

Figure 4 : intercomparaisons envisagées selon le biotype et les sources des souches

A. Constitution du souchier a partir des souches isolées lors des enquétes et de nos collections (Anses, IP,
IFIP, IDELE)

1. Pour les souches a plus de 10 ans,

Un total de 200 souches a été sélectionné pour étre séquencé (Collection C1) (Tab.2). L’ Anses a en collection un
souchier conséquent de Y. enterocolitica de BT4 issu d’une enquéte réalisée en 2010 dans 16 abattoirs du grand-
Ouest, sur 3120 porcs et 96 lots. De méme, I’IFIP a également en collection une soixantaine de souches de Y.
enterocolitica issues de précédentes enquétes réalisées entre 2009 et 2010 et isolées d’amygdales, de joues, de feces
et de carcasses de porc. Sur ces souchiers ont été sélectionnées 50 souches porcines de BT4 de fagon a obtenir un
échantillon représentatif de la filiére.

L’Institut Pasteur (IP) au travers du CNR de la peste et autres yersinioses (Unité de Recherche Yersinia) a en sa
possession une collection de plus de 40 000 souches de Yersinia isolées de différentes sources (cas humains,
environnement, animal et aliment). Sur ce souchier ont été sélectionnées 50 souches de BT2 d’origine bovine isolées
entre 1994 et 2010 et 50 souches de BT4 isolées en 2010 de cas humains et 50 souches de BT2 isolées en 2009 et
2010 de cas humains. Les souches humaines ont été sélectionnées selon des critéres géographiques (lieu d’isolement)
et des critéres liés aux patients (age, sexe), de fagon a obtenir un échantillon représentatif des souches recues au CNR.

2. Pour les souches isolées durant le projet,
Les 200 souches Y. enterocolitica devaient provenir des enquétes réalisées au cours de ce projet et des infections
humaines sur la méme période, a raison de 50 souches porcines BT4, 50 souches bovines BT2, 50 souches humaines
BT4 et 50 souches humaines BT2 (Collection C2).
En raison de 1’absence de BT2 lors de I’enquéte en filiére bovine et de I’isolement de 34 souches Y. enterocolitica
pathogenes lors de 1’enquéte en filiére porcine, il n’a pas été¢ possible d’avoir la collection C2 comme initialement
prévue.

Il a donc fallu revoir le scénario pour assurer le séquengage prévu sur 400 souches. Il a été décidé d’élargir le
séquengage des BT2 a d’autres filiéres (Collection C3), le CNR ayant en collection des souches de BT2 isolées de
chévre, de mouton et de porcs, avec pour objectifs de regarder la diversité des BT2 dans les filieres de rente (bovins,
chévre, moutons et porcs) et de comparer les génomes de ces souches aux génomes des souches humaines BT2.

II a également été décidé d’¢élargir la collection C2 de souches humaines a I’ensemble des souches de génotype 4
(correspondant au BT4) et de génotype 2/3-9b (correspondant au bioséroptype 2/0:9) recues au CNR de janvier a
octobre 2022 pour augmenter les chances de trouver des souches génétiquement proches entre les collections C1/C3
et la collection C2.

Au total 1663 souches ont été incluses au travers des collections C1, C2 et C3. La collection C2 contient des souches
isolées en 2022, alors que les collections C1 et C3 contiennent des souches isolées entre 1993 et 2011.

Tableau 2 : répartition des 1663 souches pour les collection C1, C2 et C3

BT4 Collection C1 collection C2 collection C3
Humain 50 (IP) 1082 (IP)
Porc |50 (Anses/IFIP) 33 (IFIP) 17 (IP)
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BT2 Collection C1 collection C2 collection C3
Humain 50 (IP) 277 (IP)
Bovin 50 (IP) 0 (Idéle)
chévre 37 (IP)
mouton 13 (IP)
porc 3 (IP) (IFIP)
B. Méthodes

1. _Séquencage du génome complet des souches Y. enterocolitica (IP)
Le séquencage du génome complet des souches a été réalisé en plusieurs étapes :

e [’extraction de I’ADN, réalisée au CNR a I’aide du kit Pure link Genomic DNA mini kit (Invitrogen)

e La préparation des banques génomiques a la plateforme génomique P2M de I’Institut Pasteur : Les banques
sont préparées avec le kit Nextera XT (Illumina).

e Le séquencage est réalisé par la plateforme P2M : Les banques sont déposées dans un séquenceur
NextSeq500 (Illumina). Des fragments de 150 nucléotides paired-end sont obtenus.

e Le démultiplexage et le nettoyage des données de séquence est réalisé par un bio-informaticien de la P2M.

e Un assemblage de novo est réalise a I'aide du pipeline bio-informatique fg2dna
(https://gitlab.pasteur.fr/GIPhy/fg2dna ).

e Lesdonnées sont stockées sur le serveur central de I’ Institut Pasteur sur un espace dédié restreint au personnel
du CNR.

2. Assignation taxonomique des souches de Yersinia (CNR-IP)
L’assignation taxonomique a été réalisée en 2 étapes :

e Les génomes ont été soumis a une core-genome Multi Locus Sequence Typing (cgMLST) spécifique du
genre Yersinia avec un schéma de 500 génes communs a toutes les espéces du genre Yersinia : 500-gene
Yersinia-cgMLST. Elle est réalisée dans la base de données BIGSdb créée sur le cluster de calcul de I’Institut
Pasteur (https://bigsdb.pasteur.fr/yersinia/ ).

e Les profils alléliques obtenus par la 500-gene Yersinia-cgMLST ont été comparés par le programme YCRON
(développé a I’Institut Pasteur) a une base de données de référence répertoriant toutes les espéces et sous-
espéces de Yersinia. Chaque profil allélique s’est vu attribué une espéce et une sous-espece (génotype).

3. _Typage des souches de Y. enterocolitica (CNR-IP)
Le typage des souches a été réalisée par une cgMLST spécifique de 1’espéce Y. enterocolitica avec un schéma de
1727 génes communs a toutes les souches de Y. enterocolitica : 1727-gene Y. enterocolitica-cgMLST. Les profils
alléliques obtenus sont ensuite utilisés pour la comparaison des génomes.

4. Calcul de la proximité génétique des souches (CNR-IP)
Afin d’évaluer la proximité génétique des souches entre elles, nous avons utilisé un programme informatique
développé a I’Institut Pasteur, qui compare les profils alléliques obtenus par la 1727-gene Y. enterocolitica-cgMLST
et calcule le nombre d’alléles différents entre 2 profils (différence allélique ou distance allélique = AD). Pour la
comparaison de plus de 2 souches, le programme établit une matrice distances entre les souches a étudier.

5. Clustérisation des souches (CNR-IP)

La clustérisation des souches a été effectuée sur ’application BIGSdb a partir des profils alléliques obtenus par la
1727-gene Y. enterocolitica-cgMLST. Les profils alléliques sont comparés a tous les profils alléliques de la base de
données. Le programme calcule les distances alléliques (AD) entre les profils et groupe dans un méme cluster les
souches qui ont des AD < seuil donné. Les clusters sont identifiés par un numéro de cluster.

Les seuils définissant la proximité génétique entre les souches ont été fixés lors de précédentes investigations
d’épidémies. Au sein des génotypes 4, 2/3-9a, 2/3-5a les souches avec une AD<5 sont considérées comme trés
proches. Quant aux souches de génotype 2/3-9b, plus clonales, elles sont considérées comme trés proches si AD<3.
Les Minimum Spanning Tree représentant les clusters ont été obtenus avec I’application Grape Tree.
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C. Résultats

1. Assignation taxonomique des souches

Le génome des 1663 souches de Y. enterocolitica du souchier a été séquencé et caractérisé génotypiquement.

Assignation génotypique
Collection N souches Biotype/Origine

Ye 4 Ye 2/3-9b Ye2/3-5a  Ye 2/3-9a

67 Ye BT4 porcines 67
50 Ye BT4 humaines 50
50 Ye BT2 bovines 50

C1/C3 3 Ye BT2 porcines 1 2
13 Ye BT2 ovines 13
37 Ye BT2 caprines 37
50 Ye BT2 humaines 39 11
33 Ye BT4 porcines 33

C2 1082 Ye humaines 1082
1 Ye BT2 porcine 1

277 Ye humaines 277

Total 1663 1232 417 p) 12 |

Les souches de génotype 4 correspondent, comme attendu, aux souches de BT4.

Les souches des génotypes 2/3-9b, 2/3-5a et 2/3-9a correspondent, comme attendu, aux souches de BT2.
Le génotype 2/3-5a n’a été retrouvé que chez 2 souches et uniquement porcines.

Le génotype 2/3-9a n’a pas été retrouvé parmi les souches bovines.

Conclusion : les souches de BT4 appartiennent toutes au génotype 4, alors que les souches de BT2 se regroupent en
plusieurs génotypes dont le génotype 2/3-9b est le plus fréquent et présent parmi les souches humaines et animales.

2. Diversité génétique des souches en intra et inter populations

Les distances alléliques intra et inter populations ont été étudiées pour les souches des génotypes 4 et 2/3-9b.

Génotype 2/3-9b :
Distances alléliques intra-populations

CC1 - Min: 1, Max: 25, Mediane: 8 BC1 - Min: 2, Max: 21, Mediane: 10 0C1 - Min: 3, Max: 19, Mediane: 9
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- ||||||” |||I o il Ii... : :
oo LA 0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 0 2 4 5 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
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CC1 : souches caprines de la collection C3. BC1 : souches bovines de la collection C1. OC1 : souches ovines de la
collection C3. HCL1 : souches humaines de la collection C1. HC2 : souches humaines de la collection C2.
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Distances alléliques inter-populations
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Les distances médianes inter populations vont de 12 a 15 AD

On observe une diversité similaire au sein de chaque population CC1, BC1, OC1, HC1 et HC2 : entre 8 et 14 AD.
Quand on compare les populations 2 par 2 (CC1/BC1, CC1/0OC1, CC1/HC1, CC1/HC2, BC1/OC1, BC1/HCL,
BC1/HC2, OC1/HC1, OC1/HC2, HC1/HC2) on observe des diversités similaires a celles des populations

individuelles : 12 a 15 AD

En conclusion, ceci montre que toutes ces souches de Y. enterocolitica de génotype 2/3-9b appartiennent a une méme
population qui circule entre animaux et humains.

Génotype 4 :

Distances alléliques intra-populations
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Distance médiane inter-population : 68 a 74 alléles

On observe une diversité similaire au sein de chaque population HC1, HC2, PC1 et PC2 : entre 66 et 73 AD.
Quand on regroupe les populations 2 par 2 (HC1/PC1, HC1/PC2, HC1/HC2, PC1/PC2, PC1/HC2 et PC2/HC2) on
observe des diversités similaires a celles des populations individuelles : 68 a 74 AD.

En conclusion, ceci montre que toutes ces souches de Y. enterocolitica de génotype 4 appartiennent a une méme
population qui circule entre les porcs et les humains.

3. Clustérisation génétique des souches

Méme si les souches qui circulent entre les humains et les animaux appartiennent a la méme population, nous avons
voulu savoir si on pouvait observer des souches génétiquement trés proches dans la population d’origine animale et

dans la population d’origine humaine.

Souches du génotype 2/3-5a:

Les 2 souches Y. enterocolitica 2/3-5a sont toutes les deux d’origine porcine et n’ont pas pu étre comparées
a des souches humaines. Leur distance allélique est AD=1.

Souches du génotype 2/3-9a :

Parmi les souches de génotype 2/3-9a, il y a une seule souche porcine isolée en 2022 et 11 souches humaines
isolées en 2010. Les distances alléliques entre la souche porcine et les souches humaine vont de 9 a 173. La
souche porcine n’est pas génétiquement proche d’une souche humaine.
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Souches du génotype 2/3-9b :
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Les 417 souches du génotype 2/3-9b ont été soumises au programme de clustérisation avec un seuil maximal
de 3 différences alléliques.

26 clusters comprenant de 2 a 110 souches ont été identifiés.

5 clusters mixtes comprenant des souches des différentes collections ont été identifiés :

Type Nombre de clusters N° de cluster
HC1/HC?2 2 383, 2955
BC1/HC1/HC2 2 5062, 5668
BC1, CC3 1 5840

HC1 : souches humaines de la collection 1. HC2 : souches humaines de la collection 2.
BC1 : souches bovines de la collection . CC3 : souches caprines de la collection 3

e Lecluster mixte 383 comprend 17 souches dans la base de données du CNR dont 2 souches de I’étude
EVANHOTY : 1 HC1 et 1 HC2 avec une AD=5

e Le cluster mixte 2955 contient 110 souches de I’étude EVANHOTY : 1 HC1 et 109 HC2. La souche
HC1 a 2 différences alléliques avec une souche HC2

La présence de souches dans un cluster mixte humain HC1/HC2 confirme la persistance de la source
d’infection entre 2010 et 2022.

e Le cluster mixte 5840 contient 2 souches de 1’étude EVANHOTY : 1 souche bovine isolée en janvier
2001 et 1 souche caprine isolée en novembre 2001, avec une AD=2

La présence de souches dans ce cluster mixte bovin /caprin démontre la circulation des souches entre les
2 réservoirs animaux.

o Les clusters mixtes BC1/HC1/HC2 n°5062 et 5668 comprennent des souches humaines et bovines



Cluster 5062 : 17 souches Cluster 5668 : 11 souches
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La présence de clusters comprenant des souches bovines isolées entre 1994 et 2011 et des souches humaines isolées
en 2010 et 2022 démontre la circulation des souches entre les bovins et les humains et confirme la persistance de la
source d’infection sur une longue période (28 ans).

Souches du génotype 4 :
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Les 1232 souches du génotype 4 ont été soumises au programme de clustérisation avec un seuil maximal de
5 différences alléliques.
13 clusters mixtes ont été identifiés.

Type Nombre de clusters N° de cluster

HC1/HC2 5 38, 64, 265, 380, 814
PC1/HC2 2 272,1461
HC1/HC2/PC1/PC2 2 481,1292
PC2/HC2 3 497, 2959, 4958
HC1/HC2/PC1 1 792

e Les 5 clusters mixtes HC1/HC2 ont une taille allant de 6 a 36 souches et contiennent chacun une
souche de la collection HC1.
La présence de souches dans un cluster mixte humain HC1/HC2 confirme la persistance de la source
d’infection entre 2010 et 2022.

e Les 3 clusters mixtes PC2/HC2 contiennent de 2 & 10 souches.
La présence de souches dans ces clusters démontre la circulation de ces souches entre le réservoir animal et
I’homme en 2022.



o Les 2 clusters mixtes PC1/HC2 contiennent 4 et 6 souches
La présence de souches dans ces 2 clusters démontre la circulation des souches entre le réservoir animal et

I’homme et la persistance de ces souches sur une longue période d’au moins 10 ans.

e Le cluster mixte HC1/HC2/PClcontient 12 souches.
La présence de ce cluster montre la circulation des souches entre les porcs et I’homme et la persistance de

la source d’infection sur une période d’au moins 10 ans.

e Les 2 clusters mixtes n° 481 et 1292 contiennent 41 et 12 souches

cluster 481 : 41 souches

Cluster 1292 : 12 souches

%o

gy’
____1&8)

@——=

g

catégorie/collection
WHce [32]
rc2 [6]
L|PCt [2]
|_|HCT [1]

catégorie/collection

B Hez [7]
[jPc2 [3]

®
of‘\
\ [ JHC1 [1]

[]Pct [1]

_—Fey
{ HC1'<

La présence de clusters comprenant des souches porcines isolées en 2010, 2011 et 2022 et des souches humaines
isolées en 2010 et 2022 démontre la circulation des souches de Y. enterocolitica de génotype 4 entre le réservoir
«porcs » et les humains et la persistance des souches dans le réservoir animal pendant une période d’au moins 10

ans.
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IV. POUVOIR DISCRIMINANT DU TYPAGE PAR SPECTROMETRIE IR ET CONCORDANCE AVEC
LA cgMLST (Anses, IP)

Cette action se proposait de typer les souches Y. enterocolitica par spectrométrie IR pour évaluer le pouvoir
discriminant de cette technique et de mesurer la concordance de cette technique avec la cgMLST. L’autre finalité
était aussi d’avoir des éléments permettant de proposer cette technique comme outil simple et peu colteux pour tracer
les Y. enterocolitica au sein des maillons des filieres et identifier les épidémies en cas d’infections humaines.

