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Rappel du projet de recherche 
Le but ce projet était d'étudier les 
d'épuration et conséquences sur 
dans zones littorales. Ces résultats ont 

sur données d'incidence 
population et dans l'environnement (entérovirus, rota virus, astrovirus, 

1 A). Par ailleurs, ces résultats ont évalués au travers d'informations 
telles que la concentration en indicateurs de contamination 

et bactériophages). 

situé dans le 
dans la population a étudiée tout au 

hivernale. Des analyses 
surveillance mensuelle a 

sur 20 mois, afin d'évaluer la 

Morbihan. La circulation des 
1 

pathogènes dans l'environnement. microorganismes que ceux 
les ont recherchés dans ces échantillons. L'objectif appliqué de ce 

des outils d'aide à la décision pour prévenir le risque 
consommation coquillages. 

Introduction 
activités humaines 

d'origine 
traitements 

pour surveiller les zones 
épidémies bactériennes 

même si l'origine 
(rôle probable des vibrios ou 

important et leur implication a été 
et Vaillant, 2001). 

les littorales entraîne le 
l'environnement estuarien et 

la mise en place 
conchylicole, ont 

de 

bactéries), les virus 
établie dans des phénomènes 

de 

virus humains susceptibles sont les 
un cycle de multiplication (au moins 

de virus fèces de malades ou sains, on 
entérovirus, hépatovirus, rotavirus, ca li ci virus (virus N orwalk -Iike 1 et Sapporo-

1 Les Norwalk-like depuis juillet 2002 sont 
l'appellation ancienne. 

parvovirus ... Ces virus sont dans les 
à plusieurs semaines (Kholi et 2001). 

leur devenir en marin. En 

nous laissons dans ce 



effet, leur intracellulaire obligatoire, de cellules 
pour leur développement rejet 

pendant semaines en milieu leur 
concentration n'augmentera pas. capacité à aux traitements d'épuration des 
eaux usées et aux conditions défavorables du milieu permet 
des situés loin des zones de rejet 

mollusques filtreurs, 
sur lesquelles sont adsorbés VlruS. 

La mise en évidence de la contamination virale coquillages, impliqués ou non dans des 
toxi-infections alimentaires, est encore la difficulté à trouver 
techniques suffisamment 
le extérieur sont 

de la 

résistants 
exclue toute 
sont souvent 

toxiques les tapis cellulaires. 
moléculaire a permis un développement important de 

l'étude la contamination microbienne de l'environnement (Metcalf et al., 1 
Pommepuy et Le Guyader, 1998). évolution technologique a 

pour la en la contamination virale coquillages. Ainsi, par 
seule la RT-PCR de la des 

coquillages calicivirus humains. important qu'ils jouent les 
phénomènes épidémiques liées à la consommation coquillages, all1S1 que 
vraisemblablement aliments, a le développement de pour 

de Vannes-Tohannic, 
(palourdes et huîtres) 

au cours dans le secteur nord 
à trois principaux rejets contaminants (stations 

Ranquin et Arradon), sur la qualité 
la période d'octobre 1999 à mai 2001. 
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1 Matériels et méthodes 

1.1 Echantillonnage 

1.1.1 Echantillons dans l'environnement 

microorganismes ont été dans les eaux de rejetées 
le dans les coquillages. points d'échantillonnage coquillages (figure 1) ont 

en fonction de leurs positions vis-à-vis des rejets, uns sous influence de ces 
(points 1 et 3, secteurs conchylicoles en C ou D), les autres hors 

(classement A). d'échantillonnage était pour les eaux 
coquillages. 

1, sont le secteur d'étude et la position points de prélèvements. 

d'épuration 
durant la période d'étude 

ont échantillonnées 

.. 

.. 

de 

d'Arradon : 2 500 
faible charge, 

du Morbihan. 

puis 7 000 
hydraulique 375 m3/j, 

de mai 2000, 
1200 m3/j, rejet le 

station de Vannes-Tohalmic : 60 000 éq.lhab., faible charge, 
hydraulique 9500 dans le secteur 

( Crassostrea 
mensuellement ri''''",''''''',,''' 

20 huîtres ou 30 
bactérienne. 

