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Introduction

Le terme « amibe » désigne un ensemble de micro-
organismes eucaryotes unicellulaires hétérotrophes,
se déplacant par projection cytoplasmique. Les amibes
libres sont des micro-organismes omniprésents dans
les sols et les milieux hydriques naturels et anthro-
piques. Les amibes actuelles descendent d'une forme
de vie datant d’environ 2 milliards d’années, repré-
sentant tres probablement une des premiéres émer-
gences de la vie eucaryote [STANLEY, 1973]. Ces
micro-organismes, comme de nombreux autres uni-
cellulaires eucaryotes, se multiplient principalement
de facon asexuée, par fission binaire [BYERS, 1979].
Du fait de la description initiale de ces micro-orga-
nismes, basée sur des critéres exclusivement morpho-
logiques, le terme amibe rassemble en réalité un
groupe polyphylétique. Ainsi, plus de 5 000 especes
d’amibes sont actuellement décrites, et on estime la
présence d’environ 25 000 especes amibiennes diffé-
rentes, réparties au sein de plusieurs superrégnes,
présentant une grande diversité de morphologie et de
mode de vie [ADL et al., 2007]. La majorité des
amibes sont en mesure de proliférer sans nécessiter
Pinfection d’un hote, et sont donc communément
appelées « amibes libres ». Ces dernieres sont largement
répandues dans les milieux naturels et anthropiques,
notamment les écosystemes microbiens présents dans
les sols et l'eau, ainsi que dans 'air [RODRIGUEZ-
ZARAGOZA et al., 1993 ; RODRIGUEZ-ZARAGOZA,
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1994; LORET et GREUB, 2010; CONZA et al,,
2013]. Dans les environnements hydriques, les
amibes libres sont isolées a partir de 'eau circulante
ainsi que des biofilms recouvrant les surfaces immer-
gées [RODRIGUEZ-ZARAGOZA, 1994]. La majorité
des amibes libres ont un mode de vie 4 deux phases,
étroitement régulées par les conditions environne-
mentales. Dans des conditions favorables permettant
la prolifération, les amibes sont sous une forme méta-
boliquement active, le trophozoite. Sous l'effet de
divers stress, tels que des variations de températures,
de pH, de pression osmotique, ou de disponibilité en
nutriments, les amibes libres ont la capacité d’adopter
une forme de dormance et de résistance, le kyste
[FOUQUE et al., 2012 ; FOUQUE, 2013]. Les kystes
amibiens présentent ainsi une trés haute résistance
face a un large panel de traitements biocides,  la
température, aux irradiations par UV et rayons X
[PENLEY et al., 1989 ; HILLEBRANDT et MULLER,
1991; STOREY et al., 2004 ; HIJNEN et al., 2006;
COULON et al., 2010; DUPUY et al., 2014]. Ainsi,
I'efficacité partielle des traitements de désinfection de
I'eau sur ces dernieres explique au moins en partie la
persistance des amibes libres au sein des réseaux
d’eau potable, grace notamment a leur forme
kystique. Ce constat est étayé par 'omniprésence des
amibes libres dans les réseaux d’eau potable ol
l'analyse a été réalisée [THOMAS et ASHBOLT,
2011]. Au sein de ces réseaux, les amibes libres se
nourrissent d’autres micro-organismes — principa-
lement bactériens — par un mécanisme de phago-
cytose. Cette activité participe a la régulation des
populations bactériennes colonisant le réseau.
Cependant, alors que la majorité des bactéries inter-
nalisées par les amibes libres sont dégradées a l'issue
de la phagocytose, certaines bactéries sont pourvues
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de mécanismes de résistance a cette prédation.
Lexemple le mieux décrit dans la littérature est celui
de Legionella pneumophila, une bactérie responsable
de graves pneumonies chez 'homme, et dont le seul
foyer de multiplication environnemental décrit est la
multiplication intra-amibienne [ROWBOTHAM,
1980; ISBERG et al., 2009]. Depuis lors, une grande
diversité de bactéries résistantes aux amibes a été
décrite, adoptant des modes de vie intracellulaire
strict ou facultatil, et comprenant de nombreux
pathogenes (le plus souvent opportunistes), mais
aussi des lignées bactériennes extrémement peu
décrites [GREUB et RAOULT, 2004; HORN et
WAGNER, 2004 ; THOMAS et al., 2010; DELAFONT
et al., 2015]. De nombreuses similitudes existent
entre le processus phagocytaire des amibes libres
et celui des macrophages humains. A cause de ces
analogies, il est probable que les amibes libres
permettent la prolifération et I'émergence de bactéries
pathogénes de l'homme, représentant ainsi un
probleme potentiel de santé publique [MOLMERET
et al., 2005 ; THOMAS et ASHBOLT, 2011 ; CATEAU
et al., 2014a]. 1l est d’ailleurs remarquable que les
genres bactériens majoritairement responsables
d'infections liées a I'eau potable (Legionella, Mycobac-
terium et Pseudomonas) ont tous été décrits comme
pouvant survivre au sein des amibes [NAUMOVA et
al., 2016].