A. Les souches

Cette analyse par IR a été réalisée sur les 200 souches de Y. enterocolitica (50 BT4 porc, 50 BT2 bovin, 50 BT4
humain, 50 BT2 humain) issues de la collection C1.

B. Typage par spectrométrie IR

1. Préparation des souches et lecture
Les 200 souches ont été typées par spectrométrie IR selon la technologie de Brucker a raison de 5 réplicats par souche.
Les bactéries seront préparées selon les recommandations de Bruker et les spectres obtenus par I’IR Biotyper. La
préparation des souches bactériennes est conditionnée par I’utilisation des consommables commercialisés par la
société Bruker :
- Unkit IR Biotyper contenant des tubes pourvus de barreau aimanté pour la préparation des échantillons et 2
tubes de standards Bruker Infrared Test Standards (IRT 1 et IRT 2)
- Des plagues a 96 positions en silicium réutilisable (Fig. 5)

« Emses

Figure 5 : Plaque de silicium pour le dép6t des échantillons (image Bruker)

Les IRTS sont des souches d’Escherichia coli lyophilisées a déposer sur chaque plaque en méme temps que les
échantillons a tester. Ces lyophilisats sont a resuspendre avec 90 pL d’eau désionisée puis 90 pL d’éthanol absolu.
Deux dépdts de 12 pL de chaque IRTS sont a réaliser sur la plague. Une lecture validée de ces standards est nécessaire
pour I’acquisition des spectres des échantillons.

Le fabricant préconise la préparation des suspensions bactériennes selon la procédure suivante:

- 50 pL d’¢éthanol a 70 % (v/v) sont déposés dans un tube de 1,5 mL du kit afin d’inactiver les bactéries.

- 2 a 3 oéses de colonies prélevées de la gélose sont transférées dans le tube. Une attention particuliére est
portée sur le fait de ne pas transférer de gélose.

- Le tube est vortexé pour former une suspension homogene.

- 50 uL d’eau ultra pure stérile sont ajoutés. Le tube est de nouveau vortexé.

- Dans notre situation ou I’IR Biotyper est localisé a la plateforme Maldi-Tof de I’Anses de Nancy (Fig. 6),
les tubes sont envoyés le jour méme, a température ambiante.

- Arréception des tubes, 5 dépdts (réplicats) de 15 pL par souche sont réalisés sur les puits de la plaque de
silicium. Les dépots doivent étre uniformes et homogenes afin d’avoir des résultats optimaux et recouvrir la
position imprimée sur la plaque.

- Laplaque est séchée sous PSM environ 30 minutes puis lue dans I'IR Bt.
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: Compartiment du spectrométre IR

: Compartiment de la microplaque

: Cartouche de desséchant du compartiment des microplaques
: Port de chargement pour les microplaques

A OWN R

Figure 6 : Vue avant de I’IR Biotyper (image Bruker)

3 4

Aprés ’acquisition des spectres, I’IR Biotyper effectue des tests de qualité pour tous les dép6ts (Tab 3) :

Tableau 3 : Valeurs des limites d’acceptation des tests de qualité de Bruker.

Parametres Limite inférieure Limite supérieure
Intensité d’absorbance 0.4 2
Signal/Bruit (R2) > 200 /
Signal/Bruit (R3) > 40 /
Signal /Eau (Ry) > 100 /
Signal /Eau (Rs) >20 /

2. Comparaison des spectres

Bien que le spectre IR tient compte de la composition globale de la bactérie, ¢’est la région du spectre centrée sur les
polysaccharides qui est la zone d’intérét pour le typage des souches. L’analyse informatique de cette région se fait
de maniére automatisée par le logiciel fournit avec I’IR Biotyper.

La méthode, par défaut, calculant les distances euclidiennes avec une liaison moyenne, Euclidean average linkage, a
été utilisée pour analyser les spectres. Cette méthode recommandée par Bruker pour une premiere approche mesure
la moyenne des distances entre les spectres.

Les résultats ont été exploités avec un dendrogramme qui offre une vue d’ensemble sous forme d’arborescence des
relations spectrales. Le dendrogramme permet de visualiser le « clustering « des souches (Fig. 7). La longueur des
branches est un indicateur de proximité des réplicats et/ou des souches : plus les branches sont longues et plus les
réplicats et/ou les souches sont éloigné(e)s.

Le Cut Off Value (COV) est une valeur seuil de distance raisonnable pour décider quelles souches appartiennent au
méme groupe et considérer comme ne pouvant pas étre distinguées. Le COV est fixé par défaut par le logiciel ou
peut étre modifié. Dans le cadre de ce projet, les résultats ont été analysés a la fois avec le COV fixé par défaut et
ajusté

3. Analyses des données spectrales
Les données spectrales moyennées a partir des 5 réplicats pour chaque souche et dans la gamme de longueurs d'onde
correspondant a la région des polysaccharides (1300-800 cm-1=» 501 nombres d’onde = variable) ont été analysées
statistiquement a I'aide de modéles d'analyse discriminante par les moindres carrés partiels (PLS-DA) avec le module
ropls sous R. De méme, une ACP (Analyse en Composantes Principales) a été réalisé sur les données IR.

4. Pouvoir discriminant et concordance
Le pouvoir discriminant des techniques Biotypage IR, cgMLST a été estimé par le calcul de I’indice de Simpson (ID)
et la concordance entre les méthodes a été évaluée par la comparaison de la distribution des souches pour chaque
méthode « comparing partitions » avec 1’indice de Rand et de Wallace.
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Fig. 7. Extrait du dendrogramme des souches de Y. enterocolitica BT2 obtenu avec la méthode Euclidean average
linkage et un cut-off value (COV) de 0,099 sur la plage de 1300 cm™ a 800 cm™ (image Bruker). Les labels reprennent
les diverses informations décrivant les souches. Les IR Clusters regroupent les souches selon leurs données spectrales
dans la région des polysaccharides.
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C. Résultats

1. Analyse des dendrogrammes BT4

La comparaison des spectres avec le COV par défaut

Bt4_0,133 Porc Humain Total sz A

e 5 3 3 lpns (0,133) a généreé 16 plustgrs (Tab 4) o\lon_t :

Btd_2 0 2 2 P-H+ - 4 clusters dits mixtes, c’est-a-dire regroupant des

Bt4.3 0 1 1 |P-H+ souches humaines et des souches porcines,

::i‘s‘ 370 i 382 ::: - 10 clusters ne contenant que des souches humaines

Bt 6 - B ER - 2 clusters ne contenant que des souches porcines

Bt4_7 0 3 3 P-H+

B4 8 0 1 1 |P-H+ La répartition des souches dans les clusters indiquerait

Bt4._9 1 17 18 P+H+ .

Bt4_10 2 4 6 P+H+ que )

Btd 11 0 6 6 |p-H+ v' 80% (40/50) souches BT4 porc sont capables de

Bt4_12 0 2 2 P-H+ traverser la chaine et d’infecter ’homme P+H+

2;‘1 - g 1 1 E:: v’ 48% (24/50) souches BT4 humaines sont d’origine

Ba_15 8 0 = e porcine P+H+

Bt4_16 2 0 2 P+H-

Total 0 0 100 Tab 4. Distribution des souches BT4 dans les clusters avec

le COV par défaut a 0,133 selon leur origine
Bt4_0,084 Porc Humain Total

Bt4_1 0 1 1 P-H+

Bt4_2 0 1 1 P-H+

Bt4_3 0 1 1 P-H+

Bt4 4 0 1 1 P-H+

Bt4_5 0 1 1 P-H+

Bt4_6 0 1 1 P-H+

g;‘; ; ; g r‘j::_* La comparaison des spectres avec le COV ajusté a 0,084 a

Btd.9 2 0 2 |peh- généré 45 clusters (Tab 5) dont :

2:1‘1’ ; ‘; 1 :j*:; - 4 clusters dits mixtes, c’est-a-dire regroupant des

o 2 0 2 s souches humaines et des souches porcines,

B4 13 4 0 4 [P - 26 clusters ne contenant que des souches humaines

Bt4_14 1 0 1 P+H- .

b 15 5 o o lpen. - 1_5_c|usters ne contenant que des SOL_Jch_es porcines

B 16 4 0 4 [P La répartition des souches dans les clusters indiquerait que :
1 3 0 3 P+H-

22:1; 0 1 o v’ 16% (8/50) souches BT4 porc sont capables de

B4_19 0 1 1 [P traverser la chaine et d’infecter ’homme P+H+

T : n — v' 3% (6/50) souches BT4 humaines sont d’origine

B4 22 0 2 2 [P+ porcine P+H+

Bt4_23 0 1 1 P-H+

Bt4_24 0 1 1 P-H+ . R R

Bi4.25 0 3 3 | Tab 5. Distribution des souches BT4 dans les clusters avec le

EEA 0 d LIt COV ajusté a 0,084 selon leur origine

Bt4_27 0 3 3 P-H+

Bt4_28 0 8 8 P-H+

Bt4_29 1 2 3 P+H+

Bt4_30 1 1 2 P+H+

Et:; fll ; ; ET Avec le COV par défaut, les clusters mixtes IR contiennent

1 +H+ -

B 5 : T I plus de souches (n= 64) que les clusters mixtes de cgMLST

Bt4_34 0 3 3 P-H+ (n=8).

Bt4_35 0 1 1 P-H+

Bt4_36 0 1 1 P-H+ R , . . .

Btd 37 0 1 1 |p-He Avec le COV ajuste, les clusters mixtes IR contiennent moins

s 0 ! LS de souches (14 au total) mais des souches différentes que les

Bt4_39 0 1 1 P-H+ .

B 40 2 0 2 |+ clusters mixtes de cgMLST sauf pour deux souches.

Bt4_41 4 0 4 P+H-

Bt4_42 1 0 1 P+H-

Bt4_43 1 0 1 P+H-

Bt4_44 1 0 1 P+H-

Bt4_45 1 0 1 P+H-

Total 50 50 100
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2. Analyse des dendrogrammes BT2

Bt2_0,099 Bovin Humain Total . L,
B2 1 1 3 T La comparaison des spectres avec le COV par défaut
Eg; 2 ; ; 2;:: (0,099) a généré 21 clusters (Tab 6) dont :

B2 4 0 1 1 |BHe - 8 clusters dits mixtes, c’est-a-dire regroupant des
222 i (1) ‘1‘ :::* souches humaines et des souches bovines,
B2 7 2 0 2 |eeH - 4 clusters ne contenant que des souches humaines
B2 8 1 g 1 | - 9clusters ne contenant que des souches bovines
Bt2 9 18 25 43 B+H+
Bt2_10 3 4 B+H+
g::; é 2 111 3: La répartition des souches dans les clusters indiquerait que :
— +H+ -
B13 2 2 4 |pee v’ 76% (38/50) souches BT2 bovines sont capables de
B‘i-:“ (1’ ; 1 ::* traverser la chaine et d’infecter I’homme B+H+
Bt2_15 +H- . ..
o : 5 Y V' 92% (46/50) souches BT2 humaines sont d’origine
Bt2_17 1 0 1 B+H- bovine B+H+
Bt2_18 0 1 1 B-H+
Bt2_19 1 3 4 B+H+
Bt2_20 1 0 1 [BtH- Tab 6. Distribution des souches BT2 dans les clusters avec le
Bt2_21 1 0 1 B+H- 7 \ ..
o] = = 100 COV par défaut a 0,099 selon leur origine
Bt2_0,042 Bovin Humain Total Classe Bt2_48 1 0 1 B+H-
B:ZJ 0 1 1 B-H+ Bt2_49 1 0 1 B+H-
Bt2_2 0 1 1 B-H+ Bt2_50 1 0 1 B+H-
Bt2_3 0 1 1 B-H+ Bt2_51 1 1 2 B+H+
Bt2_4 1 0 1 B+H- Bt2_52 1 0 1 B+H-
Bt2_5 0 1 1 B-H+ Bt2_53 0 1 1 B-H+
Bt2_6 1 0 1 B+H- Bt2_54 0 1 1 B-H+
Bt2_7 0 1 1 B-H+ Bt2_55 0 1 1 B-H+
Bt2.8 1 0 1 B+H- H-
T I N I —— T
Bt2_10 1 0 1 B+H- B2.58 0 1 1 B-H+
B2 11 0 1 N 5259 1 [ 1 B+H-
pr2di2 0 2 & [ B2.60 0 1 1 |BH+
;‘ﬁi g i i z::* Bt2_ 61 0 1 1 B-H+
R I T T I T
‘;ﬁs 1 g 1 s:: B2_64 1 0 T |een
o e 1 8 e 4
Bt2_19 1 0 1 B+H- =
B12.20 1 0 1 [+ P2 9 2 LA
521 1 0 1 BeH- Bt2_68 0 2 2 B-H+
B2 22 G A 1 BhE Bt2_69 1 0 1 B+H-
B2 23 1 0 T e ELS0 g 0 1Bk
B2.24 5 7 il Y Bt2 71 0 1 1 B-H+
B© 25 0 2 2 B-H+ Bt2_72 1 0 1 B+H-
B©2.26 1 0 1 B+H- Bt2_73 1 0 1 B+H-
B2 27 0 1 1 B-He Bt2. 74 0 1 1 B-H+
B2 28 [ 1 1 |BHe B8 i © —E L
8229 1 0 1 B+H- Bt2 76 0 1 1 B-H+
Bt2.30 1 0 1 B+H- B2 77 1 0 1 B+H-
Bt2 31 0 1 1 B-H+ Bt2_78 0 1 1 B-H+
Bt2 32 1 1 2 B+H+ Bt2 79 1 0 1 B+H-
Bt2_33 1 0 1 B+H- Bt2_80 0 1 1 B-H+
Bt2_34 1 0 1 B+H- Bt2_81 1 0 1 B+H-
Bt2_35 0 1 1 B-H+ Bt2_82 1 0 1 B+H-
Bt2_36 0 1 1 B-H+ Bt2_83 1 0 1 B+H-
Bt2_37 0 1 1 B-H+ Bt2_84 1 0 1 B+H-
Bt2 38 1 0 1 B+H- Bt2_85 1 0 1 B+H-
Bt2_39 0 1 1 B-H+ Bt2_86 0 1 1 B-H+
Bt2_40 1 0 1 B+H- Bt2_87 0 1 1 B-H+
Bt2 41 1 1 2 B+H+ Bt2_88 0 1 1 B-H+
Bt2 42 1 1 2 B+H+ Bt2_89 1 0 1 B+H-
Bt2 43 1 0 1 B+H- Bt2 90 0 1 1 B-H+
Bt2 44 0 3 3 B-H+ Bt2 91 1 0 1 B+H-
Bt2 45 0 1 1 B-H+ Bt2.92 1 0 1 B+H-
B12.46 0 1 1 |B-H+ Total 50) 50| 100)
Bt2_47 0 1 1 B-H+

Tab 7. Distribution des souches BT2 dans les clusters avec le COV ajusté a 0,042 selon leur origine

La comparaison des spectres avec le COV ajusté a 0,042 a généré 92 clusters (Tab 7) dont :
- 4 clusters dits mixtes, c¢’est-a-dire regroupant des souches humaines et des souches bovines,
- 42 clusters ne contenant que des souches humaines
- 46 clusters ne contenant que des souches bovines
La répartition des souches dans les clusters indiquerait que :
v' 8% (4/50) souches BT2 bovine sont capables de traverser la chaine et d’infecter I’homme B+H+
v 8% (4/50) souches BT2 humaines d’origine porcine B+H+
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Avec le COV par défaut, les clusters mixtes IR contiennent plus de souches (n= 84) que les clusters mixtes de
CcgMLST (n=14).
Avec le COV ajusté, les clusters mixtes IR contiennent moins de souches (8 au total) mais des souches différentes

que les clusters mixtes de cgMLST.