1 : 

. 1 500 éq.lhab., boues 
le secteur de la rivière 

palourdes 
à mai 2001. 

faible charge, capacité 

philippinarum) ont 
était constitué 

dans l'estuaire de la de Vannes, 
(Ruditapes philippinarum). site est fréquemment 

car il est sous l'influence directe des rejets des 
Ranquin. une zone c1asséc en D et pour 

.. Point 2 : site du Lem, point d'échantillonnage philippinarum ), 
zone classée A (secteur est 

.. Point 3 : site de Roguedas, point d'échantillonnage d'huîtres 
peut être touchée 

d'épuration du secteur. ce site a vu sa contamination diminuer dans les 5 
années. 

.. 4 : secteur du d'échantillonnage d'huîtres (Crassostrea gigas) , 
zone A. 
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Figure 3,] : Golfe du Morbihan, secteur d'étude, posit ion des poinls de suivi. 

1.1.2 Echanti llons dans la population 

7 

Une enquête cas-témoin a débuté dans la région lim itrophe de Vannes (bass in versant nord 
du Golfe du Morbihan), en octobre 1999 sur des cas de gastre-entéri tes sporadiques et des 
témoins indemnes de troubles digestifs el appariés aux cas se lon l'âge. Les médecins 
générali stes libéraux de Vannes ont été soll icités par le réseau sentinelles de l'fNSERM et 
ont été recrutés pour réaliser l'enquête. Les pré lèvements de se lles ont été effectués chez 
les cas et les témoins acceptant de part iciper â l'élU de, puis adressés au labora toire de 
virologie du CHU de Dijon (Pr Pothier). 

Dans un premier temps, les échantillons de selles ont été prélevés chez des patients 
consu ltant un médecin généraliste participant â l'étude, pour une gastro-entérite aiguë (cas) 
ou chez des témoins consultant pour une autre raison. Dans un deux ième temps, afin 
d 'augmenter le nombre d'échanti llons, et donc les chances de détecter des souches vira les 
pouvant être comparées â celles de l'enviroIUlement, des sell es ont été auss i recuei ll ies 
dans des laboratoires d'analyses médicales de ville (sell es liquides ou semi-liquides 
adressées aux laboratoires pour analyse) ou grâce au laboratoire de Microbiologie du 
cen tre hospitalier de Vannes (patients consultant â l'hôpital pour gast ro-entérite aiguë). 
Bien entendu, ces prélèvements n'ont pas été comptabilisés avec ceux obtenus par les 
médecins pour l'étude de la prévalence des différen ts virus dans la population consultant 
en médec ine générale. 

-----'lrœme [ Octobre 2002 



ont été 
et immédiatement aliquotés ct 

1 Microorganismes étudiés 

1 1 Environnement littoral 

• 

.. 

ont été recherchés: 

de contamination 
et sur quelques eaux 

entériques : 
A, rotavirus. 

1 Population 

du CHU de 

(eaux de rejet et coquillages) deux de 

: Escherichia coli et ARN 
tJu~,",~u de Bacteroïdes fragilis). 

humains (Norwalk-Iike entérovirus, 

Sur échantillons de senes les virus suivants ont été 
adénovirus et le virus de l'hépatite calicivirus humains, rotavirus, 

1 

1 1 

des virus dans 

préparation 

analytiques 
au point méthodes a 

échantillons 

échantillons 

au cours de l'étude, un travail analytique 
(chapitre 2.2. Coquillages, amélioration de la 

méthode détection des virus). la 
proposée lors de l'appel à 

en particulier dans les 
purification additionnelle des (nouvelle précipitation au ou 

• 

• 

sur colonne), l'inhibition persistait dans certains échantillons. L'addition d'étapes 
à une méthode déjà (environ 8 heures présentait 

inconvénients: 

allongés et reproductibilité amoindrie, 

perte des acides UM'vA~""" 
U.YULlVl par 

contamination entre 

au cours des différentes 
RNase), 

(par perte du 

Nous avons donc dans un premier évalué 
seule a été 
sensibilité et facilité 

sur critères 
manipulation. 



