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Liste des abréviations

RAM Résistance aux antimicrobiens

UFC Unité Formant Colonie

EPC Entérobactéries productrices de carbapénémases
RDC la République démocratique du Congo

BLSE Béta-lactamase a spectre étendu

BIF Bactéries indicatrices de contamination fécale
INRB Institut National de Recherche Biomédicale

PRFI Pays a revenu faible et intermédiaire

ONG Organisation non gouvernementale

NIMR Institut national de la recherche médicale

NPHL Laboratoire national de santé publique

SOP Procédures opérationnelles standard

THL Institut finlandais de la santé et du bien-étre

WBE Epidémiologie basée sur les eaux usées

WBE Epidémiologie basée sur les eaux usées

WES Surveillance des eaux usées et de I'environnement
WGS Séquencgage de génome entier

WWW-BE Epidémiologie des eaux usées, des déchets et de I'eau

1.Résumé du livrable

1.1 Le projet ODIN et ses objectifs

Les eaux usées, qu'elles soient ou non raccordées a un réseau d'égouts, comportent
des excréments humains contenant des micro-organismes pathogenes qui ont
provoqué des maladies parmi les membres de la communauté. La contamination
des ressources en eau par les excréments humains et I'absence
d'approvisionnement en eau salubre et d'assainissement sont des préoccupations
particulierement importantes dans les pays a revenu faible et intermédiaire (PRFI).
L'épidémiologie basée sur les eaux usées (WBE) fournit une approche de
surveillance rentable, agissant comme un systéme d'alerte précoce pour détecter les
agents pathogenes connus et émergents, les maladies ré-émergentes et la
résistance aux antimicrobiens (RAM) dans les communautés.

Le projet ODIN vise a renforcer les capacités en génomique et en bio-informatique
et a améliorer les compétences en matiere de gestion des bases de données pour
la création, la maintenance et l'interrogation de vastes ensembles de données dans
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les pays subsahariens. En outre, le projet vise a développer un systeme de
surveillance de I'environnement basé sur le contréle des agents de maladies
transmissibles dans les eaux usées de la communauté et d'autres échantillons
environnementaux.

1.2 Description et objectif du livrable 2.2

L'ODIN Work Package 2 (WP 2) (« Mise en place d'un systéme de surveillance de
I'environnement pour de multiples agents pathogénes humains ») a été
spécialement congu pour fournir une vue d'ensemble des systemes de surveillance
environnementale et clinique existants et pour identifier les lacunes potentielles
dans trois pays d'Afrique subsaharienne : Tanzanie, Burkina Faso et République
démocratique du Congo (RDC). Suite a cette évaluation, I'objectif est de développer
un systéme harmonisé de surveillance des eaux usées et de I'environnement (WES)
pour desservir ces régions, avec un potentiel d'expansion dans d'autres pays
d'Afrique subsaharienne.

Ce livrable 2.2 du projet ODIN résume la planification et le développement de la
stratégie de surveillance environnementale, y compris la phase de pilotage de la
surveillance des eaux usées et de I'environnement pour les agents pathogenes
prioritaires sélectionnés. Ce livrable a été produit par le consortium ODIN WP 2 dans
le cadre de la tache 2.2 « Developing a proposal for a cost-efficient environmental
surveillance strategy » (Elaboration d'une proposition pour une stratégie de
surveillance environnementale rentable) qui est réalisée en étroite collaboration
avec la tache 2.1 « Gathering information on the existing clinical and environmental
surveillance systems » (Recueillir des informations sur les systémes de surveillance
clinique et environnementale existants), la tiche 2.3 « Preparing guidance and

a handbook for microbiological investigations » (Préparation d'un guide et d'un
manuel pour les investigations microbiologiques), et la tache 2.4 « Collecting the
environmental surveillance data » (Collecte des données de surveillance
environnementale). Ce rapport fournit également des informations sur la maniére
dont les performances des méthodes de laboratoire ont été vérifiées et la
production de bibliotheques de séquengage métagénomique testées avec des
échantillons environnementaux lors de I'échantillonnage pilote en Tanzanie, au
Burkina Faso et en RDC (Etape 2.2 du projet ODIN).
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2.Protocole pour le développement de la

surveillance des agents pathogenes
environnementaux dans les pays sub-
sahariens

Le protocole du programme de surveillance environnementale en Afrique
subsaharienne a été élaboré en deux phases :

1.