3. Analyses des données spectrales
Les données spectrales ont été considérées selon les modalités P+H- / P+H+ / P-H+, pour les BT4, et selon les

modalités B+H- / B+H+ / B-H+, pour les BT2, définies par les clusters générés par la comparaison des génomes

(cgMLST).

L’ACP (Analyse en Composantes Principales) sur les données IR des souches BT4 montre que les souches porcines
et humaines sont séparées (fig.8). Pour les souches P+H+, ces souches lorsqu'elles étaient isolées chez le porc sont
regroupées avec les autres souches porcines (P+H-), tandis que les souches isolées chez I'homme sont regroupées
avec les autres souches humaines (P-H+). Les souches porcines semblent donc se différencier des souches humaines
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Fig. 8 : distribution des souches BT4 selon leur origine dans I’ACP

Cette séparation a été confirmée au travers des valeurs faibles obtenues par les modéles PLS-DA (tab 8)

Tab 8 : valeurs des modéles PLS-DA pour le BT4

Valeurs 3groupes  P+H-/P-H+  P-H+/P+H+  P+H-/P+H+
R2Y 0.413 0.712 0.265 0.258
Q2 0.363 0.672 -0.0954 0.049
pR2Y 0.002 0.002 0.106 0.06
pQ2 0.002 0.002 0.226 0.028
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Pour les souches BT2, il n’est pas possible de séparer les 3 modalités B+H- / B+H+ / B-H+. Les trois groupes se
surperposent dans 1’analyse PLS-DA (fig 9). Le typage par IR ne permet pas dans ce cas de différencier les BT2
d’origine bovine des BT2 d’origine humaine.

Scores (PLS-DA)
3
o
R2X R2Y Q2Y RMSEE pre
0.742 0.198 0.15 t1 (10%) 0.4 s

Fig. 9 : analyse PLS-DA sur les données spectrales des souches BT2

4. Pouvoir discriminant et concordance de I’IR avec la ceMLST

Le pouvoir discriminant des méthodes a été évalué par le calcul de I’indice de Simpson ID. Plus cet indice est proche
de 1, plus la technique est discriminante indiquant une diversité élevée au sein de la population des souches
bactériennes étudiées.

L’ID est élevé pour la cgMLST, que ce soit pour les souches BT4 (79 clusters) ou les souches BT2 (82 clusters)
indiquant que la diversité génétique des souches de Y. enterocolitica est importante (Tab 9). L’ID pour la méthode
IR sur les souches BT4 est plus faible que celui de la cgMLST et significativement différent. L’ID pour la méthode
IR sur les souches BT2 est similaire a celui de la cgMLST quand le COV est ajusté a 0,042 (92 clusters), et
significativement différent quand le COV est par défaut a 0,099.

Tableau 9 : diversité des souches selon la méthode

Indice de Simpson

BT4 méthodes nombre de clusters ID Cla95%
Cluster cgMLST 79 0,994 0,989-0,998
Cluster IR cov 0,084 ajusté 45 0,968 0,954-0,982
Cluster IR cov 0,133 par défaut 16 0,857 0,799-0,894

Indice de Simpson

BT2 méthodes nombre de clusters ID Cl a 95%
Cluster cgMLST 82 0,988 0,977-0,999
Cluster IR cov 0,042 ajusté 92 0,998 0,996-1,000
Cluster IR cov 0,099 par défaut 21 0,782 0,717-0,868

NDb : en rouge quand I’ID est significativement différent.

Bien que la diversité obtenue par la méthode IR peut se rapprocher de celle de la cgMLST, il ressort que la
concordance entre ces deux méethodes est trés faible. L’indice de Rand est de 0,010 pour le BT4, et de 0 pour le BT2.
De méme, I’indice de Wallace révele que I’IR ne peut pas prédire les profils cgMLST et inversement.

Ceci indique que les deux méthodes ne peuvent pas se substituer I’une a I’autre et sont deux méthodes de typage
complétement différentes.
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VI : CARACTERISATION DE MARQUEURS GENETIQUES ASSOCIES A LA CAPACITE DE
MAINTIEN DES SOUCHES LORS DU PROCESS D’ABATTAGE ET A LEUR CAPACITE A INFECTER
L’HOMME

L’analyse des génomes par cgMLST des Y. enterocolitica au sein des 2 filiéres animales et chez I’homme a permis
d’identifier 6 populations distinctes :

- les souches de porcs qui arrivent (P+H+) ou non (P+H-) jusqu’a ’homme,

- les souches bovines qui arrivent (B+H+) ou non (B+H-) jusqu’a I’homme,

- et les souches humaines n’ayant aucun lien avec les deux filieres (P- H+ et B-H+).

PORC HUMAIN HUMAIN BOVIN
BT4 BT4 BT2 BT2
P+H- B+H-
P-H+ B-H+
P+H+ B+H+

Pour répondre sur la capacité de certaines souches porcines et bovines a traverser la chaine alimentaire et a infecter
I’Homme, et d’autres non, cette action se proposait au travers d’une analyse bioinformatique des séquences,
complétée par des tests in vitro, d’identifier des marqueurs génétiques associés au maintien des souches lors du
process d’abattage et dans la pathogénicité pour I’homme.

Au travers de test in vitro, nous avons testé la capacité de 8 souches a adhérer, a survivre au froid, a résister aux
biocides et a infecter I’homme pour voir si elles avaient des phénotypes différents en fonction de leur proximité
génétique avec les souches humaines.

A. Constitution des groupes de souches P+H+, P+H-, B+H+ et B+H- (IP)
A partir de la comparaison des génomes par cgMLST, il a été possible de sélectionner les 8 souches en vue des tests
in vitro (tableau 10). L’appartenance d’une souche porcine ou bovine dans un cluster cgMLST avec au moins une
souche humaine est déterminée par la distance allélique (AD) ; < a 5 pour les souches de génotype 4, et <a 3 pour
les souches de génotype 2/3-9b. Les souches sélectionnées ont toutes le plasmide de virulence pYV.

Tableau 10 : Caractéristiques des 8 souches sélectionnées pour les tests in vitro

Cluster

Groupes Souches Génotype mixte pYV
P+H+ EV-C1-B4-P-016 4 481 Oui

souches porcines dans méme cluster
cgMLST que souches humaines EV-C1-B4-P-013 4 792 Oui
P+H- EV-C1-B4-P-005 4 / Ovui
souches porcines non cIL_Jsterlsees avec EV-C1-B4-P-025 / _
souches humaines 4 Oui
B+H+ EV-C1-B2-B-017 2/3-9b 5062 Oui

souches bovines dans méme cluster

cgMLST que souches humaines EV-C1-B2-B-045 2/3-9b 5062 Oui
B+H- EV-C1-B2-B-030 2/3-9b / Oui

souches bovines non clustérisées avec
X EV-C1-B2-B-032 / .
souches humaines 2/3-9b Oui
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B. Méthodes

1. Suivi du maintien de Y. enterocolitica au froid

- Enculture pure
Pour cet essai, les souches de Y. enterocolitica sont mises en culture dans 6 ml de BHI (Brain Heart Infusion, AES

Laboratoire) a I’aide d’un inoculateur de 1pl. Aprés 18h précises a 30°C, une série de dilution au 1/10°™ est réalisée
en BHI jusqu’a la 10 Plusieurs tubes de 2 ml de cette dilution 10 sont placés a 4°C + 2°C en chambre froide
controlée.
A J0, J4, J6, et J11, un tube est prélevé en vue de réaliser le dénombrement de Y. enterocolitica ; c’est-a-dire les
formes viables cultivables. Pour cela, une série de dilution au 1/10°™ est réalisée dans du Tryptone Sel (TS), puis
100pl des dilutions sont étalés sur PCA. Apreés incubation des géloses a 30°C pendant 24 heures, les colonies sont
comptées a I’aide du compteur de colonies Scan 4000, Interscience, version 8.6.13.0V3.5. Les résultats sont ensuite
exprimés en nombre d’UFC par ml. Cette expérience a été réalisée une fois avec dénombrement de 2 boites par
dilution a chaque tube et jour.

- Sur la viande
Cet essai a été réalisé sur du jambon pour les 4 souches porcines et sur des tranches fines de steak pour les 4 souches
bovines. Les tranches de jambon ont été achetées en barquette sous vide et les tranches de steak prises a la découpe
chez le boucher. L’inoculum de Y. enterocolitica est issu de la dilution 102 d’une culture de chaque souche réalisée
en BHI pendant 18H a 30°C.
Pour une souche a tester, une tranche de jambon ou de steak est découpée le jour de I’inoculation (JO) sous hotte en
plusieurs carrés de 25 cm? grace a un emporte-piéce. Chaque carré est placé dans une boite de pétri stérile. Puis 50ul
de I’inoculum ont été étalés sur chaque carré de 25 cm?. Il y a autant d’échantillons que de jours de suivi. Les boites
sont ensuite placées a 4°C £ 2°C en chambre froide contrélée pendant 10 jours.
Un dénombrement de Y. enterocolitica sur gélose CIN a été réalisé a JO (jour inoculation), J1, J2, J3, J6, J8 et J10.
Pour cela, le carré de viande est placé dans 20 ml de Tryptone Sel (TS) dans un sac stomafilter et broyé au smascher
pendant 30 sec. Une série de dilution au 1/10°™ est réalisée dans du TS, puis sont étalés 1 ml de 1’échantillon sur 3
boites (CIN) et 100pl de 1’échantillon et des dilutions sur une boite CIN.
Apres incubation des géloses CIN & 30°C pendant 24 heures, les colonies sont comptées a 1’aide du Scan 4000
(Interscience version 8.6.13.0V3.5). Les résultats sont ensuite exprimés en nombre d’UFC par cm?.
A chaque essai, un carré supplémentaire de viande a été utilisé comme témoin pour vérifier sur CIN 1’absence de Y.
enterocolitica sur la viande achetée avant inoculation. Cette expérience a été répétée 3 fois (répétitions R1, R2 et
R3), et avec dénombrement de 2 boites par dilution a chaque tube et jour.
Le suivi a été réalisé sur 10 jours pour mimer un délai entre le moment ot la viande (jambon ou steak) sort de I’usine
et sa conservation dans un réfrigérateur chez un particulier tout en respectant la chaine du froid.
Toutes les données obtenues dans les différents essais ont été analysées statistiquement avec le logiciel R version
4.1.2. La comparaison des moyennes a été faite avec le test de Kruskall-Wallis; un résultat est considéré
significativement différent si la p value est <a 0,05.

2. Capacité de mobilité des souches
La mobilité des souches a été mesurée par leur capacité a se mouvoir dans un milieu BHI semi-solide.
Pour ce faire, une série de dilution au 1/5°™ a été réalisée a partir des cultures a 10 UFC/ml, et 20pl de chaque
dilution ont été déposés dans un puits de microplaque 12-puits remplis de BHI-semi-solide, a raison de 3 puits par
dilution (figure 10).
Une série de plaques a été placée a 12°C (température d’activité en IAA) et Iautre série a 4°C (température de
réfrigération). L apparition d’halo de migration dans les puits est noté M tous les jours pendant 10 jours, la pousse
uniquement au lieu de dép6t est notée D.
Chaque jour, il a été noté pour chaque puits soit I’absence de pousse (R), la présence de colonies au point de dépot
(D), ou la présence d’un halo de migration (M) afin de suivre 1’évolution de cette mobilité au cours du temps.
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Figure 10 : mise en place de I’essai de mobilité

La mobilité d’une souche, pour une température, a été évaluée sur la base des sommes de tous les R, D et M issues
des deux plaques et des 10 jours de suivis. Toutes les données obtenues dans les différents essais ont été analysées
par Chi2 ; un résultat est considéré significativement différent si la p value est < a 0,05.

3. Adhésion et de formation de biofilm sur plague Inox

Le protocole appliqué est celui développé par I’IFIP dans le cadre du RMT CHLEAN, a I’exception de la température
et de la durée de contact. Les coupons inox ont été mis en contact avec une culture de Y. enterocolitica a 10 UFC/m,
pendant 6 heures a 12°C, durée et température ambiante se rapprochant d’une activité quotidienne en abattoir et
atelier de découpe. L’essai a été répété 3 fois.
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La capacité d’adhésion des souches se traduit par le % de bactéries adhérentes, qui a été calculé en fonction de la
surface du coupon d’inox: % de bactéries adhérentes = [x UFC adhérentes /coupon x 100]/ y UFC inoculées /coupon.

Toutes les données obtenues dans les différents essais ont été analysées statistiquement avec le logiciel R version
4.1.2. La comparaison des moyennes a été faite avec le test de Kruskall-Wallis; un résultat est considéré
significativement différent si la p value est <a 0,05.

4. Sensibilité aux biocides

La sensibilité des 8 souches Y. enterocolitica a été évaluée par la détermination de la CMI (Concentration Minimale
Inhibitrice) en microméthode vis-a-vis de 5 biocides. Les biocides sélectionnés sont des substances actives, qui
appartiennent a différentes familles de composés chimiques et rentrent dans la composition de produits biocides
commerciaux utilisés pour le nettoyage et désinfection en élevage. Il s’agit du Chlorure de benzalkonium (BC) et
Chlorure de diméthyl didécyl ammonium (CDDA) de la famille des ammmoniums quaternaires, N-(3-aminopropyl)-
N-dodecylpropane-1,3-diamine (AMPD) pour les amines, 1’Acide Paracétique (AP) pour les peroxydes et
I’Hypochlorite de Sodium (NaClO) pour les chlorés.

Les souches ont été ensemencées sur une gelose nutritive avec une oése a partir du cryotube de conservation et
incubées a 30°C pendant 18 h. Puis, trois a quatre colonies isolées ont été transférées dans 10 ml bouillon Trypticase
Soja (BTS) puis incubées a 30°C pendant 18 h. Les suspensions bactériennes sont calibrées par densité optique dans
du BTS a une concentration de 10° UFC/m.

Les dilutions sérielles des biocides sont préparées extemporanément dans I’eau du réseau pour avoir des
concentrations 10x suivantes :

BC:40-30-20-15-10-5 pg/ml

CDDA:20-10-5-2,5-1,25¢t 0,625 pg/ml

AMPD: 400 - 300 - 200 - 150 - 100 et 50 pg/ml

AP :10 000 - 5000 — 2 500 — 1 250 — 625 — 312- 156 — 78 — 39 et 19 pg/ml

NaOCI : 640 - 320 - 160 - 80 - 40 et 20 pg/ml

En absence de lignes directrices pour les biocides, la méthode de détermination de la CMI a été calquée sur celle
déterminée pour les antibiotiques en suivant les recommandations du Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).
Les biocides (10x) sont déposés dans une microplaque 96 puits de la concentration la plus élevée (puits A) a la plus
diluée (puits H) sur une colonne de 8 puits a raison de 20 pl par puits. Les suspensions bactériennes calibrées a 10°
UFC/ml sont déposées dans chacun des puits a raison de 180 ul par puits (fig. 11). Des puits contrdles ne contenant
pas de biocides sont réalisés pour vérifier la croissance de la souche de Y. enterocolitica testée. Deux essais a des
jours différents avec 3 réplicats techniques par essai ont été réalisés et la médiane des valeurs de CMI a été enregistrée.