Du fait de I'omniprésence des amibes libres au sein
des réseaux d’eau potable, liée a leur résistance
partielle aux traitements et a leur capacité a se
multiplier au sein des réseaux, il apparait essentiel de
mieux comprendre la dynamique des populations
amibiennes et de leur microbiome bactérien, a

l'échelle d'un réseau d’eau potable.

Dans cette optique, une vaste campagne d'échan-
tillonnage a été mise en place, couvrant le réseau
d’eau potable de la ville de Paris, sur une période d'un
an. Les échantillons d’eau collectés ont été analysés
pour la présence d’amibes libres, et ont permis l'isole-
ment et I'identification des communautés amibiennes
et de leur microbiome bactérien par une approche
de pyroséquencage. La confrontation des données
taxonomiques avec divers parametres physico-
chimiques caractérisant les échantillons d’eau analysés
a également permis d’émettre des hypothéses quant

aux facteurs abiotiques ayant un impact sur les

communautés amibiennes.

1. Matériel et méthodes
1.1. Campagne d’échantillonnage

La campagne d’analyse des échantillons d’eau a été
mise en place sur le réseau d’eau potable de la ville
de Paris. Les échantillons ont été prélevés entre
septembre 2012 et octobre 2013. Les prélevements
d’eau ont été effectués sur 32 sites différents répartis
selon les réservoirs de stockage d’eau potable et
les points de fin du réseau public de distribution
(figure 1).

Deux catégories de prélevements ont été effectuées :
— les prélevements de sortie de réservoirs représen-
tatifs de l'eau potable traitée et stockée, avant
d’alimenter le réseau de distribution ;

— et les prélevements de {in de réseau correspondant
a extrémité du réseau public de distribution de I'ean
potable, avant que celui-ci ne se trouve au sein des
habitations, constituant une zone privée.

Les prélevements ont été effectués a un rythme
hebdomadaire pour les échantillons de sortie de
réservoir, et a2 un rythme mensuel pour les échan-
tillons de fin de réseau. Une équipe de préleveurs
accrédités a pris en charge la récupération de
l'ensemble des échantillons d’eau analysés. La mesure
des parametres physico-chimiques (décrit ci-dessous)
réalisée au cours de cette étude a été effectuée au
laboratoire d’'Eau de Paris.

1.2. Traitement des échantillons d’eau

Les échantillons d’eau ont été conditionnés en flacons
d’un litre contenant 20 mg de thiosulfate de sodium,
afin de neutraliser le chlore résiduel présent dans
I'eau potable. Lors du prélevement, et avant le flacon-
nage, les mesures de température, concentrations en
chlore libre et total (norme NF-EN-ISO 7393-2), pH
(norme NF T90-008) et conductivité (norme NF-EN
27888) ont été effectuées. Les valeurs de concentra-
tions en chlore libre et total, turbidité, température
et conductimétrie ont été collectées a chaque point
de prélevement en fin de réseau. Les flacons ont
ensuite été conservés a 4 °C, puis acheminés au labo-
ratoire pour analyses microbiologiques dans un délai
de 6 heures. Deux litres d’eau ont été prélevés par
site. Lensemble de 'échantillon a été filtré sur une
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Figure 1. Répartition géographique des points de prélévements effectués sur les réservoirs [points libellés) et le
réseau de distribution du réseau d’eau potable de Paris. Les sites de prélévements de fin du réseau sont colorés

en fonction de leur réservoir d’approvisionnement

rampe portant une membrane nitrocellulosique d'une

porosité de 3 pm.