Ateliers des parties prenantes et questionnaire : En novembre-

décembre 2023 (étape 2.1 du projet ODIN), des ateliers pour les parties
prenantes ont été organisés, et un questionnaire et une enquéte ont été
lancés en Tanzanie, au Burkina Faso et en RDC. Les participants a l'atelier
comprenaient des universitaires, des chercheurs, des décideurs politiques,
des prestataires de soins de santé et des représentants d'organisations non
gouvernementales (ONG) nationales et internationales. Les ateliers ont
permis de déterminer les agents pathogénes prioritaires, les sites
d'échantillonnage de I'eau et la fréquence de I'échantillonnage. Plus de détails
sur ces ateliers sont disponibles sur la page web du projet ODIN : Les ateliers
ODIN et l'analyse plus spécifique du questionnaire et de I'enquéte utilisés lors
de l'atelier sont présentés par Tiwari, Miller et al. (2024, prépublication, doi :
10.20944/preprints202401.1928.v3).

Planification et formation : L'année 2024 a été consacrée a la préparation du
lancement des programmes de surveillance environnementale. Cela
impliquait la sélection des sites d'échantillonnage, la rédaction des
protocoles d'échantillonnage et de laboratoire, la commande de réactifs et la
formation de personnel de recherche et de laboratoire aux précautions de
biosécurité et a I'analyse. Un échantillonnage environnemental pilote a été
réalisé dans chaque pays au cours de I'automne 2024, avant le début de la
campagne d'échantillonnage réguliere. Une formation a été dispensée au
personnel chargé de I'échantillonnage des eaux usées et de l'eau, et des
audits de laboratoire ont été réalisés par I'Institut finlandais de la santé et du
bien-étre (THL) afin de s'assurer que les laboratoires étaient préts a analyser
les agents pathogenes prioritaires a partir des échantillons
environnementaux.
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En outre, des réunions bimensuelles ont été organisées avec ODIN WP 2 et
I'ensemble du consortium au cours de la phase de développement du systeme de
surveillance de I'environnement. Par ailleurs, les partenaires ODIN en Tanzanie, au
Burkina Faso et en RDC ont organisé des réunions au niveau ministériel dans leur
pays respectif afin de présenter le projet et de diffuser des informations sur le
programme de surveillance environnementale. Le projet ODIN a collaboré avec les
acteurs nationaux de I'Initiative mondiale pour I'éradication de la poliomyélite
(IMEP ; https://polioeradication.org/who-we-are/) qui disposent de programmes de
surveillance environnementale du poliovirus dans chaque pays afin de recevoir une
formation et d'optimiser le protocole.

3.Sélection des agents pathogenes cibles, des
sites d'eéchantillonnage et de la fréquence
d'échantillonnage pour le projet ODIN

3.1 Sélection des agents pathogénes cibles

Le projet ODIN a utilisé la plateforme The Mentimeter.com pour créer une enquéte

visant a classer par ordre de priorité les agents pathogenes et les cibles de

résistance aux antimicrobiens (RAM) pour le systéme de surveillance de

I'environnement. La longue liste d'agents pathogéenes a été préparée pour I'enquéte

sur la base des données épidémiologiques locales, des épidémies régionales et

d'une analyse documentaire. L'enquéte était structurée en trois catégories :

a) agents pathogénes d'origine hydrique nécessitant une surveillance renforcée de la
santé publique

b) agents autres que les agents pathogénes d'origine hydrique qui se prétent a une
surveillance par le biais de la WES,

c) cibles de la RAM nécessitant une surveillance et une réaction accrues pour des
raisons de santé publique.

Pour chaque question, il y avait également un champ de texte libre, permettant aux
personnes interrogées de donner la priorité a d'autres agents pathogenes non
couverts par les organisateurs de I'enquéte. L'analyse compléte de I'enquéte est
actuellement disponible sous forme de prépublication par Tiwari, Miller et al. (2024,
prépublication, doi : 10.20944/preprints202401.1928.v3).

Sur la base des résultats de I'enquéte et des données épidémiologiques locales, les
agents pathogenes cibles du projet ODIN ont été choisis lors de I'atelier WP 2 qui
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s'est tenu a Dar es Salaam, en Tanzanie, en février 2024. Les agents pathogénes ont
été sélectionnés comme preuve de concept pour le systeme de surveillance de
I'environnement au cours de sa phase de développement.