Aprés 48 h d’incubation a 30°C, la présence ou 1’absence
de trouble dans chaque puits est notée visuellement pour
déterminer la valeur de CMI pour chacune des souches. La
CMI correspond a la 1%¢ concentration pour laquelle
aucune pousse bactérienne n’est notée. Les essais avec
I’AMPD quant a eux ont été réalisés avec le lecteur de
microplaques FluoStar (BMG labtec) car le mélange BTS
— AMPD entraine un trouble qui ne permet pas une
détermination du résultat (positif ou négatif) par une
lecture visuelle.

Fig. 11 : exemple de microplaque avec ou non un trouble dans les puits. Le rond rouge indique la concentration de
biocide a partir de laquelle la souche est sensible et équivaut a la CMI.
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5. Pouvoir pathogéne

Le pouvoir pathogéne de Y. enterocolitica a été évalué via des tests d’adhésion-invasion réalisés sur des cellules
intestinales humaines Caco-2 (Human Colonic Carcinoma Cell Line). Le protocole suivi est celui mis en place dans
I’unité par Esnault et al., (2015). La méthode est décrite en figure 12.

La mise en contact des bactéries avec les cellules Caco-2 se fait avec une MOI de 1/100, c¢’est-a-dire 2.107 bactéries
Y. enterocolitica pour 2.10° cellules Caco-2. Le pouvoir pathogéne d’une souche est déterminé par le calcul de son
pourcentage d’adhésion et de son pourcentage d’invasion. L’essai a été répété 3 fois pour chaque souche de Y.
enterocolitica.

Test d’adhésion-invasion

—
u o« Bactéries

Préparation de I’inoculum,
2.107 par puits

“lavages
gy, i
U0 l

Lyse au triton
Lignée cellulaire d'adénocarcinome de g =~ m- ‘ D) . N .

cellules humaines (Caco-2) i B e 7 Y
» . . E] Lyse ay triton
B v p : dénombrements ‘ gt R
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Figure 12 : protocole suivi pour I’adhésion et I’invasion de Y. enterocolitica sur cellules Caco-2 (Schéma : M. Guyard)

Toutes les données obtenues dans les différents essais ont été analysées statistiquement avec le logiciel R version
4.1.2. La comparaison des moyennes a été faite avec le test de Kruskall-Wallis; un résultat est considéré
significativement différent si la p value est <a 0,05.

C. Résultats

1. Maintien de Y. enterocolitica au froid en culture BHI

Les 8 souches de Y. enterocolitica mises en culture en BHI et conservées a 4°C pendant 11 jours ont révélé le méme
comportement (Figure 13).

Entre JO et J11, une augmentation de +/- 4 log de la concentration des souches a été observée et un plateau est atteint
a partir de J8. Une légére différence significative (p-value = 0,036) a été observée entre les biotypes BT4 (souches
porcines) et BT2 (souches bovines), peut-étre di a une concentration initiale des souches porcines BT4 Iégérement
plus élevée (1,6. 10° UFC/mL) comparée a la concentration des souches bovines BT2 (6,92.10* UFC/mL) qui
expliquerait également que 1’amorce du plateau est déja observée entre J6 et J8 pour les souches BT4.
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Figure 13. Survie des 4 souches porcines BT4 (a droite) et des 4 souches bovines BT2 (a gauche) en milieu BHI sur
11 jours a 4°C.

R —— — i 5 Les résultats cependant ne montrent pas de différence
‘ : significative entre les souches P+H+ et P+H- (p-value =
0.956) ni entre les souches B+H+ et B+H- (p-value = 0.913)
w (Figure 14).
© Figure 14 : distribution des souches P+H- et P+H+, et des
; § ; § souches B+H- et B+H+ selon leur courbe de survie en BHI
] § L i a 4°C pendant 11 jours
B+IH- B+IH+ P+‘H- P+IH+

classe

2. Maintien de Y. enterocolitica au froid sur matrice viande

- Maintien des souches porcines BT4 sur jambon a 4°C

Les souches porcines se multiplient de maniére significative (p-value < 2.2e-16) sur le jambon de 1,5 a 2 log selon
les souches entre JO et J10 (Fig. 15).

Les 4 souches porcines se multiplient donc sur le jambon placé a 4°C. A partir de J6 et selon les souches, soit un
plateau est atteint, soit une légere chute est observée.

Globalement, il n’y pas de différence significative entre les 4 souches (p-value = 0.506).

Ainsi, il n’y a pas non plus de différence significative entre les souches porcines appartenant au méme cluster

cgMLST que les souches humaines (P+H+) et les souches porcines P+H- éloignées des souches humaines (p-value
= 0.257) (Fig. 15)
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Figure 15 : Survie des 4 souches porcines BT4 sur le jambon a 4°C (a droite) et distribution des souches P+H- et
P+H+ (& gauche)

- Maintien des souches bovines BT2 sur steak a 4°C

Les souches bovines se multiplient de maniére significative (p-value < 2.2e-16) entre JO et J10 a 4°C sur le steak
(Fig. 16) avec une différence de 2,5 a 3 log selon les souches.

Dans I’ensemble, les souches bovines BT2 quant a elles continuent de croitre sur le steak jusqu’a J10 sans atteindre
de véritable plateau.

Globalement, il n’y pas de différence significative entre les 4 souches bovines BT2 (p-value = 0.845). Ainsi, il n’y a
pas non plus de différence entre les souches du groupe B+H+ et celles du groupe B+H- (P-value = 0.699) (Fig. 16).
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Figure 16 : Survie des 4 souches bovines BT2 sur le steak a 4°C (a droite) et distribution des souches B+H- et B+H+
(a gauche)
3. Capacité de mobilité des souches
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Pour rappel, la capacité de mobilité d’une souche, pour une température, a été évaluée sur la base des sommes de
tous les R (non poussé), D (pousse au dép6t) et M (halo de migration) issues des deux plagues et des 10 jours de suivi
(Tab 11 et 12). L’évolution de la mobilité des souches est représentée sous forme d’histogramme sur les 10 jours de
suivis (Fig.17 et 18).

Tab . 11 : nombre de D et de M a 4°C et a 12°C sur 10 jours pour les souches porcines

4°C 12°C
souche D M D M
P+H- (P0O05) 222 33 154 424
P+H- (P025) 229 42 145 402
P+H+ (P013) 156 0 143 374
P+H+ (PO16) 253 2 450 113
Mobilité de POO5 (P+H-) en milieu semi-solide Mobilité de P025 (P+H-) en milieu semi-solide
80 50
70 70
60 60
50 50
40 40
0 30
20 20
10 I 10 I
0 | 0 | |
)2 43 )4 U5 06 U7 0B 19 110fJ1 12 13 )& U5 U6 U7 18 18 10 J1 02 13 Ja U5 )6 47 18 19 Jo0fJ1 U2 I3 14 US 16 17 I8 J9 J10
EM mD ER aM mD =R
Mobiblité de PO13 (P+H+) en milieu semi-solide Mobilité de P016 (P+H+) en milieu semi-solide
80 80
70 70
50 60
50 50
0 40
30 30
20 20
AHHHHN T
0 | 0 n
Moz 13 14 15 06 17 18 19 yof 1 12 13 14 U5 U6 17 I8 19 J10 U2 )3 14 U5 U6 U7 U8 19 Mol J2 U3 )4 J5 U6 17 I8 19 JO
=M ED =R =M ED mR

Fig. 17 : Evolution de la mobilité des souches porcines a 4 et 12°C sur 10 jours de suivi

A 4°C, il y a une différence significative entre les souches porcines P+H- et les souches porcines P+H+ (Chi2, p-
value = 2,596E-14) (Tab.11).
A 4°C, ces derniéeres ne migrent pas dans le milieu semi-solide. A 12°C, une de ses souches P+H+ migre moins que
les 3 autres souches (Fig 17)

Pour les souches bovines, il n’y a aucune différence significative entre les souches que ce soit a 4°C (Chi2, p = 0,124)
ou a 12°C (Chi2, p = 0,0500) (Tab . 12).

Tab . 12 : nombre de D et de M a 4°C et a12°C sur 10 jours pour les souches bovines

4°C 12°C
souche D M D M
B+H- (B030) 144 172 79 520
B+H- (B032) 150 121 74 450
B+H+ (B017) 159 151 59 517
B+H+ (B045) 136 129 52 493
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Les souches bovines (BT2) ont significativement une plus grande capacité de mobilité que les souches (BT4), quelle
que soit la température. Cette différence est plus marquée pour 1’essai a 4°C (Fig. 18).
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Fig. 18 : Evolution de la mobilité des souches bovines a 4 et 12°C sur 10 jours de suivi

4. Capacité d’adhésion aux surfaces Inox

Dans nos conditions d’essai, mise en contact 6 heures a 12°C, I’ensemble des souches de Y. enterocolitica étaient
capables d’adhérer aux surface inox, avec une capacité d’adhésion allant de 0,52% & 2,13% pour les souches porcines
et de 0,90 & 2,30% pour les souches bovines (figure 19a.).
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Il n’y a pas de différence significative pour la capacité d’adhésion au surface inox entre les souches P+H- et P+H+
(p-value = 0,423), et entre les souches B+H- et B+H+ (p-value = 0,200) (Fig. 19b).
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Fig. 19b : boite de dispersion des % d’adhésion des souches bovines B+H+ et B+H- et des souches porcines P+H+
et P+H-.

5. Résistance aux biocides

Les médianes des valeurs de CMI (ug/ml) pour chaque biocide en fonction des souches P+H- et P+H+, et des souches
B+H- et B+H+ sont représentées respectivement sous forme graphique en figure 21a et 21b, et précisées dans les
tableaux joints.

21-A  BC AMPD AP NaClo CDDA
P+/H- 10 150 156 320 35

P+/H- 15 150 156 320 35

P+/H+ 15 150 156 320 25
P+/H+ 15 100 156 320 25

CDDA

NaClo

21-B BC AMPD AP NaClo CDDA
B+/H- 15 100 156 320 2,5

Al

=

AMPD

B+/H- 15 100 156 320 2,5

B+/H+ 15 100 156 320 25
B+/H+ 15 100 156 320 25

(<)

50 100 150 200 250 300 350

WB+/Ht WBH/H+ WB+/H- 1 B+/H-

Figure 21 : Médiane des CMI pour les souches P+H-, P+H+ (a), B+H- et B+H+ (b) pour les 5 biocides testés.
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Il n’y a pas de différence des valeurs de CMI vis-a-vis de chacun des biocides testés entre les souches B+H- et B+H+,
et peu de différence entre les souches P+H- et P+H+. En effet, une différence non significative (> a 0,05) est notée
pour une des 2 souches P+/H- qui présente une valeur de CMI de 10 pg BC/ml contre 15 pug BC/ml pour les 7 autres
souches de Y. enterocolitica testées. Par ailleurs, des valeurs de CMI plus élevées sont observées pour le composé
aminé (AMPD) de 150 pug/ml pour les souches porcines (P) par rapport aux souches bovines (B).

6. Pouvoir pathogéne

Les souches BT4 et BT2 présentent une hétérogénéité dans leur capacité d’adhésion. En effet, les souches porcines
BT4 sont significativement plus adhérentes (p-value = 0,001) aux cellules Caco-2 que les souches bovines BT2 (Fig.
22 a). Cependant il n’y a pas de différence significative entre les deux biotypes (p-value = 0,599) en ce qui concerne
leur capacité d’invasion (Fig. 22 b).

4

P-Adhésion
P-Invasion

BT2 BT4 BT2 BT4
(a) (o)

Figure 22 : (a) Pourcentage d’adhésion (p-value = 0.001) et (b) d’invasion (p-value = 0.599)
des souches porcines BT4 et des souches bovines BT2 sur cellules Caco-2

Au sein du biotype 4, les souches porcines ont un pourcentage d’adhésion compris entre 65 et 90% et il n’y a pas de
différence significative entre elles (p-value = 0.4753) et un pourcentage d’invasion compris entre 0.55 et 3.60 % (p-
value = 0.16). Il n'y a pas de différence significative entre les souches P+H+ et P+H-, que ce soit pour leur capacité
a adhérer ou leur capacité a pénétrer les cellules Caco-2 (test de Kruskal-Wallis, p = 0,772 et p = 0,083,
respectivement).

Le pourcentage d’adhésion des souches BT2 est entre 9 et 14% sauf chez 1’'une des souches du groupe B+H+ (B017)
qui présente une capacité d’adhésion de 40% ; le pourcentage d’invasion quant a lui se situe entre 0,6 et 6,0%. Au
sein de ce biotype 2, il n'y a pas de différence significative entre les souches B+H+ et B+H-, que ce soit pour leur
capacité a adhérer ou leur capacité a pénétrer les cellules Caco-2 (test de Kruskal-Wallis, p = 0,386 et p = 0,148,
respectivement).

7. Caractérisation de margueurs génétiques associés a la capacité de maintien des souches lors du process
d’abattage et a leur capacité a infecter I’homme

Les tests in vitro n’ont pas mis en évidence de différences significatives de phénotypes entre les souches P+H+ et
P+H- et les souches B+H+ et B+H- pour :
- Leur maintien a 4°C en milieu BHI et sur viande,
- Leur capacité d’adhésion aux surfaces Inox a 12°C
Leur résistance a 5 biocides
Et leur pouvoir & infecter les cellules intestinales humaines Caco-2.
De fait, il est impossible de trouver des marqueurs génétiques pouvant étre associés a des phénotypes différents.

Pour leur capacité a se mouvoir a 4°C et 12°C, il a été observé une différence significative entre les souches porcines
P+H- et les souches porcines P+H+ lors du test de mobilité a 4°C. Les souches P+H+ ne migrent pas dans le milieu
semi-solide.

D’un point de vue génétique , les souches P+H+ et P+H- sélectionnées ont des alleles différents pour trois génes de
la flagelline : fliC, fliF et fliO. Ces différences d’alléles pourraient étre liées a la différence de phénotype entre ces
souches. Cependant il s’agit de différences alléliques observées uniquement sur les souches sélectionnées pour les
tests in vitro.
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V. RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

La présence de genes de résistance aux antibiotiques a été recherchée dans les génomes des souches de
Y. enterocolitica de la collection C1. La recherche a été effectuée grace a 1’outil Resfinder 4.0 (Bortololaia et al., J
Antimicrob Chemother, 2020).

Parmi les 239 souches étudiées, 99 sont du génotype 4 et 140 du génotype 2/3-9b.

Les génes blaA et blaB ont été identifiés chez toutes les souches. Ce sont des génes codant des beta-lactamases
présent naturellement chez toutes les souches de Y. enterocolitica.

En plus de ces résistances naturelles, 23 souches ont été identifiées comme présentant des résistances inhabituelles
aux antibiotiques.