1.3. Culture d’amibes libres a partir des
échantillons environnementaux

Les filtres, récupérés pour chaque prélevement, ont été
déposés sur deux milieux permettant l'enrichissement
amibien, a raison d'un demi-filtre par type de milieu.
Les milieux d’enrichissement ont été constitués de
la méme base de gélose non nutritive en tampon
PAS (Page’s Amoeba Saline; citrate de sodium 1 g/L,
CaCl, 0,4 mM, MgSO, 4 mM, Na,HPO, 2,5 mM,
KH,PO, 2,5 mM; agar 15 g/L), puis ensemencés par
1 mL d'une suspension d'Escherichia coli MG1655
(souche K-12) vivantes a une concentration de
5 x 10% bactéries/pl., ou par 1 mL d'une suspension
de Saccharomyces cerevisige vivantes a une concen-
tration de 2,5 x 107 cellules/nL. Les observations
microscopiques ont été effectuées a partir de 3 jours
de mise en culture 2 30 °C, et tous les 3 jours sur une
durée de 4 semaines. Le développement d’amibes est
matérialisé par leur déplacement a la surface de la
gélose, créant ainsi un [ront de migration qui est
observé au microscope a contraste de phase.

1.4. Extraction d’ADN des isolats amibiens
Les extractions d’ADN a partir des isolats amibiens
collectés au front de migration ont été effectuées

a laide de lautomate d’extraction MagNA Pure
Compact (Roche), utilisant le protocole DNA Bacteria
V3.2. Les échantillons collectés ont subi en amont un
prétraitement consistant en cing cycles de choc ther-
mique (30 secondes en azote liquide, puis 1 minute
au bain sec 2495 °C), suivi d'un traitement a la proté-
inase K (2 mg/mL) pendant 30 minutes & 40 °C, ainsi
que deux cycles de lyse mécanique par agitation en
tubes contenant 400 mg de billes de verres (diametre
200-300 pm), pendant 30 secondes a vitesse 6 en
utilisant Pautomate FastPrep (BIO101). Les ADN
totaux ainsi extraits ont été élués dans un volume
final de 50 pL, puis stockés a =20 °C.

Les extractions d’ADN a partir des souches bacté-
riennes et amibiennes isolées ont été effectuées par
lyse mécanique comme décrit précédemment, puis a
l'aide du kit d’extraction Nucleospin Tissue (Macherey
Nagel), en suivant les recommandations du fournis-
seur. Les ADN ainsi extraits ont été élués dans un

volume final de 60 pL, puis stockés 2 -20 °C.

1.5. Pyroséquencage

Les échantillons d’ADN issus des isolats amibiens ont
été regroupés et catégorisés en fonction des sites
d'approvisionnement, puis ont servi de matrice pour

des réactions de polymerase chain reaction (PCR).
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Afin de déterminer la diversité procaryote, les
amorces U341F (5-CCTACGGGAGGCAGCAG-3")
et U926R (5-CCGTCAATTCMTTTRAGT-3’) ciblant
les régions variables V3 a V5 du géne codant 'ARNr
16S ont été utilisées [BAKER et al., 2003]. Dans le but
de cibler la diversité amibienne, les amorces Ami6F1
(5-CCAGCTCCAATAGCGTATATT-3’) et Ami9R
(5-GTTGAGTCGAATTAAGCCGC-3") ciblant un
fragment du géne codant FARNTr 18S ont été utilisées
[THOMAS et al., 2006]. Les amorces utilisées pour
les PCR de préparation au pyroséquencage ont
été synthétisées avec les adaptateurs nucléotidiques
appropriés, et un code-barres de dix nucléotides,
spécifiques de chaque échantillon séquencé, a égale-

ment été ajouté sur chacune des amorces antisens.