Les agents pathogénes et les cibles RAM choisis pour la preuve de concept du
projet ODIN sont les suivants :

e Vibrio cholerae 01/0139 toxinogenes
Salmonella Typhi
Béta-lactamase a spectre étendu (BLSE) Escherichia coli
Entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) Escherichia coli
Béta-lactamase a spectre étendu (BLSE) Klebsiella pneumoniae

Entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) Klebsiella
pneumoniae

Par ailleurs, le nombre de bactéries indicatrices de contamination fécale (BIF) est
mesuré a partir des échantillons d'eau afin d'évaluer I'ampleur de la contamination
fécale.

Bien que les cibles virales aient été jugées importantes, il a été décidé que le projet
ODIN WP 2 concentrerait ses ressources disponibles sur le renforcement des
systemes de surveillance de I'environnement et des eaux usées pour les agents
pathogenes bactériens et les pathogenes RAM cliniquement pertinents. Plus tard,
I'extension du systeme de surveillance aux agents pathogenes viraux sera
réévaluée. Une fois le systeme WES entierement fonctionnel, il sera possible
d'ajouter d'autres agents pathogénes cibles.

3.2 Seélection des sites d'échantillonnage

Les sites d'échantillonnage du projet ODIN comprennent des sites d'échantillonnage
des eaux usées de la communauté, des eaux de surface, des sources d'eau potable
et de I'eau de puits dans cinq villes d'Afrique subsaharienne. Dans certaines villes,
les eaux usées de l'industrie alimentaire sont également échantillonnées. En raison
des processus limités de traitement des eaux usées et de la faible couverture des
systemes d'assainissement centralisés en Tanzanie, au Burkina Faso et en RDC, les
eaux de surface peuvent étre le réceptacle de rejets directs d'excréments humains.
Par conséquent, ces eaux de surface sont incluses comme lieux d'échantillonnage
pour cartographier les impacts anthropogéniques et évaluer la présence d’agents
pathogenes humains dans la région. En outre, la couverture des réseaux de
distribution d'eau potable est souvent faible et de nombreuses communautés
dépendent des puits d'eau souterraine comme source d'eau potable au lieu de l'eau
du robinet. Par conséquent, le projet ODIN a inclus de multiples matrices
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d'échantillons dans son schéma de surveillance prioritaire des agents pathogénes
(Tableau 1).

Chaque site d'échantillonnage a été décrit et leur inclusion dans le projet a été
justifiée. En outre, les sites d'échantillonnage ont été choisis en fonction de la
proximité des laboratoires d'analyse, afin d'assurer une bonne logistique des
échantillons (Tableau 2). Le programme national de surveillance du poliovirus dans
les eaux usées a soutenu la sélection des sites d'échantillonnage pour le projet
ODIN, et une partie des sites d'échantillonnage des eaux usées d'ODIN sont partagés
avec le programme de lutte contre la polio.
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Tableau 1. Les sites d'échantillonnage du projet ODIN sont présentés au niveau du pays et
de la ville, y compris le nombre de matrices d'échantillonnage différentes.

Pays (N, nombre
total de sites)

Ville

Matrice

d'échantillonnage

Nombre de sites (n)

Tanzania (20) Dar es Salaam Eaux usées 8
Dar es Salaam Eaux de surface 1
Dar es Salaam Eau potable 6
Dar es Salaam Eau de puits 1
Tanga Eaux usées 1
Tanga Eaux de surface 1
Tanga Eau potable 2

Burkina Faso (13) Ouagadougou Eaux usées 3
Ouagadougou Eaux de surface 3
Ouagadougou Eau potable 2
Ouagadougou Eau de puits 1
Nanoro Eaux usées 1
Nanoro Eaux de surface 1
Nanoro Eau potable 1
Nanoro Eau de puits 1

République Goma Eaux usées 5

démocratique du

Congo (10) Goma Eaux de surface 3
Goma Eau potable 1
Goma Eau de puits 1
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3.3 Fréguence d'echantillonnage

La campagne d'échantillonnage du projet ODIN est congue pour couvrir a la fois les
saisons seches et les saisons des pluies. Suite aux discussions qui ont eu lieu lors
de l'atelier de février 2024 a Dar es Salaam, en Tanzanie, il a été convenu que
I'échantillonnage aurait lieu tous les mois des que possible, en principe a partir
d'octobre 2024, et qu'il durerait plus d'un an.