Toutes les souches présentant des résistances inhabituelles aux antibiotiques sont du génotype 4. Cela concerne 15/49
souches de la collection HC1 et 8/50 souches de la collection PC1 :

Génotype 4
Collection | Nb de souches Genes de résistance aux antibiotiques
blaA blaB ant(3")-la |catAl sull tetA
HC1 49 49 49 15 10 14 3
PC1 50 50 50 8 - 4 4
Total 99 99 99 23 10 18 7

Génotype 2/3-9b
Genes de résistance aux antibiotiques

Collection Nb de souches

blaA blaB ant(3")-la |catAl sull tetA
BC1 50 50 50 - - - -
CC1 37 37 37 - - - -
HC1 39 39 39 - - - -
0C1 13 13 13 - - - -
PC1 1 1 1 - - - -
Total 140 140 140 0 0 0 0

Les 23 souches présentent le géne ant(3")-la associé a la résistance a la streptomycine. Parmi ces 23 souches, 10
d’entre elles présentent aussi le géne catAl (résistance au chloramphénicol), 18 le gene sull (résistance aux
sulfamides) et 7 le géne tetA (résistance a la tétracycline). Alors que 5 souches ne présentent que le seul géne ant(3")-
la, les 18 autres ont 2 ou 3 génes de résistance inhabituelle aux antibiotiques.

Parmi les résistances prédites avec 1’outil Resfinder4, seule la résistance a la tétracycline est évaluée par
antibiogramme au CNR. Parmi les souches cliniques recues au CNR en 2022, aucune souche de génotype 2/3-9b et
seules 1% des souches de génotype 4 sont résistantes a la tétracycline. Le pourcentage de souches résistantes a la
tétracycline recues au CNR en 2022 est donc plus faible que dans la collection C1 de I’étude EVANHOTY.

Les résistances a la streptomycine et chloramphénicol ne sont pas testées au CNR car ces antibiotiques ne sont pas
recommandés pour le traitement des yersinioses entériques. Le traitement recommandé est le cotrimoxazole
(association sulfamides/triméthoprime). Au CNR, toutes les souches pathogénes recues en 2022 ont été identifiees
comme sensibles a cette association. Ici, seul le gene sull a été identifié parmi 18 souches. Sa seule présence ne suffit
pas a rendre une souche résistante au cotrimoxazole.

La recherche de plasmide pouvant héberger ces génes de résistance a été effectuée dans les 23 génomes grace a 1’outil
mob-suite (Robertson et al., Microb Genom, 2018). Le plasmide de virulence, présent chez toutes les souches
pathogenes, a été identifié chez 15/23 souches. Ce plasmide est facilement perdu pendant les subcultures au
laboratoire, ce qui explique son absence chez 8 souches. En revanche, un plasmide de 23 kb portant 3 génes de
résistance aux antibiotiques (ant(3")-la, sull et tetA) a été identifié chez une souche. Ce plasmide a été identifié chez
E. coli mais aussi chez Shigella, Salmonella ou encore Klebsiella, suggérant une circulation parmi les entérobactéries.
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VI . CONCLUSION GENERALE

Ce projet a permis de faire un état des lieux du portage de Y. enterocolitica par les porcs et les bovins, d’évaluer
I’implication de ces deux filiéres dans les yersinioses humaines ainsi que la capacité des souches a traverser la chaine
alimentaire.

Les deux enquétes menées a I’abattoir ont permis d’actualiser les données de prévalence en filiére porcine et de
mettre a jour des données de prévalence pour la filiére bovine, données non existantes en France pour cette filiére.
Ainsi, pour la filiére porcine, sur les 303 porcs préleves, la prévalence inter-lots de Y. enterocolitica pathogénes
s’élevait a 14,7 % [8,0%-25,7%)], et la prévalence individuelle de Y. enterocolitica pathogenes a 4,9 % [3,0%-8,0%)].
Méme si cette prévalence au cours de ce projet est plus faible que celles préalablement observées dans deux
précédentes enquétes conduites par I’IFIP et 1’Anses (Feurer et al., 2012 ; Fondrevez et al., 2014), cette enquéte
confirme que les porcs en France sont porteurs et excréteurs de Y. enterocolitica pathogéne pour I’homme.

Pour la filiere bovine, aucune souche de Y. enterocolitica pathogéne ou non n’a été isolée, indiquant que sur
I’échantillonnage de 430 bovins, la prévalence est de 0%. Il était attendu d’avoir des souches de BT2 car le CNR a
dans sa collection des souches de BT2 isolées de bovins/ovins/caprins (Le Guern et al. 2016), et ce biotype est
retrouvé dans 25,2% des cas humains en France. Deux études anglaises indiquent une prévalence en Y. enterocolitica
de 6,3 et 4,5% sur matiere fécale (McNally et al, 2004 ; Milnes et al, 2008), et une étude allemande donne une
prévalence de 1,6% (Schmid et al, 2013). Des études basees sur la séroprévalence ont mis en évidence la détection
d’anticorps anti-Yersinia sur 66% de bovins lors d’une étude en Allemagne (Bartling et al, 2004) et pour O:9 sur 26%
de bovins en Belgique (Weynants et al, 1996). Ces études indiquent que la présence de la bactérie est faible dans les
matrices fécales et ne traduit pas forcément le réel portage de bactérie par les bovins. Pour préciser notre étude, il
serait intéressant 1) de tester des écouvillonnage d’amygdale de bovin comme prélévement, car la bactérie a un
tropisme amygdalien du moins chez le porc, et 2) de réaliser des sérologies pour la détection d’anticorps anti-Yersinia
ce qui pourrait permettre de savoir si les bovins ont été en contact avec la bactérie sans pour autant 1’excréter dans
les féces.

Le génotypage des souches de Y. enterocolitica BT4 et BT2, aprés séquencage et analyse cg-MLST des génomes, a
classé les souches en 4 génotypes. Toutes les souches de BT4 sont de génotype 4 alors que les souches de BT2 sont
majoritairement du génotype 2/3-9b (90,9 %), puis 2/3-9a (7,8 %) et 2/3-5a (1,3 %).

L’étude de la proximité génétique des souches par cgMLST Y. enterocolitica (1727 génes) suivie du calcul des
distances alléliques a montré pour les génotypes 4 et 2/3-9b que les souches d’origine humaine et animale font partie
d’une méme population qui circule entre les animaux et les humains.

L’implication du porc et des bovins dans les yersinioses humaines a été confirmée par les analyses de clustérisation
des souches avec un seuil <5 AD pour les souches de génotype 4 et <a 3 AD pour les souches de génotype 2/3-9b.
Pour ces 2 génotypes, la présence de clusters mixtes composés de souches humaines et animales confirme que les
souches responsables de yersinioses humaines peuvent étre trés proches génétiqguement de souches isolées chez les
porcs ou chez les bovins. Ces résultats confirment bien I’implication des filiéres porcines et bovines dans les
infections humaines.

Enfin, la comparaison des souches isolées en 2022 et il y a plus de 10 ans a montré la persistance de souches de
génotype 4 responsables d’infections humaines dans leur réservoir porcin pendant 10 ans. La persistance des souches
de génotype 2/3-9b dans le réservoir bovin n’a pas pu étre démontrée car 1’étude de prévalence chez les bovins n’a
pas permis d’isoler de souches en 2022. Cependant la présence de 2 clusters mixtes (bovin/humain) a montré une
persistance des sources d’infections humaines pendant au moins 28 ans.

Le typage des souches par I’IR biotyper a mis en évidence une grande diversité des profils IR entre les souches de
BT4 et les souches de BT2, qu’elles soient d’origine animale et humaine. L’utilisation de cet outil pour évaluer
I’implication des souches animales dans les infections humaines pose question, du fait que le choix du cut-off a une
tres grande influence sur la génération des clusters et le regroupement des souches au sein de ces clusters. Cet outil
est & considérer comme un nouvel outil de typage simple et facile a mettre en place en terme technique mais en termes
d’analyse des données, il nécessite une maitrise du logiciel et d’avoir du recul pour I’interprétation des résultats.

De fait, il n’est pas standardisable a priori. Du moins, cela nécessitera la mise en place d’essai interlaboratoire pour
évaluer la performance des labos a obtenir et analyser ce type de données.

Il convient de poursuivre nos investigations sur cet outil avant de le proposer aux acteurs des filieres animales comme
outil typage simple, facile et peu couteux, pour tracer les bactéries au sein des différents maillons de la chaine. Cela
nécessitera d’avoir des suivis en élevages ou en IAA, et de tracer la circulation de Y. enterocolitica au sein de ces
maillons avec I’IR biotyper, et de comparer les résultats avec ceux de la cgMLST, comme outil de référence.
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Pour que les souches de Y. enterocolitica puissent infecter I’homme, elles doivent étre en capacité de traverser toute
la chaine alimentaire, c’est-a-dire capable de résister a différents stress comme les biocides appliqués en élevage et
en [AA, survivre aux températures de réfrigération (4°C) ou d’activité en IAA (12°C), se maintenir sur les aliments
et étre pathogene pour I’homme.

En effet, pour contrbler la contamination bactérienne dans les secteurs médical, vétérinaire, agro-alimentaire,
industriel, domestique et en collectivité, des produits d’hygiéne sont appliqués aux doses d’emploi en respectant les
préconisations des fournisseurs pour éliminer ou détruire les bactéries indésirables. Cependant, ces bactéries
présentes le plus souvent sous forme de communautés au sein d’une matrice extra-cellulaire tridimensionnelle,
appelée biofilm, peuvent étre exposées a des concentrations plus faibles de biocides que les doses d’emploi (Capita
et al. 2019). Leur capacité d’adaptation a ce stress chimique au niveau des différents micro-environnements du
biofilm peut avoir un impact sur la modification de leur sensibilité vis-a-vis de produits antimicrobiens (antibiotiques
et biocides) (Molina-Gonzalez et al. 2014). C’est pourquoi, des tests ont été réalisés pour identifier d’éventuelles
différences de sensibilité a des substances actives biocides largement rencontrées dans les produits commerciaux
biocides. Cette sensibilité a été évaluée par la détermination de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) selon
une méthode de dilution en milieu liquide. Globalement, dans nos conditions expérimentales, nos résultats montrent
aucune différence significative de sensibilité entre les souches de Y. enterocolitica bovines et porcines vis-a-vis des
substances actives biocides testées, a 1’exception de ’amine pour lesquelles les souches porcines sont moins
sensibles. De méme, il n’a pas été observée de différences entre les souches P+H+ et P+H- et les souches B+H+ et
B+H-. Ces observations suggérent que soit les souches n’ont pas été exposées au cours de leur existence a des biocides
ou soit qu’elles ne présentent pas de capacité distinctive d’adaptation.

Il existe trés peu de publications scientifiques sur la sensibilité de Y. enterocolitica vis-a-vis des biocides
désinfectants. La valeur médiane de CMI pour le BC de 15 pg/ml (ou ppm) est comparable a celle trouvée (20ug/ml)
dans les travaux de Capita et al (2019). Par contre, les valeurs de CMI pour les oxydants (2500 pg/ml NaClO et 1275
png/ml AP) sont 10 fois plus fortes que celles enregistrées dans notre étude. Les protocoles des méthodes d’évaluation
de la sensibilité étant quasi-identiques, ils ne peuvent expliquer les différences observées. Les produits oxydants étant
sensibles a la dégradation, de mauvaises conditions de stockage (température trop élevée, a la lumiére, a une
concentration trop élevée) pourraient conduire a une diminution de la concentration active ce qui nécessiterait alors
d’appliquer une concentration plus élevée pour étre efficace.

Des valeurs de CMI plus faibles sont reportées dans d’autres études avec les composés d’Ammoniums Quaternaires
(AQ représentés par le BC ou le CDDA) pour Escherichia coli (1.5 a 4 ug AQ/ml) (Soumet al. 2012, 2016) et
Salmonella (4-8 pg BC/ml) (Soumet et al. 2016) mais aussi avec I’ AP vis-a-vis d’autres espéces bactériennes comme
Listeria monocytogenes (156 a 625 pg/ml) (Guérin et al. 2021). Ces différences de résultats peuvent s’expliquer par
le fait que toutes les espéces bactériennes n’ont pas la méme sensibilité vis-a-vis de ces biocides.

La nature psychrotrophe de Y. enterocolitica a été confirmée par nos tests de maintien a 4°C en milieu riche BHI et
sur matrice viande. Toutes les souches ont montré leur capacité a survivre au froid mais également a se multiplier,
indiquant que Y. enterocolitica continue a croitre sur des matrices alimentaires en condition de réfrigération. Nos
résultats confortent les résultats préalablement obtenus sur d’autres souches de Y. enterocolitica (Esnault et al., 2017).
Aucune différence significative entre les souches porcines et bovines appartenant au méme cluster cgMLST que les
souches humaines (P+H+ et B+H+) et celles qui n’y appartiennent pas (P+H- et B+H-) n’a été observée. Cela permet
de conclure que la capacité de survie des souches de Y. enterocolitica au froid n’est pas un caractére propre aux
souches capables d’infecter 'Homme. Ce test a été réalisé avec un inoculum de 10* UFC/cm?. Dans I’étude de Van
Damme et al. (2015), la concentration des Y. enterocolitica sur carcasses de porcs est trés faible < a 20 UFC/100cm?,
soit 0,2 UFC/cm?. 1l est possible qu’a cette concentration sur notre jambon ou sur notre steak, nous n’aurions pas pu
observer une telle croissance de Y. enterocolitica a 4°C sur cette matrice. Pour mesurer le risque pour le
consommateur, il serait intéressant de se rapprocher des concentrations réelles pour voir si les bactéries sont toujours
détectées apres plusieurs jours a 4°C.

Néanmoins, le caractere psychrotrophe de Y. enterocolitica permet a la bactérie de se maintenir le long de la chaine
alimentaire et potentiellement d’atteindre "'Homme. Cela reste donc un probléme en industrie agroalimentaire et chez
les consommateurs ou la réfrigération est un moyen de lutte contre les micro-organismes.

Le test d’adhésion sur inox a 12°C a démontré que les souches de Y. enterocolitica sont capables d’adhérer au surface

inox, avec des pourcentages de bactéries adhérentes similaires a ce qui a déja été observé pour cette bactérie pour
I’inox (1,5%, Allan et al., 2004). Méme si ce pourcentage d’adhésion sur inox est plus élevé chez les souches bovines,
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il n’y a pas de différence entre les biotypes. De méme, toutes les souches qu’elles soient ou non dans les mémes
clusters cgMLST que les souches humaines ont toutes la méme capacité a adhérer au surface inox en conditions de
température d’activité en TAA. Ainsi, il est indispensable que les procédures de nettoyage et de désinfection en
élevage et en IAA soient efficaces pour décrocher les Y. enterocolitica ayant adhérer aux surfaces. loannidis et
al.,(2014) décrit le géne waakE, géne reconnu pour étre impliqué dans la formation de biofilm chez Y. enterocolitica.
Une recherche de la présence du gene waaE dans le génome des 8 souches sélectionnées pour le test d’adhésion a
montré que celui-ci est absent de toutes les souches.

Au processus d’adhésion au surface s’ajoute la mobilité des bactéries qui de maniere générale se fait au moyen des
flagelles et qui est indispensable pour la formation de biofilm. La mobilité flagellaire est également impliquée dans
le recrutement de bactéries planctoniques par le biofilm en développement et permet I'expansion du biofilm sur la
surface colonisée (Houry, 2009). A 4°C, il y a une différence significative entre les souches porcines P+H- et les
souches porcines P+H+ sélectionnées ; ces dernieres proches génétiqguement de souches humaines ne migrent pas
dans le milieu semi-solide. Ce phénoméne n’est pas observé a 12°C. Ceci sous-entend que ces souches capables
d’infecter ’homme ne sont plus mobiles en condition de réfrigération. Nos tests montrent que ces souches P+H+
retrouvent leur mobilité a 12°C, favorisant le processus de formation de biofilm. Il a été observé une différence
d’alleles pour 3 génes de la flagelline (fliC, fliF et fliO) entre les souches P+H+ et P+H- sélectionnées, il serait
intéressant de tester un plus grand nombre de souches porcines P+H- et P+H+ pour conforter ce résultat.