Le mélange réactionnel des PCR a été effectué dans
un volume final de 25 pL, contenant 2,5 uL de tam-
pon de réaction 10x (1x final, 1,5 mM MgCl,),
400 mM de chaque désoxynucléotide triphosphate,
500 nM de chaque amorce, et 1U de Platinum Taq
DNA polymerase (Invitrogen). Les réactions de PCR
ont été effectuées avec une étape de dénaturation ini-
tiale 2 95 °C pendant 5 minutes, puis 30 cycles de dé-
naturation a 95 °C pendant 30 secondes, fusion
a 50 °C pendant 30 secondes et élongation a 72 °C
pendant 1 minute. Une étape d'élongation finale a été

appliquée a 72 °C pendant 5 minutes.

Les amplicons ont ensuite été purifiés deux fois
a laide du kit Agencourt AMPure XP (Beckmann
Coulter). La pureté et la taille des amplicons ont été
vérifiées sur bioanalyseur en utilisant le kit DNA 100
(Agilent). Les concentrations en ADN ont été
évaluées par quantification de la fluorescence a I'aide
du kit Quant-It PicoGreen dsDNA (Life Techno-
logies), et chaque échantillon a été ajusté a une
concentration de 10° molécules ’ADN/uL. Un
mélange équimolaire de 'ensemble des échantillons a
été préparé en vue du pyroséquencage, qui a été
effectué selon les recommandations du fournisseur
(Amplicon Library Preparation Manual, Roche). Les
réactions de pyroséquencage ont été effectuées sur
une plateforme GS junior (Roche) et 'ensemble des
données brutes résultantes sont disponibles sur
la base de données Sequence Read Archive sous les
numeéros d’'accession PRINA255357 et PRINA279061.

1.6. Analyses bio-informatiques

Les séquences brutes générées a I'issue du pyrosé-
quencage ont été traitées avec le progiciel QIIME
v.1.8.0 [CAPORASO et al., 2010]. Les séquences de
taille inférieure a 250 nucléotides ou supérieure a 700
ont été automatiquement exclues du jeu de données,
ainsi que celles arborant un score de qualité moyen
inférieur a 25 (sur un cadre de 50 nucléotides consé-
cutifs), plus de six bases ambigués, des homopolymeres
de six nucléotides ou plus, et plus de deux mésap-
pariements au niveau de la séquence des amorces. La
présence et 'élimination de potentielles séquences
chimériques ont été effectuées par l'utilisation du
logiciel Uchime 6.0 [EDGAR et al., 2011]. Les
séquences ainsi filtrées ont été groupées en unités
taxonomiques opérationnelles (operational taxonomic
units, OTU) avec un seuil de similarité de 97 %. Les
OTU ne comprenant qu'une seule séquence ont été
éliminées, car résultant fréquemment d’artefacts de
séquencage, et une séquence représentative, la plus
abondante de chaque OTU, a ensuite été sélectionnée.
Ces séquences représentatives ont été alignées avec
le logiciel Muscle [EDGAR, 2004]. Lassignement
taxonomique des séquences représentatives a été
effectué par l'utilisation du logiciel Uclust consensus
taxonomy assigner et la base de données de référence
SILVA v111 [PRUESSE et al., 2007 ; EDGAR, 2010].
Les données taxonomiques ont été représentées
graphiquement 4 'aide du logiciel Explicet [ROBERT-
SON et al., 2013]

1.7. Analyses statistiques

Les corrélations entre les observations biologiques et
les parameétres physico-chimiques ont été investi-
guées sous R avec le package Vegan, via des analyses
en composantes principales (ACP) et analyses des
correspondances canoniques (ACC) [OKSANEN et
al., 2013]. Afin d’évaluer l'effet significatif des va-
riables incluses dans les ACP et ACC, un test F de
permutation (1 000 répétitions) a été effectué pour

chaque analyse exploratoire.