4.Méthodologie utilisée dans le systeme de
surveillance de I'environnement

4.1 Echantillonnage environnemental et logistique

Les procédures et formulaires d'échantillonnage détaillés utilisés dans le cadre du
projet ODIN sont disponibles dans le manuel ODIN (Livrable 2.3, disponible a
I'adresse suivante : https://odin-wsp.tghn.org/). Le personnel chargé de
I'échantillonnage a regu une formation mettant I'accent sur les précautions a
prendre en matiere de biosécurité lors de la manipulation des échantillons
environnementaux. Chaque échantillonnage sera documenté sur une fiche de
données standardisée.

Avant I'échantillonnage mensuel régulier, chaque pays a procédé a un
échantillonnage pilote pour les lieux d'échantillonnage choisis afin de garantir
I'efficacité des protocoles d'échantillonnage et des méthodes de laboratoire. Un
échantillonnage pilote a été réalisé dans chaque pays au cours de I'automne 2024,
en se concentrant principalement sur les matrices des eaux usées et des eaux de
surface. Les protocoles d'échantillonnage ont été examinés dans le cadre de l'audit
réalisé par THL.

4.2 Méthodologie de laboratoire pour I'analyse des échantillons
environnementaux et le séqguencage du génome entier des
isolats bactériens

Les analyses de laboratoire ont été réalisées selon les méthodes microbiologiques

décrites dans le Manuel ODIN (Livrable 2.3, disponible a I'adresse : https://odin-

wsp.tghn.org/). Les méthodes microbiologiques des agents pathogenes cibles
choisis ont été testées avec les échantillons collectés lors de I'échantillonnage
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pilote avant le début de I'échantillonnage mensuel régulier. Certaines méthodes
microbiologiques n'ont pas pu étre testées avec des échantillons pilotes en raison
d'un manque d'équipement et/ou de réactifs appropriés. THL a examiné les
méthodes d'analyse microbiologique, le séquengage du génome entier (WGS) et les
procédures de laboratoire dans le cadre des audits de laboratoire. Les laboratoires
impliqués dans le projet ODIN sont énumérés dans le Tableau 2.

Tableau 2. Laboratoires qui analysent les échantillons environnementaux dans le cadre du
projet ODIN.

Pays Ville Laboratoire

Tanzanie Dar es Salaam Laboratoire national de
santé publique (LNSP) a
Dar es Salaam

Tanga Institut national de
recherche médicale
(NIMR) a Tanga

Burkina Faso Nanoro Unité de recherche
clinique de Nanoro

La République Goma Institut National de
démocratique du Congo Recherche Biomédicale
(RDC) (INRB) - Goma

Outre l'audit des laboratoires statiques, les protocoles qui seront utilisés lors de la
mise en place du laboratoire de surveillance mobile ont été testés sur des
échantillons environnementaux comme l'eau potable, I'eau de surface, les eaux
usées, les aliments et le sol prélevés a Dar es Salaam, en Tanzanie, et a
Ouagadougou, au Burkina Faso. Ces protocoles décrivent trois approches de
séquencage a haut débit a utiliser sur I'appareil Nanopore MinlON, a savoir la
métagénomique, la métatranscriptomique et le séquengage d'amplicons.

4.3 Audit de laboratoire pour I'analyse d'échantillons
environnementaux et le séquencage du génome entier

THL a audité les laboratoires de chaque pays en octobre et novembre 2024, avant le
début de I'échantillonnage mensuel. L'audit du NPHL de Dar es Salaam, en Tanzanie,
a été réalisé sur place, tandis que les laboratoires du NIMR de Tanga, en Tanzanie,
de Nanoro, au Burkina Faso, et de Goma, en RDC, ont fait I'objet d'un audit en ligne.
L'audit de laboratoire comprenait trois modules distincts : le Module 1 portait sur les
processus d'échantillonnage, le Module 2 sur les processus de laboratoire pour la
microbiologie environnementale et le Module 3 sur les préparations pour effectuer
un séquengage du génome entier a l'aide de MiSeq. En outre, un Module 4 a été
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inclus dans le programme pour couvrir I'audit gPCR Mpox dans les laboratoires
mobiles et statiques dans le cadre du projet ODIN-Mpox (https://odin-
wsp.tghn.org/odin-mpox/). Au cours de I'échantillonnage pilote, chaque pays a
collecté du matériel de pré-audit (par exemple, des photos et une description écrite
des travaux de laboratoire) comme demandé pour chaque étape de la méthodologie
décrite pour I'audit. A |a suite des audits, THL a préparé des rapports pour chaque
pays, détaillant les sujets abordés et fournissant des listes d'améliorations
demandées et recommandées.
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