Houry (2009) explique gue la mobilité flagellaire est également impliquée dans le pouvoir pathogene des bactéries
et favorise 1’adhésion des bactéries sur des cellules épithéliales de type HelLa. Or, il est reconnu que les Y.
enterocolitica sont mobiles par des flagelles péritriches lorsque cette bactérie est cultivée en dessous de 30°C mais
immobiles a 37°C. C’est cette température qui a été appliquée pour le test de virulence sur cellules Caco-2. Ceci
indique que Y. enterocolitica met en place un panel de processus pour adhérer et infecter ces cellules.

Les tests de virulence sur cellules Caco-2 confirment que les souches de biotype 4 ont une plus grande capacité
d’adhésion que les souches de biotype 2 tel que préalablement observé (Esnault et al., 2015). Aucune différence
significative n’a cependant été observée entre les souches P+H+ et P+H- et les souches B+H+ et B+H-, que ce soit
pour le % d’adhésion et le % d’invasion.

Ceci sous-entend que toutes ces souches sont capables d’infecter I’homme, et que les souches P+H- et B+H- testées
n’ont peut-&tre pas été impliquées dans des infections humaines a ce jour ou identifiées comme telles au regard du
nombre de souches séquencees dans ce projet (100 BT4 humaines et 100 BT2 humaines) par rapport au nombre total
de souches humaines recgues par le CNR par an.

La recherche de génes de résistances aux antibiotiques par une méthode in silico avec 1’outil Resfinder4 (Bortololaia
et al., 2020) a permis de confirmer que les souches de Y. enterocolitica hébergent naturellement deux genes codant
des B-lactamases. Le géne blaA codant une penicillinase exprimée constitutivement et le géne blaB codant une
céphalosporinase dont I’expression inductible est associée a différents niveaux de résistance aux céphalosporines de
premiére et deuxiéme génération (Singhal et al., 2020). A ces résistances naturelles se sont ajoutées chez 23 souches
sur les 239 de la collection C1, des génes de résistances a la streptomycine, sulfamides, chloramphénicol et
tétracycline. Environ 10% des souches de cette collection, uniqguement du génotype 4, présentent donc des résistances
acquises aux antibiotiques a la fois chez des souches humaines et animales.

Parmi elles, 1’outil mob-suite (Robertson et al., 2018) a permis d’identifier chez une seule souche, 1 plasmide de 23
kb comme le support de I’information génétique de ces résistances. Il est possible que ce plasmide ou d’autres soient
présents parmi les 23 souches mais qu’ils n’ont pas été identifiés par 1’outil mob-suite en raison de la fragmentation
du génome avec la technologie Illumina. Un séquencage avec la technologie long-reads (Oxford Nanopore
Technologies par exemple) permettrait d’identifier de manicre plus sire la présence de plasmides dans ces génomes
ou alors I’intégration des génes de résistance au chromosome (Sanderson et al., 2023).

La présence des génes de résistance a la streptomycine, chloramphénicol et tétracycline ne représente pas un
probleme de santé publique car ces antibiotiques ne sont pas recommandés dans le traitement des yersinioses
entériques. En revanche, méme si le gene sull (résistance aux sulfamides) a été identifié chez 18 souches, sa présence
ne permet pas de conférer une résistance au cotrimoxazole (sulfamides-triméthoprime), le traitement recommandé
pour les yersinioses entériques (Mohd-Zain et al., 2013).

Cela montre que les Y. enterocolitica peuvent acquérir des geénes de résistance aux antibiotiques et qu’une résistance
au cotrimoxazole pourrait émerger par ’acquisition d’un géne dhfr (résistance au triméthoprime) chez une souche
ayant déja acquis le géne sull. Cela alerte aussi sur la possibilité des Y. enterocolitica d’héberger des plasmides de
résistances aux antibiotiques et de les transmettre a d’autres bactéries a la faveur de leur passage dans 1’intestin d’un
animal ou d’un humain.
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La surveillance de la résistance aux antibiotiques chez les souches de Y. enterocolitica isolées des humains et dans
les filiéres animales est donc primordiale afin de surveiller une éventuelle émergence posant un probléme de santé
publique.

En conclusion, ce projet a démontré :

Que la filiere porcine est toujours un réservoir de Y. enterocolitica de BT4,

Que la filiere bovine ne semble pas porter la bactérie dans son tractus digestif ; la matrice féces n’est peut-
étre pas la meilleure matrice pour détecter les souches de Y. enterocolitica de BT2 pour cette filiere,

Que la filiére porcine et la filiére bovine sont impliquées dans des cas d’infections humaines a biotype 4 et
biotype 2, respectivement, au travers de la comparaison génétique des génomes,

Que les souches de Y. enterocolitica ont la capacité a survivre et se maintenir le long de la chaine alimentaire,
et a infecter I’homme.

Qu’une résistance inhabituelle de 10% des souches de la collection C1 aux antibiotiques (streptomycine,
chloramphénicol, sulfamides et tétracycline) a été observée. Cette résistance ne concerne que les souches de
génotype 4. La présence de ces genes de résistance aux antibiotiques a été associée a I’acquisition d’un seul
plasmide exogéne pour une souche.

Ainsi, il est donc important de poursuivre la surveillance Y. enterocolitica a tous les maillons de la chaine, de 1’animal
jusqu’a ’homme.
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VIlI. COORDINATION DU PROJET ET VALORISATION DES DONNEES
A. Coordination :

Sur la durée du projet, il a été mis en place 5 réunions
- Le 05 octobre 2021 pour initier le projet, a I’ Anses
- Le 21 novembre 2022, a I’IFIP
- Le 21 mars 2023, a I’Idéle,
- Le 21 novembre 2023, a I’IP
- Etle 26 mars 2024 pour la finalisation du projet, a I’'IP

B. Valorisation :

Une partie des résultats a été valorisée lors de congrés sous forme de communications affichées. Certaines ont permis
de diffuser les résultats aux acteurs de la filiere porcine (un poster aux JRP) et de la filiére bovine (2 posters aux
3R) en France.
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Deux publications sont en cours de rédaction pour soumission a des revues scientifiques avec comité de lecture :
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C. Partage des données
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ANNEXES

Annexe 1 : Collection des souches

La collection de souches est décrite dans un base de données EVNAHOTY sous teams.

Elle inclut le commémoratif de 337 souches, réparties selon le tableau ci-dessous.

Biotype BT4 BT2
Collection C1 Cc2 C1 C2
Porc 50 33 / 4
Bovin 50 / 50 /
Ovin / / / 13
Caprin / / / 37
Humain 50 / 50 /
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Annexe 2 : Valorisation des résultats

Denis M, Houard E., Lariviere-Gauthier G., Wilhelm A., Gassilloud B., Feurer C., Pizarro-Cerda J., Savin C.,
Le Guern A-S (2023) Does infrared spectroscopy allow the identification of Yersinia enterocolitica BT4 strains
of porcine origin responsible for human’s infection? Safepork, 15-17 may, New-Orleans, USA

Does infrared spectroscopy allow the identification of Yersinio enterocolitica BT4 strains of
porcine origin responsible for human's infection?

Martine DENIS!, Emmanuelle HOUARD!, Guillaume LARIVIERE-GAUTHIER?, Amandine WILHELMZ,
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1. Anses, Ploufragan-Plouzané-Niort Laboratory, Hygiene and Cuality of Poultry and Pig Products Unit, Ploufragan, France.
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5. Institut Pasteur, Université Paris Cité, CNRS UPMRE0AT, versinia Research Unit, National Reference Laboratory "Plague &
Other Yersiniosis', WHO Callaborating Center for Plague FRA-140, Paris, France

Background

In 2021, yersiniosis was still, the third most frequently reported human zoonosis in Europe, (EFSA and
ECDC, 2021) with Yersinio enterocolitica being the most common Yersinio species reported in human
cases. Pigs are frequently described as a source of human contamination by Y. enterocolitica through
consumption of raw or undercooked meat or by direct contact with contaminated carcasses. Pigs
carry ¥. enterocolitica in their oral cavities, and they excrete this bacterium in their feces. A one-year
French survey at slaughterhouses indicated that 13.7% of the pigs were found positive for pathogenic
Y. enterocolitica and 74.3% of the pig batches contained at least one positive pig (Fondrevez et al.,
2014). Biotype 4 (BT4) was the most prevalent biotype among the isolated strains (91.9% of the
isolates). This BT4 is also the most common biotype found in human infections in France [79%
according to the Yersinia French Mational Reference Laboratory).

Different molecular technigues exist to type bacterial strains and different studies identified FT-IR
SFourier-Transform infrared) spectroscopy as an alternative technique for bacterial typing. The
objective of this project was to test the performance of FT-IR in the identification of BT4 pig strains
responsible for human infections. This tool is easy to use and inexpensive comparad to other typing
technigues such as WGS (Whole Genome Sequencing), which also requires bicinformatic skills.

Materials and methods

The 100 strains of Yersinig enterocolitica from biotype BT4 used in this study were part of 10-year-old
collections. Among them, 50 were of porcine origin (Anses and IFIF's collections), and 50 of human
cases (Yersinia Mational Reference Laboratory collection).

Genomic DNA was extracted from fresh colonies using the Purelink™ Genomic DNA Mini Kit from
Thermo Fisher Scientific and genomes were sequenced at the P2M sequencing platform {Institut
Pasteur, Paris, France) using lllumina MextSeq technology. Genomes were assembled and isclates
were characterized using the Yersinia spp. 500-gene cgMLST analysis as described by Savin et al.
{2019). Another cgMLST, based on 1,727 genes and restricted to the Y. enterocolitica species, was
used as a molecular typing tool. Strains with a maximum of five allelic differeances were considered as
belonging to the same duster and therefore genetically closely related.

For IR analysis, the samples were prepared according to Bruker recommendations. All strains were
typed with five replicates using IR Biotyper® system from Bruker Daltonics. The spectra data were
recoverad from the IR Biotyper software, in the wavelength range corresponding to lipids (3000-2800
cm™), proteins (1800-1500 cm?) and polysaccharides (1300-800 cm?) regions. Thus, variables
corresponding to numbers of waves were considered for statistical analyses, first by considering all
the data and secendly, only the data from the polysaccharide region (Region of interest according to
Bruker for typing). The average spectra values of the five replicates of each strain were used for
comparison using Partial least square discriminant analysis (PL3-DA) models with the ropls package
under R.
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Results

With cgMLST, 14 clusters were identified, 9 of which included only porcine strains, 2 included only
human strains, and 3 included both human and porcine strains. Human (4) and porcine (4) strains
that were in the same cluster were identified as P+H+. Other strains of porcine or human origin were
identified as P+H- and P-H+, respectively.

On the basis of this classification obtained by cgML5T, a discriminant analysis by partial least squares
PL5-DA was camried out on the spectral data in order to determine whether it was possible to
differentiate the 3 groups P+H+, P+H- and P-H+.

On the PLS-DA graphs, whether for the entire spectrum or just the polysaccharide region, we
detected a separation between the P-H+ and P+H- groups, but the P+H+ phenotype was mixed across
the two other groups. The R2Y and 02 values obtained for this model were low [less than 0.5)
indicating that this model was not able to discriminate the strains. However, when we did a painwise
comparison, there was a good discrimination between the P+H- and P-H+ groups, with a model that
allowed a pood prediction.

Considered regions Value | 3 groups together | P+H-/P-H+ | P-H+/P+H+ | P+H-/P+H+
Entire spectrum R2Y 0.452 0.769 0.487 0.498
Q2 0.349 0.66% 0,186 0.154
Palysaccharide region | R2Y 0.413 0.712 0.265 0.258
02 0.363 0.677 -0.0954 0.049

Finally, loocking at the origin of the strains, analyzes on the IR data showed that the porcine and
human strains were clearly separated. Looking, specifically at the P+H+ strains, we observed that the
pordne strains of these clusters were mostly with the other porcine strains and that human strains of
these clusters were mostly with the other human strains

Conclusion

The cgMLST revealed within our collection only four porcine strains involved in human yersiniosis
over the same period. FT-IR did not allowed us to identify porcine and human strains grouped in the
same cgMLST clusters. On the other hand, this approach showed that porcine strains differed from
human strains. It would be interesting to identify the numbers of wave that differentiate these two
populations (in progress). Finally, this tool, in the context of our study, did not fully satisfy our
objective, which was to identify porcine strains involved in human toxi-infections.

In conclusion, the cgMLST and FT-1R results minimize the importance of the involvement of pigsin
BT4 yersiniosis, in France.

References

EF5A and ECDC (European Food Safety Authority and Eurcpean Centre for Disease Prevention and Control )
{2022). The European Unicn One Health 2021 Foonoses Report. EFSA Journal, 20{12).7666, 273 pp
Fondrevez M, Minvielle B, Labbe &, Houdayer C, Rose M, Esnault E, Denis M. [2014] Prevalence of pathogenic
Yerzinig enterocolitica in slaughter-aged pigs during a one-year sunsey, 2000-2011, France. Int J Food Microbicl.
17;174:56-62

Savin C, Criscucdo A, Guglielmini J, Le Guerm AS, Carniel E, Pizarro-Cerda J, Brisse 5. (2019) Genus-

wide Yersinig core-genome multiloous sequence typing for species identification and strain characterization.
Microb Genom. 5{10)-e000301.

Funding

This study is part of the EVANHOTY project funded by FranceAgrimer (Etablissement national des produits de
I'agriculture et de la mer, France).

Keywords (3 words) - Infrared spectroscopy, cgMLST, Yersinio enterocolitica BT4

46/55



a Does infrared spectroscopy allow the identification of
anses Yersinia enterocolitica BT4 strains of porcine origin
. responsible for human's infection?
INSTITUT

PASTEUR M. DENIS!, E. HOUARD', G. LARIVIEREGAUTHIERZ A. WILHELM?, B. GASSILLOUDY,

-ﬁ C. FEURER, | PFIZZARO-CERDAS, C. SAVIMNS A-5 LE GUERMS
I p * 1. Angas, Floufragan-Plovzané-hiort Laboratory, Hygiene and Quality of Poultry and Pig Products Unit, Plorragan, France.
Irnetitut du pore * 2. Cram, Chaire agroalimentaire, Plovfragan, France

= 3. Anses, H]A:Iruluw Lahnratur:f:. Wlarter Mil:rl:nl:!il:vnlnt:ig'_b,I Unit, Man::.l:. France
| [‘1 C n am =4, |FIF, The Franch Institute for the PiE and Pork Indu:'tr:,l;. 35650 Le Rhew, Francs,

= 5. Institut Pasteur, Université Paris Cité, CMRS UMRG04T, Yersia Research Unit, Mational Reference Laboratory “Plague & Other
fersinsosis’, WHO Cdlabnratins Canter far F‘Ia,s,u: FRAA40, Paris, Francs

BACKGROUND & AIM

=In 2027, yersiniosis was still, the thind most frequently reported human zoonosis in Europe, (EFSA and ECDC, 2027) with Yersinia

ante i being the most common Yersinia species reported in human cases,
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=This biot{p-e iz also the most common biotype found in human infections in France (79% according to the Yersinia French
Mational Reference Laboratory),

*The objective of this project was to test the performance of FT-IR inthe identification of BT4 porcine strains responsible for
human infections This tool is 2asy to use and inexpensive compared to other typing techniques such as Whaole Genome
Sequencing (WGS), which alse requires bicinformatic skills,

MATERIAL and METHODS

[ Frawmes
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Statistical analyses : average spectravalues of the five replicates of each strain used for Principal Component analysis (PCA) and
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Résumé

Introduction et objectifs

Le porc est considéré comme un réservoir et une source de contamination par Yersinia enterocolitica chez ’'Homme.
En France, c’est principalement le biotype 4 (BT4) qui est retrouvé chez le porc (92% des souches (1)) et qui est
majoritairement isolé dans les cas humains (66,8% des souches (2)). Ce projet se propose de tester la spectroscopie
Infra-Rouge a Transformée de Fourier (IR-TF) comme technique alternative pour le typage de Y. enterocolitica afin
d’évaluer si des souches porcines BT4 peuvent étre responsables d'infections humaines.