2, Resultats et discussion

2.1. Présence des amibes libres au sein d’un
réseau d’eau potable

Le suivi des amibes libres présentes dans le réseau
d’eau potable de Paris a été effectué sur la base de
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Figure 2. Proportion des échantillons d’eau porteurs d’amibes libres en fonction de la période de prélévement (A). Relations entre la
fréquence d’isolement des amibes libres et la température de Ueau (B). Impact de la localisation des sites de prélévement sur la fré-

quence d'isolement des amibes libres (C)

l'analyse de 398 échantillons d’eau, prélevés sur une
période d’un an. Tous les sites sélectionnés pour
analyse se sont avérés positifs au moins une fois pour
la présence d’amibes libres, soulignant I'omni-
présence de ces micro-organismes au sein du réseau.
Ces résultats sont en accord avec la littérature scien-
tifique récente qui a démontré la présence d’amibes
libres dans les réseaux d’eau potable en France et
dans d’autres pays industrialisés [THOMAS et al.,
2008 ; DELAFONT et al., 2013, 2016]. La présence
d’amibes libres a été analysée en fonction de la
période de prélevement et de la localisation des sites

(figure 2).

1l a été possible de mettre en évidence une différence
significative (Anova, p < 0,001; figure 2C) concernant

la présence d’amibes libres en fonction de la

localisation des sites de prélevements, avec une plus
forte présence en fin de réseau (166 échantillons
positifs sur 247; 67,2 %) qu'en sortie de réservoir
(23 échantillons positifs sur 151; 15,2 %). Cette
observation semble confirmer le modéle de coloni-
sation proposé précédemment, suggérant un enri-
chissement de ]a communauté amibienne aux points
distaux des sites de traitement des réseaux d’eau
potable [THOMAS et ASHBOLT, 2011].

Lanalyse de la présence d’amibes en fonction de
l'origine de 'eau n’a pas permis d’observer de diffé-
rence notable. De méme, aucun impact notable de la
période de prélevement ou de la température des
échantillons d’eau n'a pu étre observé sur la présence
d’amibes libres dans le réseau (figure 2A, B). Il n’est

cependant pas a exclure que la composition de la
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communauté amibienne soit touchée par ces diffé-
rents parametres, sans pour autant observer de varia-

tions quant a la présence de ces micro-organismes.

2.2. Diversité des amibes libres et impact
des facteurs environnementaux

La composition des communautés amibiennes a été
déterminée par l'obtention et la classification de
60 700 séquences d’ADN issues des isolats d’amibes
libres collectés lors de cette étude. Ces données ont
ainsi permis de dresser un portrait global de la diver-
sité amibienne colonisant le réseau d’eau potable de
Paris (figure 3). Sur I'ensemble du réseau d’eau
potable, 134 OTU a 97 % de similarité ont été
identifiés, regroupés en neuf taxons distincts. Il a été
observé la présence majoritaire des genres Verma-
moeba (anciennement Hartmannella), Acanthamoeba
et Echinamoeba, représentant a eux seuls 88 % des
séquences amibiennes analysées (figure 3A). De
maniere intéressante, il a été possible de constater la
présence des amibes du genre Echinamoeba exclusi-
vement au sein des échantillons approvisionnés par
des sources d’eau souterraine. De maniere similaire,
la présence d’amibes du clade LKM74 a pu étre
observée uniquement au sein d’échantillons prove-
nant des réservoirs de stockage. Alors que les genres

majoritairement présents identifiés au cours de cette
étude ont été décrits a plusieurs reprises comme des
colonisateurs des réseaux d’eau potable, les résultats
obtenus représentent la premiére description
d’amibes du clade LKM74 colonisant ce type d’envi-
ronnement, et dont la récente caractérisation a
fait Pobjet d’une étude [THOMAS et al., 2008;
DELAFONT et al., 2013 ; BLANDENIER et al., 2016].
Par ailleurs, I'analyse de la diversité des amibes libres
colonisant le réseau d’eau potable de Paris n’a pas
permis de relever la présence d’amibes pathogeénes,
telles que Naegleria fowleri ou Balamuthia mandrillaris.
En revanche, le genre Acanthamoeba est considéré
comme un pathogene opportuniste qui, bien que
rarement isolé chez ’homme, peut provoquer chez
certains patients de graves maladies [MARCIANO-
CABRAL et CABRAL, 2003].

La possibilité de mesurer et collecter un ensemble de
parameétres physico-chimiques caractérisant les
échantillons de fin de réseau a permis notamment
d’appliquer des approches statistiques exploratoires
dans le but de mieux comprendre I'importance de ces
facteurs abiotiques sur les communautés amibiennes
(figure 3B). Les résultats issus des analyses canoniques
des correspondances (ACC) ont suggéré des corréla-
tions entre les variations de pI et de concentration
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Figure 3. Diversité des amibes libres identifiées par pyroséquencage en fonction de la localisation des sites de prélévement et de Uori-
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en chlore total avec la présence d’amibes du genre
Acanthamoeba.

Ces résultats corroborent plusieurs études suggérant
que les amibes du genre Acanthamoeba sont compa-
rativement plus résistantes aux traitements chlorés
que d’autres genres amibiens classiquement rencon-
trés dans les réseaux d’eau [COULON et al., 2010;
DUPUY et al.,, 2014]. Une corrélation entre la tempé-
rature de l'eau et la présence de Vermamoeba, ainsi
que de la conductivité de 'eau et de la présence
d’Echinamoeba et de Cryptodifflugia ont également pu
étre mises en évidence. De maniére globale, TACC a
mis en évidence que les variations de pH, de conduc-
tivité, de température et de concentration en chlore
total permettent d’expliquer 51,6 % des variations
observées dans la composition des communautés
amibiennes (inertie contrainte). Les variations obser-
vées grice aux ACC exploratoires ont par la suite été
confirmées statistiquement, indiquant notamment
une augmentation de la présence de Vermamoeba sur
la période de juin a septembre, correspondant aux
mois ot la température de I'eau est la plus élevée
(P = 0,011, test t de White). De méme, il a été
constaté la présence exclusive d’Echinamoeba au sein
des échantillons approvisionnés en eau souterraine,
caractérisés notamment par une conductivité plus
élevée que les échantillons d’eau provenant de
sources en surface (P = 0,015, test t de White). Il est
a noter que ces résultats ne permettent pas de diffé-
rencier l'influence de l'origine de I'eau (souterraine
ou de surface) de celle des traitements employés,
adaptés au type d’eau d’approvisionnement. Il est
cependant probable que ces deux facteurs soient
corrélés dans leur impact sur la composition des
communautés amibiennes en aval. Lanalyse de
la composition taxonomique des communautés
amibiennes colonisant le réseau d’eau potable a
permis de mettre en évidence un fort impact saison-
nier, mais également celui de la localisation au
sein du réseau, ainsi que des conditions associées au
traitement chloré du réseau sur ces communautés.
Alors que le suivi des amibes libres apparait claire-
ment comme un élément crucial pour la surveillance
de la qualité microbiologique des réseaux d’eau
potable, il n'existe actuellement aucun consensus
quant aux méthodes de suivi utilisées. Canalyse des

différents protocoles décrits dans la littérature fait état

de grandes variations, pouvant fortement avoir un
impact sur les résultats obtenus et leurs interpré-
tations. Ainsi, les volumes d’eau analysés peuvent
varier entre 50 mL et 50 L, avec des étapes de concen-
tration par centrifugation et/ou filtration sur mem-
branes nitrocellulosiques de porosité comprise entre
0,2 et 3 pm [THOMAS et al., 2008; DELAFONT et
al,, 2013, 2016 ; GARCIA et al., 2013 ; MAGNET et
al., 2013 ; SHANAN et al., 2015]. Ainsi, dans une
volonté de normalisation, il semble important de
pouvoir proposer une méthode de référence permet-
tant un suivi fiable des amibes libres du réseau, ainsi
que des comparaisons interétudes robustes. Cette
proposition se base ainsi sur le protocole détaillé de
l'ouvrage LAnalyse de l'eau, chapitre 8 [RODIER et al.,
2011]. Le suivi de ce protocole permet de la sorte de
détecter la présence d’amibes cultivables, ainsi que
de déterminer leur concentration, sur la base des
calculs du nombre le plus probable. Les amibes
isolées sur gélose peuvent ensuite étre identifiées sur
la base du séquencage du gene codant 'ARNr 18S,
soit par séquencage dérivé de Sanger pour les isolats
clonaux, soit par séquencage 4 haut débit comme
décrit au cours de cette étude [THOMAS et al., 2006,
DELAFONT et al., 2013].