Matériels et méthodes

100 souches de Y. enterocolitica BT4 isolées en 2010 ont été analysées : 50 d’origine porcine et 50 de cas humains.
Les génomes ont été séquencés sur la plateforme de séquencage P2M (IP, Paris) en utilisant la technologie Illumina
NextSeq puis analysés par core-genome-Multi-Locus-Sequence-Typing (cgMLST) selon un schéma avec 1 727
génes communs a toutes les souches de Y. enterocolitica. Celles avec un maximum de cing différences alléliques ont
été regroupées dans un méme cluster par I’application BIGSdb. Les souches ont été typées en utilisant le systéeme IR
Biotyper® de Bruker Daltonics a raison de 5 réplicats par souche. Les données spectrales dans la gamme de longueurs
d'onde correspondant a la région des polysaccharides (1300-800 cm-1) ont été analysées statistiquement a l'aide de
modeéles d'analyse discriminante par les moindres carrés partiels (PLS-DA) avec le module ropls sous R.

Résultats, discussion et conclusion

Le typage par cgMLST a permis d’identifier 3 clusters regroupant des souches porcines et humaines dans lesquels
seules quatre souches porcines seraient impliquées dans des cas humains au cours de la période. La IR-TF ne nous a
pas permis d'identifier les souches porcines et humaines regroupées dans les mémes clusters par la cgMLST. En
revanche, cette approche a montré que les souches porcines différaient des souches humaines. Cet outil n'a pas permis
de répondre pleinement a notre objectif premier qui était d'identifier les souches porcines impliquées dans les toxi-
infections humaines. En conclusion, les résultats cgMLST et IR-TF révelent une grande diversité des souches BT4
qui minimise I'importance de I'implication du porc dans les yersinioses humaines BT4, en France.

Mots clés : Yersinia enterocolitica, cgMLST, IR-TF, BT4
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Ingtitut du porc

INTRODUCTION

«En 2027, la yersiniose £tait toujours |a troisiéme 2oonose humaine la plus fréguemment signalée en Europe (EFSA et ECDC,
2022, rsinia enterocolitica l'espéce de Yersinia la plus fréquemment signalée dans les cas humains,

Ure <fgu sur un an dans les abattoirs francais a indigué que 137 % des porcs étaient positifs pour Y. enterocolitica
pathogene (Fondrevez et al, 2004), Pour cette enguéte, 31,9% des souches iselées étaient de biotype 4 (BT4),

-Ce biotype est également le plus frequemment isole dans les infections humaines en France (79% selon le Laboratgire MNational
e Référance de la Peste et des autres Yersinioses),

- e projet se propose de tester la spectroscopie Infra-Rouge & Transformeés de Fourier (IR-TF) comme technique alternative pour
le typage de Y. enterocolitica afin d'évaluer si des souches porcines BT peuvent &tre responsables d'infections humaines, Cet
outilest facile & utiliser et peu colteux par rapport & d'autres techniques de typage tel gque le séquencage du genome entier
{WGS), qui nécessite également des compétences en bicinformatique,

MATERIEL & METHODES — I

- 100 souches de Yersinia enterocalitica BT4 . 50 souches isclées de pore {collections Anseset IFIP), -
et 50 souches isolées de cas humains (collection du LMR), toutes isolées en 2000, . f |
-+ Les génomes ont été séquencés sur la plateforme de séquencage P2M (IR, Paris) en utilisant la A '
technologie lllumina Mextieq puis analysés par core-genome-Multi-LocusSequence-Typing - { ™ i r
dcgMLST) selon un scheéma avec 1 727 génes communs & toutes les souches de ¥ enterocolitica. e 7| tance
‘Celles avec un maximum de cing différences alléliques ont £t regroupees dansunméme cluster “— T T T T T T T T
par I'appll:'.atl{m BIGSdb. Fig, 1- empmple de spectre IR
= Llessouches ont ét2 typées en utilisant l2 systéme IR Biotyper® de Bruker Daltonics & raison de 5 réplicats par souche,
- Les donnédes spectrales dans la gamme de longueurs d'ande correspondant & la région des polysaccharides {1200-800 crvl) (=
200 nombres d'onde) ont €12 analysées statistiguement a Iaide de modéles d'analyse discriminante par les maindres cames
partiels (PLS-DA) avec le module ropls sous R,

RESULTATS

Le typage par egMLST a révélé 14 clusters, 9 regroupant uniquement des souches porcines,
2 avec des souches humaines, et 3 avec des souches humaines et porcines (Fig 2). Les

sowuches humaines et porcines qui etaient dans les mémes clustersont£té identifiées PeH+, LI -
Les autres souches porcinesouw humaines ont £té identifiees P+H- et FH+, respectivement. . r
L] H 1 14 o - a
. = Pare LACP {Analyse en Composantes L I
& » Principales) sur les données IR Pt s ..
o, *9 montre que les souches porcines PRI O
I-\ . et humaines sont  séparées o " a [X.0*
at e P {fig.3), Cette zéparation a £té . "l .
o o e, } o8 confirmée  au  travers des & LA
;'-..'. el o . i‘- o *  modéles PLSDA, : « A
N g 2N s Pour les souches P+H+, €B5 . | ' !
L L . ’ E; souches  lorsquielles  etaient - .
-l ] isplées chez le porc sont . .
. @ ) regroupées  avec les  autres L
L5 “_:. - souches porcines (F+H-), tandis .
& T— % T ® que les souches isolées chez .. *
) = Fhomme sont regroupees avec
‘l’ Fig- 2 - Minimum Spanning Tree = desscuchias |eg autres souches humaines {I-'L
BT4 Fsmaings of porcings basd s 'analyse H+) r
& cgMLST (1127 genash Dare les cenches rmuges, 4 ' . g
socchis Pomaines &f 4 souchas porcings sant Fig 3 - distribution oes SUChes  «.
Frgraupdas (P-4 salen lauron g dans PACF R —
CONCLUSION

Le typage par cgMLST a permis d'identifier 3 clusters regroupant des souches porcines €t humaines dans lesguels seules quatre
souches porcines seraient impliguées dans des cas humains au cours de |a péricde

La IR-TF ne nous a pas permis d'identifier les souches porcines et humaines regroupees dans les mémes clusters par la cgMLST, En
revanche, cette approche a montré gue les souches porcines différaient des souches humaines,

Letoutil n'a pas permis de répondre pleinement & notre objectif premier qui tait d'identifier lessouches porcines impliquées dans
les toxknfections humaines, En conclusion, les résultats cgMLST et IR-TF réviélent une grande diversité des souches BT4 qui minimise

limportance de l'implication du porc dans les yersinioses humaines BT+, en France,
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Survie au froid et pathogénicité des souches de Yersinia
enterocolitica BT4 isolées chez le porc et génétiquement
proches ou non de souches isolées chez 'homme

Martine DENIS (1), Emmanuelfe HOUARD (1), Adiel OUEDRAOGO (1), Léonie LE BERRE (1), Carole FEURER (2),
Jovier PIZARRO-CERDA (3), Cyril SAVIN (3), Anne-Sophie LE GUERN (3]

(1) Anses, 22440 Ploufragan, France
(2} (FIP-Institut du Pore, 35650 Le Rheu, France
(3} Institut Posteur (IP) CNR de la peste et outres yersinioses, 75015 Paris, France

Cold survival and pathogenicity of Yersinia enterocolitica BT4 strains isolated from pigs and genetically close or not to strains
isolated from human cases

The aim of this study was to test the cold survival and pathogenicity of Yersinia enterocolitico BT4 strains isolated from pigs and
genetically close or not to strains isofated from human cases, to assess their ability to pass through the food chain alive and infect
humans. BT4 strains (n=50) of porcine arigin (Ansas and IFIP's collections) and BT4 strains of human cases [n=50, CNR's collection)
isolated in 2010 in France were sequenced. cgMLST, based on 1727 genes, was used to compare strains, Porcine strains and human
strains in clusters were considered to be genetically closely related. Four porcine strains were selected: two closely related to human
strains (P+H+), and two not (allelic difference > 3] (P+H-). The survival of these strains at 4°C was tested in BHI culture medium (S
Log,CFU/ml) and on ham {4.5 LogwCFU/em?) for 10-11 days. Their pathogenicity was assessed using /n vitro assays on human
intestinal Caco-2 cells (10°cells/m! of Cace-2 cells for 107 bacteria/ml). During the survival test at 4°C, an increase of 4 Log,,CFU/ml
in BHl and of 1.5-2.0 Log,o CFU/cm?on ham was observed for all strains. The P+H+ and P+H- strains did not differ significantly for the
tests in BHI ar on ham {P-value > 0.05), Adhesion and invasion on Caco-2 cells ranged from 65-90 % and 0.55-3.60 %, respectively.
The P+H+ and P+H- strains did not differ significantly in pathogenicity, This study showed that the ability to survive and grow in cold
canditions is not restricted to strains ca pable of infecting humans and that these strains had the same capacity to infect humans.
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INTRODUCTION

En 2021, la yersiniose était toujours la troisiéme zoonose
humaine la phus fréquemment identifiée en Europe [EFSA et
ECDC, 2022). Les porcs sont décrits comme une source de Y.
enterocolitico pathogénes pour FPhomme. Une enquéte
frangaise menéde sur 2010-2011 en atattoir a montré que
13,7 % des pores et que 74,3 % des lots de porcs étaient positifs
en Y. enterocolitico pathogénes (Fondrevez et ol,, 2014). Au sein
des B27 souches conservées lors de cette enguéte, 91,9 %
avaient |e biotype BT4. Ce BT4 est le plus prévalent dans les cas
de yersinioses humaines en France (66,8 %) (Le Guem et al.,
2016). Pour que Y. enterecolitica pulsse résister 3 la chaine du
froid et infecter 'homme, elle doit 1) survivre a la température
de réfrigération, et 2) aveir les génes pour exprimer sa
pathogénicité. Le but de cette étude é1ait de tester |a survie au
froid et la pathogénicte de quatre souches de Y. enterocoltica
BT4 Isolées de porcs et génétiquement proches cu non de
souches isolées de cas humains,

1. MATERIEL ET METHODES

1.1, Sélection des souches de Y. enterocolitica BT4

Cinquante souches d'origine porcine (collections de I'Anses et
de I'lFIP] et 50 souches d'origine humaine {collection du Centre
Nationale de Référence) isolées en 2010 en France ont été

séquencées par la plateforme de séquencage de |'institut
Pasteur. La cgMLST (core genome Multi Locus Sequence Typing)
basée sur 1 727 génes a été utilisée comme outil de typage
moléculaire. Les souches porcines et humaines présentant un
maximum de ¢ing différences alléliques ont été considérées
comme génétiquement proches et forment un cluster, Parmi
ces souches, quatre souches d'origine porcine ayant le plasmide
de virulence pYV ont été sélectionnées : deux souches groupées
chacune dans un cluster avec des souches humaines (identifiées
P+H+), et deux souches génetiquement éloignées de souches
humaines (différence allélique > 9) {identifiées P+H-),

1.2, Survie des souches au froid

La survie des souches a 4°C 3 été testée pendant 11 jowrs dans
un milieu de culture BHI {Brain Heart Infusion) avec un inoculum
de 5 Logy, CFU/mI et pendant 10 jours sur des tranches de
jambon achetées en grande surface avec un inoculum de 4,5
Logye CFUJ/em’. Le test a été répétd trois fois sur des jambons
différents. Tous les deux ou trois jours, Y. enterocolitica a é1é
dénombreé sur la gélose PCA (Plate Count Agar) pour le test en
BHI et sur la gélose sélective CIN [Cefsuledine, lrgasan,
Novobiocine) pour le test sur le jambon,

1.3. Pouvoir pathogéne des souches sur cellules Caco-2

Le pouvoir pathogéne des souches a été évalué in vitro sur les
cellules  intestinales humaines Cace-2 avec une MOl
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(Multiplicité de I'Infection} au 1/100°™ [10° cellules/m| de
cellules Coco-2 pour 107 bactéries/ml), et ce trois fois. Pour
évaluer la pathogénicité des souches, les pourcentages de
bactéries adhérentes et invasives sont pris en compte. Le
protocole suivi est celui décrit par Esnault et al. {2015},

1.4, Statistiques

Les trois répétitions, les quatre souches et les deux groupes
P+H/ P+H- des essais ont é1é comparés sous R avec le test de
Kruskal-Wallis.

2, RESULTATS

2.1. Survie des souches au froid

Lors du test de survie & 4°C, une augmentation de 4 Logy
CFU/ml en BHI et de 1,5 & 2 Log,, CFU/em? sur le jJambon a été
observée pour toutes les souches, avec un plateau atteint en
8 jours en BHI (Figure 1) et en 6 jours sur le jambon (Figure 2).
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Figure 1 - Survie des souches porcines BT4 (souches codées
PO16 et PO13 ; P+H+ [ souches codées PO25 et POOS : P+H-) en
milieu de culture BHI (Brain Heart Infusion) sur 11 jours 3 4°C
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Figure 2 - Survie des souchas porcines BT4 {scuches PO16
e1 P013 ; P+H+ [ souches PO25 et POOS : P+H-) sur jambon
sur 10 jours 3 4°C
11 n'y & pas de différence significative antre les souches P+H+ et
les souches P+H- ni pour Pessal en BHI ni pour I"essai sur jambon
(test de Kruskal-Wallis, P = 0,956 et P » 0,506, respectivement),

2.2, Pouvoir pathogéne des souches sur cellules Caco-2

Les souches avaient un pourcentage d'adhésion aux cellules
Coco-2 compris entre 65 et 90 %, et un pourcentage d'invasion
dans les cellules Caco-2 compris entre 0,55 et 3,60 % (Figure 3).
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Figure 3 - Pourcentage d'adhésion et d'invasion sur Caco-2 des
quatre souche porcines BT4 (souches codées PD16 et PO13:
P+H+ / souches codées PO25 et PO0O5: P+H-)

I n'y a pas de différence significative entre les souches P+H+ et
P+H-, que ce soit pour leur capacité a adhérer ou leur capacite
a pénétrer les cellules Caco-2 (test de Kruskal-Wallis, P = 0,772

et P« 0,083, respectivement).
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3. DISCUSSION

La nature psychrotrophe de Y. enterocolitica a été confirmée
par nos tests 3 4°C en BHI et sur jambon. La bactérie est capable
de croitre 3 des températures de réfrigération. Il serait
nécessaire de se rapprocher des conditions réelles de
contamination de la viande pour mieux dvaluer le danger. Dans
I'étude de Van Damme et al {2015}, la quantité de Y.
enterocoiitica sur les carcasses de porcs est trés faible (<3 20
UFC/100 cm?). Aucune différence n'a ét¢ observée entre les
souches pordnes appartenant au méme cluster cgMLST que les
souches humaines {P+H¢+) et celies n'y appartenant pas {P+H-),
La capacité des souches de Y. enterocolitica a survivre au froid
n'est donc pas spécifique aux souches capables d'infecter
I'hamme. La nature psychrotrophe de Y. enterocolitico reste un
probleme dans  l'industrie  alimentaire et pour les
consommateurs, ol la réfrigération est un outil de prévention
des pathogénes. Toutes les souches avalent la méme capacité 3
infecter les cellules Caco-2, ¢e qui indique qu'elles ont toutes le
méme niveau de pathogénicité.

CONCLUSION

Cette étude a montré que si certaines souches de Y.
enteracolitico BT4 Isolées chez le porc n'ont pas &té identifiees
comme génétiquement proches des souches humaines, elles
sont néanmoins capables e survivre et se multipler au froid et
ont la capacité dinfecter 'homme.
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-En 2037, la yersiniose entérigue ast la 3™ zoonose humaine la plus fréquemment identifiée en Europe{EFSA et ECDC, 2023),

= Les porgs sont d2crits comme une source de ¥ enterocolitica pathoganes pour I'Homme, Une enguéte frangaise menée sur un
an (2010-2011) en abattoir a2 montré que 137% des porcs et que 74.3% des lots de porcs €taient positifs en ¥ enterocolitics

pathoggnes (Fondrever et al, 2004) et que 919 % dessouches isolées avaient le biotype BT4,

~Ce BT- 3 plus prévalent dans les cas de yersinioses humaines en France (§6,8%) (Le Guern et al, 2078),

=Pour glie Y. enterocolitica puisse résister & la chaine du froid et infecter I'homme, elle deit 1) survivre & |la température de
refrigaration, et 2) avoir les genes pour exprimersa pathogenicite, Test d'adhésion-irvasion

MATERIEL & METHODES i e

» 100 souches de Yersiniaenterocolitica BT isalées en 2000 | |I‘n|llmuu-'|v| e, o ol Cond
50 sauches porcines et 50 souches humaines YT e e
= Sequencage-des ganomas sur la plateforme de séquencage P2ZM (IP, Paris)

¥ analyse par cgMLST selon un schéma avec 1 727 gines N L
¥ Clustering des souches ayant un maximurm de 5 différences alléhiques -z bt -‘Jq -‘!.‘f.' TR - TE

par l'application BIGSdh, “'.._.'....
.44 souches retenves pour les tests : 2 souches (POTE et PDN3) grouwpdes chacune dans wn —— A B! Bl o
cluster avec des souches humaines Gdentifiées PeH4+), et 2 souches (FO25 ot PODS) 5 - s -
géndtiquement Eloigndes de sauches humaines (identifiées PaH-) m e ==
* Survie au froid 3 4°C: ;

aves un inaculum de 5 Loge TFUmI 3 répétitions), ) -
» ¥ pendant 0 jours sur des tranches de jambon achetées en grande % Adhésion = =~ alod
surface avec un inaculumde 4.5 Log,, TFUeri(3 répétibans.

= Powvoir pathogéne:
¥ @value dnvitrosur<ellubesintestinabes humaines Cacod avecune MO au 1A7000m (100 cellubes Caco-2 fmlpour 107 bactéres/mi} (3 répétitons)
= cabcul du % de bactéries adhérentes <t % de bactéries invasives ifigwe T Jmsr daghdnon e dinason swrcaliesCam?)  *medtiphicky of infecton

RESULTATS

Une augmentation de 4 Log, CFUml en BHl et de 154 2 Les sauches avaient wn pourcentage 'adhésion aux cellubes Caco-2 compris
Loge CFUfem? sur le jambon a été observde pour toutes les entre 65 et 90%, ot wn pourcentage <'invasion dans les <ellules Caco-2
sauches, avec un plateay atteint en 8 jours &n BHI (Figure compris entre 0,55 ¢t 3605 (Figure 3.

Za) et enid jours sur lejamben (Figure 2b).

\S-\ ¥ pendant 11 jours dans un milieo de culture BHE (Brain Heart: Infusion) ai m
& 4

¥ brasion = - A100 Fig 1
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2 - Burste a<8°C dies 4 souches poerines T4

Sowches PONSat PN3 (PaH+) ar M35t POOS (Pak-) . . i i
31 erovorliet 6 o EMlsux Mlgcurs Figure 3- Pourcendage d'adhésion & iwasian sur Caco-2 desd souches parcines 74

) sty or M jours Souchas POVGE at POU3 [PeH+) ar FO2S at FPOOS PakH

Il o'y a pas de différence significative entre les souches PeH+ et Il 'y a pas de différence significativeentre les souches PsH+ et PeH-, que ce
lzs souches PeHe ni paur lessai en BHI ni powr Pessai sur jambon soit pour leur <apacité 3 adhérer ou leur <apacite 3 pénétrer les cellubes
(test de Kruskalwallis, P = 0,956 et P = 0,506, respectiverment), Caco2 (test de Kruskalwallis, P =Q772 et P = 0,083, respectivernent),

DISCUSSION [ CONCLUSION

La nature psychrotrophe de ¥, enterocolitica a €té confirmés par nos tests 5 4°C en BHI et sur jambon, La bactérie est capable
de croitre & des températures de réfrigération, Auvcune différence n'a 12 cbservée entre les souches porcines appartenant au
meme cluster cgMLST que les souches humaines (F+H+) et celles n'y appartenant pas (F+H-). La capacité des souches de ¥
enterocolitica & survivre au froid n'est donc pas spécifigue aux souches capables d'infecter 'Homme, La nature psychrotrophe
de Y. enterocolitica reste un probléme dans l'industrie alimentaire et pour les consommateurs, ol la réfrigération est un outil de
prévention des pathogénes, Toutes les souches avaient |a méme capacité & infecter les cellules Caco-2, ce qui indique qu'elles
ont toutes le méme niveau de pathogénicité, En conclusion, cette étude a montré que si des souches de Y. enterccolitica BT4
isolées chez le pore n'ont pas &té identifidées comme géndtiquement proches des souches humaines, €lles sont néanmains
capables de survivre et de se multiplier au froid, et ont la<apacité d'infecter I'Homme, Support
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Capacite des souches de Yersinia enterocolitica BT2 d’origine bovine a traverser la chaine

alimentaire et i infecter 'homme

Ability of Yersinia enterocolitica BT2 strains of bovine origin to cross the food chain and

infect humans

DENIS M. {1), LE GUERN A-S. (2), HOUARD E. (1), SAVIN C. (2}, OUEDRAOGO A. {1}, LE GRANDOIS P. (3}, LE
BERRE L. (1), SOUMET C. (3) PIZARRO-CERDA J. (2), BIECHE-TERRIER C. (4)

{1} AMSES, Unite Hygiéne et Qualité des Produits Avicoles et Porcins, 22440 Ploufragan, France
(2} Institut Pasteur, CHR de |la peste et autres yersinioses, 75724 Paris Cedex 15, France

(3} Anses, Unite Antibiotiques, biocides, résidus et résistance, 35306 Fougéres, France.

{4) ldele, Service Qualité des Carcasses et des Viandes, 14310 Villers-Bocage, France

INTRODUCTION

L'objectif de cette étude &tait de tester la capacité de souches
de Bictype 2 (BT2) de Yerzsinia enferocolifica isolées de bovins
et génetiguement proches ou non de souches isolées de cas
humains a traverser la chaine alimentaire et a infecter homme,
au travers de différents tests phénotypigues in vitro.

MATERIEL ET METHODES

Les genomes de 100 souches de Y. enferocolifica BT2 issues
de la collection du Centre Mational de Reféerence(CNR) (50
d'origine bovine (B) et 50 d'erigine humaine (H)) et isolées en
2010 en France, ont &té séquencées. Les génomes de ces
souches ont &té comparés génétiquement par la cgMLST Y.
enterocolifica avec 1727 génes développee par le CHNR. Les
souches bovines et les souches humaines ayant une diffiérence
alleligue = 3 ont &t considérées comme geénétiguement
proches. Quatre souches bovines ont ainsi & sélectionnées :
deux avec une difference allélique = 3 3 (B+H+), et deux avec
une difference allélique = 3 8 (B+H-).

Ces quatre souches ont été evaluées pour :

1} leur survie 4 4°C en milieu de culture BHI et sur des steaks
pendant 10-11 jours,

2} leur mobilitd sur miliew semi-solide & 4 et 12°C pendant 10
jours,

3} leur adhésion au surface inox & 12°C,

4} leur résistance a 5 biocides,

5) et leur pathogenicité sur des cellules intestinales humaines
Caco-2.

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les 4 souches survivent et se multiplient 4 4°C, avec une
augmentation de 4 Logw UFC/ml en BHI et de 2,5 3 2 Logwm
UFCiem?® sur le steak (Figura 1)

L'apparition en continu d'un halo de migration sur 10 jours, a
4°C et 3 12°C, monfre gu'elles sont mobiles 3 ces deux
températures, avec une mobilité plus importante 3 12°C. Elles
adhérent & lNinox & 12°C avec une capacité dadhésion de 0.9
3 2,3%. La nature psychrotrophe de Y. enferocolitics est donc
confirmée par ces tests réalisés a 4°C et 12°C; elle est en affet
capable de croitre, de se mouvoir et dadhérer & des
températures de refrigération ou d’activiie en LAA,

Les 4 souches ont toutes la méme sensibilité aux 5§ biocides
testés (Chiorure de benzalkenium (BC), Chlorure de diméthyl
didacyl SMMSnium (CDDA), M-[3-aminopropyl }-M-
dodecylpropane-1,3-diamine [AMPD), Acide Peracatique [AP)
et Hypochlorite de Sodium (MaClO). Ainsi, ces souches ont la
méme capacité de survie aux biocides, quel gue soit |z biocide.
Le pourcentage d'adhésion aux cellules Caco-2 se situe entre
9 et 14% (sauf une souche, 40%) et le pourcentage dinvasion
enire 0,8 et 60 %. Les souches ont le méme potentiel
imfectieus.

Cuelque soit le test, aucune différence significative n'a éte
cbservée entre les souches B+H+ et B+H-.

CONCLUSION

Cette &tude a montré que les quatre socuches de BT2 d'origine
bovine, qu'elles scient proches ocu non geénétiquement des
souches humaines, ont la méme capacité a traverser la filiére
bawine, &t a infecter I'homme.
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Figure 1 - survie des 4 souches sur steak a 4°C

Ges escaiz ont 68 réalisés dans le cadre du projet « EVANHOTY « Evaluation de limplication des filiéres porcine ef bovine dana
lez yersiniozesz humainez en France et de l'évolufion de Yerzinia enferocolifica par Futilization de fechnigues moléculaires

dizcriminantes », financée par FranceAgrilder.
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Prévalence de Yersinia enterocolitica dans les féeces de bovins prélevés 3
I'abattoir

Prevalence of Yersinia enterocolitica in the cattle faeces collected at
slaughterhouse.
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INTRODUCTION

Yersinia enferocolitica (Ye) est une bactérie pathogéne zoonotigue reconnue comme le troisiéme agent
responsable de diarhée humaine d'origine bactérienne en Europe (EFSA et ECDC, 2022), et pouvant
faire partie de la flore digestive commensale des animaux de rente, notamment les porcs et les bovins.
Dans le cadre du projet « EVANHOTY « Evaluation de l'implication des filiéres porcine et bovine dans
les yersinioses humaines en France et de I'évolution de Ye par I'utilisation de technigques moléculaires
discriminantes =, une des premiéres eétapes a consisté a évaluer la prévalence de ce pathogéne dans
les féces des boving & 'abattoir, étape la plus & risgue de contamination des carcasses et donc des
viandes.

MATERIEL ET METHODES

Des prélévements de 25g de matiéres fécales par incizsion de 'ampoule rectale ont &t@ réalisés sur 420
bovinz au stade de I'éviscération blanche. Ces prélévements ont &té répartis sur 14 mois, entre 3
abattoirs répartis dans 3 bassins de production différents : Mormandie, Pays de la Loire et Mouvelle
Aguitaine. Les informations sur les animaux prélevés ont &té enregistrées ; elles concement la
catégorie, la race, I'dge a labattage, la région de naissance et la région du demier détenteur.

La recherche et 'isolement de Ye dans les féces de bovin ont été réalizsés selon la norme en vigueur
MF EM 150 10273:2017. Les souches suspectées Ye ont &té soumizes a des tests biochimigues et
maléculaires pour confirmer le genre Yersinia et Fespéce enferocolitica, et pour le hiotypage. Toutes les
souches pathogénes confirmées devaient étre adressées au CHNR (Institut Pasteur, Paris).

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Sur les 420 prélévements analysés, aucune souche de ¥Ye n'a té izolée. La prévalence individuelle des
gros bovins prélevés a [Fabattoir est donc de 0% 1C95%][0-0,69].

Ce résultat interpelle du fait que les bovins sont connus pour héberger Ye de fagon commensale. Le
CMR a notamment en collection plusieurs dizaines de souches Ye d'origine bovine isolées en élevages
entre 1994 et 2010. Deux études anglaizes indiguent une prévalence en Ye chez les bovins de 6.3 et
4 5% sur matiére fécale (McMally et al, 2004 ; Milnes et al, 2008), et une étude allemande rapporte une
prévalence de 1,6% (Schmid et al, 2013). Les auteurs s'interrogent donc sur deux aspects : 1) la
possibilité d'un portage de Ye au niveau des amygdales des boving, comme chez les pores, et 2) la
possibilité gue les portages fécaux de Ye par les bovins ne soient pas asymptomatiques (cas rapportés
par le CNR d'isolement de Ye issues d'animaux malades) ce qui exclurait donc ces animaux des filigres
viandes.

CONCLUSION
Cette &tude n'a pas permis d'izoler de souche de Ye des féces de bovins & I'abattoir, donnant donc une
prévalence nulle pour ce pathogéne au stade de I'abattoir en France.

Cette étude a &té réalisée grice au financement de France AgriMer,

EFSA, ECDC. 2022, EFSA Journal.
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Breve dans Anses Hebdo, publiée dans I’intranet Anses le 12 avril 2024

Réunion de cléture du projet EVANHOTY portant sur Yersinia enterocolitica pathogéne pour I’homme

La réunion de cloture du projet EVHANOTY a eu lieu ce mardi 26 mars dans les locaux de I’Institut Pasteur de Paris, ou les
partenaires du projet ont été accueillis par le CNR Peste et autres Yersinioses. Ce projet de 30 mois financé par FranceAgrimer,
porté par le laboratoire de Ploufragan, et intitulé « Evaluation de I’implication des filiéres porcine et bovine dans les yersinioses
humaines en France et de 1’évolution de Yersinia enterocolitica par I’utilisation de techniques moléculaires discriminantes » a
permis de conjuguer les compétences de 1’Anses (unité HQPAP du laboratoire de Ploufragan-Plouzané-Niort, Unité AB2R de
laboratoire de Fougéres et la PTF- Maldi-Tof du laboratoire de Nancy), des instituts techniques IFIP-Institut du Porc et IDELE-
Institut de 1’élevage, et du CNR. Ce projet a apporté des éléments de réponse quant i) a la diversité génétique des Yersinia
enterocolitica d’origine animale et humaine via la méthode de typage par cgMLST-1727 genes, développée par le CNR, ii) au
portage de cette bactérie par les filiéres porcine et bovine au travers de deux enquétes conduites a 1’abattoir par I’'IFIP et I'IDELE,
iii) au phénotype des souches qui traversent la chaine alimentaire (Anses), et iiii) sur I’utilisation de la spectroscopie infra-rouge
(IR Biotyper) pour le typage des souches (Anses). Deux publications sont en cours de rédaction.
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