2.3. Le microbiome des amibes libres

La description de la diversité bactérienne du micro-
biome des amibes libres a reposé sur I'analyse de
55077 séquences d’ADN, classées en 1397 OTU
avec un seuil de 97 % de similarité. Ce consortium
bactérien s’est révélé extrémement divers, composé
de 153 taxons bactériens différents parmi lesquels
85 genres ont pu étre identifiés. Canalyse de la di-
versité bactérienne associée aux amibes a mis en
évidence une forte hétérogénéité des communautés
en fonction du site de prélevement, et par extension
du réservoir d’approvisionnement (figure 4A). Dans
le but de mettre en évidence les bactéries les plus
fréquemment associées aux amibes parmi ce micro-
biome tres diversifié, un microbiome cceur a été défini,
représentant les bactéries associées aux amibes dans

l'ensemble des échantillons étudiés (figure 4).

Alors que le microbiome cceur ne représente que

8,4 % de la diversité observée en association avec les
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Figure 4. Diversité des bactéries associées aux amibes isolées du réseau d’eau potable de Paris. Répartition des OTU a 97 % de simila-
rité en fonction des réservoirs d’approvisionnement représenté sous la forme d’un diagramme de Venn (A). Composition taxonomique

du « microbiome cceur » identifié au sein des amibes libres (B)

amibes, les 118 OTU le composant représentent
62,6 % de 'ensemble des séquences obtenues (soit
34 467 séquences), soulignant l'association préféren-
tielle et la prépondérance de ces taxons bactériens en
présence d’amibes. Parmi les 118 OTU du micro-
biome ceeur, 21 genres ont pu étre identifiés, affiliés
majoritairement au phylum des protéobactéries, mais
également des Firmicutes, Actinobactéries et Bacteroidetes
(figure 4B). Au sein de ce microbiome cceur, plusieurs
genres potentiellement problématiques dans le
contexte des réseaux d’eau potable ont pu étre iden-
tifiés, notamment Pseudomonas, Stenotrophomonas et
Mycobacterium, représentant des problemes poten-
tiels de santé publique, notamment en milieu hospi-
talier [CATEAU et al., 2014a]. Par ailleurs, les inter-
actions entre ces membres prépondérants du micro-
biome cceur et diverses amibes libres ont pu étre
confirmées par plusieurs études complémentaires
[CATEAU et al,, 2008; DELAFONT et al., 2014;
CATEAU et al., 2014b. 1l est important de préciser
que lapproche utilisée dans cette étude concernant
Iidentification bactérienne ne permet pas d’obtenir
une affiliation taxonomique jusqu’a I'espece. Ainsi,

bien que certaines especes des genres Pseudomonas,

Stenotrophomonas et Mycobacterium soient pathogeénes
pour 'homme, de nombreuses autres sont classique-
ment trouvées dans divers environnements et ne sont

pas décrites comme pathogénes.

Conclusion

Les amibes libres sont des micro-organismes omni-
présents au sein des réseaux d’eau potable. Lensemble
de la littérature existante au sujet des amibes libres
s’accorde sur leur capacité de colonisation, de persis-
tance et de prolifération au sein de ces réseaux, indé-
pendamment de la nature des traitements de potabi-
lisation utilisés. Malgré ce constat, la dynamique de
cette communauté de micro-organismes n'a été que
tres peu étudiée. Les amibes libres nécessitent cepen-
dant une attention particuliere, notamment du fait
quelles pourraient favoriser 'émergence de bactéries
potentiellement pathogenes pour 'homme dans
les réseaux. Les résultats obtenus présentent ainsi la
premiére étude des communautés amibienne et de
leur dynamique a I'échelle d'un réseau d’eau potable,
et mettent en avant la nécessité du suivi de ces micro-

organismes au sein de ce type d’environnement.
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Lomniprésence des amibes libres au sein du réseau
d’eau potable, avec notamment une forte présence en
fin de réseau, est en accord avec les données de la
littérature, et souligne I'importance d'une meilleure
connaissance de la dynamique de ces micro-orga-
nismes. De plus, il a été possible de souligner
I'importance de plusieurs facteurs abiotiques sur
la composition de cette communauté amibienne,
notamment l'origine de I'eau, la localisation au sein
du réseau, la concentration en chlore libre (liée au

traitement), le pH et la température.

Alors que les amibes libres identifiées au cours de
cette étude ne représentent pas de menace directe
en matiére de santé publique, certaines bactéries en
association avec ces derniéres pourraient étre problé-
matiques. Lutilisation d'une approche tirant profit du
séquencage a haut débit a permis de décrire la diver-
sité des bactéries associées aux amibes, comprenant
ainsi 153 taxons. Face a cette grande diversité, un
microbiome cceur a été défini, permettant proba-
blement de mettre en évidence les bactéries dont les
relations avec les amibes sont les plus étroites. Ce
groupe comprend au moins 21 genres bactériens parmi
lesquels plusieurs pathogenes opportunistes tels que
Pseudomonas, Stenotrophomonas et Mycobacterium.

On peut également noter, au sein de cette commu-
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d’eau potable

Les amibes libres sont des micro-organismes euca-
ryotes omniprésents dans les réseaux d’eau natu-
rels et anthropiques. Bien que les amibes libres
soient rarement décrites comme directement
pathogénes pour 'homme, elles sont considérées
comme un réservoir permettant la persistance et la
propagation de bactéries pathogénes et indésirables
dans les réseaux d'eau. Ce constat justifie ainsi la
nécessité de mieux comprendre la dynamigue des
populations amibiennes dans le contexte de l'appro-
visionnement en eau potable. Alors que leur présence
dans les réseaux d'eau potable est largement do-
cumentée, l'écologie de ces micro-organismes dans
ce type d’environnement reste a ce jour trés peu

décrite. Sur la base d'une campagne de préle-
vement d’eau couvrant le réseau d'eau potable de la
ville de Paris, sur une période d'un an, la présence
et la composition des communautés amibiennes,
ainsi que l'ensemble des bactéries en association
avec ces dernieres [désignées comme leur micro-
biome) ont été caractérisés par pyroséquencage. La
collection de divers paramétres physico-chimiques
tels que Lorigine de l'eau, la température, le pH et
la concentration en chlore, a permis de mettre en
évidence le fort impact de ces facteurs abiotiques
dans la composition et la dynamique des commu-
nautés amibiennes omniprésentes au sein du réseau
d’'eau potable étudié.

V. DELAFONT, D. BOUCHON, M. JOYEUX, Y. HECHARD, L. MOULIN
Dynamics of free-living amoebae populations and their microbiome within a drinking

Free-living amoebae are unicellular eukaryotes
colonizing ubiquitously natural and man-made
water systems. While most free-living amoebae are
essentially harmless to humans, many widespread
amoebae genera have been described as able to
shelter potentially pathogenic bacteria, helping
thus the protection and propagation of some of
these unwanted bacterial pathogens in drinking
water networks. Although the presence of free-living
amoebae within drinking water networks is now
well documented, their ecology in such environments

water network

remain poorly explored. On the basis of a sampling
campaign performed on Paris drinking water network,
the presence as well as the community compo-
sition of both free-living amoebae and their asso-
ciated bacteria (the so-called microbiome) were
characterised using pyrosequecing. The simulta-
neous gathering and analysis of physicochemical
parameters such as water origin, temperature, pH
and chlorine concentration allowed us to put in
evidence their strong impact on the ubiquitous
free-living amoeba community.
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