ce matériel et méthodes, seules les méthodes 

1 Extraction et ("'r;r,("'o;nf virus 

les eaux en utilisant une 
D[c)ce,aer à des essais supplémentaires 

en final sont 

Coquillages 

,.""<,,,,,nT""" au laboratoire, coquillages sont et ouverts. La 
virus se fait sur l'estomac et le diverticulum des mollusques, 

concentrateurs des virus (Schwab et al., 1998). La chair est pesée, puis 
Les tissus sont aliquotés dans des tubes d' 1,5 g et congelés à - 20 

la concentration, les 
Brièvement, 1,5 g 

de PBS puis 
ml), les tubes 

les 

congelés sont 
à potter. 

verre sont rincés par 3 ml 
sur 

par et 
dans un tube verre 

du broyat dans un 
puis 3 ml de chloroforme­

le broyat puis le tout est 
30 sec. Après addition maxImum 1J""".lCJ'" 

pendant 5 
15 min. à 13 500 

pendant 10 
Le 

à 
nucléiques sont 

au laboratoire, échantillons d'eaux épurées sont aliquotés (5 

ml) et congelés à - 20 concentration des particules virales a été réalisée à partir 
d'un aliquot de 30 ml par addition de NaCI (2,5 

1 h à 4 oC, les virus ont précipités par vitesse 

Octobre 2002 



1.3.3 Extraction 

Coquillages 

colonnes 
lavées par 
élués par '"' __ ~_"'_ 
(Gibco BRL). 

• un aliquot est 

nucléiques (AN) 

en utilisant le kit RNeasy Plant Mini kit 
III RLT (tampon de lyse additionné 

tubes sont incubés au bain-marie à 56 
sur la colonne QIAshredder par centrifugation à 

éluats sont transférés dans un nouveau tube et 
Après mélange, sont sur les 

centrifugation pendant 15 sec. 
tampon RWI, puis 2 500 III de tampon 

2 III d'eau distillée stérile 
ces 100 III sont répartis en 2 tubes 

à - 80 oC, 

sont alors 
inhibiteur 

• le second aliquot est pour l'analyse. 

Eaux usées 

Selles 

1 

Au début 
couples 
partenaires. 

1.3.4.1 

amplifiés par 
L'utilisation 
échantillons. 

amorces 
quelque soit le 

en contact avec le culot de PEG puis viral est purifié 
acides nucléiques sont a 

dans 50 III et immédiatement 

à partir des selles est réalisée par une méthode au thiocyanate de 
Amp Viral RNA kit, Qiagen). 

RT-PCR 

bibliographique différents 
les souches virales avec le maximum 

sondes 

au cours de cette ont 
mêmes amorces dans les coquillages, eaux 

même amorces par les participants une comparaison entre 
types d'amorces ont été utilisés dans cette 

pour leur capacité à amplifier un 
virus recherché, 

de souches, 



"typage" 
entre 

caractériser 
différents résultats 

souches et de 
les échantillons cliniques ou 

environnementaux. 

(AV) 

Pour 1 l'eau et coquillages amorces 3' non 
ont été (Mitchell et 1995).Pour le les amorces 
Mon244 et Mon245 ont utilisées (Noël et al., 1 

gcttctgattaaatcaatttt 
+ cgagtaggatcgagggta 
+ atcaccatttaaaattgatttaatcagaag 

Calicivirus (CV) 

Les amorces situées la polymérase ont été par les laboratoires. 

...... u",,'-' en utilisant une amorce NVp Il 0 (Le Guyader, 1996) puis 
pennettant de détecter deux génogroupes ont été (cf. 

le couple JV12-JV13 (Vin je et al., 1996) a également testé afin 
,rrn,pnTl~r la dans ces échantillons 

des amorces PIIO/SR80. 

rPH,nn codant la protéine capside ont 

4865-4884 Guyader et al. 
-;- 4487- 4505 Wang et al., 1 

NI 4768-4788 Green et , 1 
SR48 + 4766-4786 Ando et al., 1995 
SR50 T aac agt ata aac cac Ando et al., 1995 

-;- aac agt ata aac cat tgg 4766-4786 et al., 1995 
4877 Vin je et al., 1996. 

ata cca cta 4552-4572 Vin je et , 1 
+ tgggattctacacaaaaccc 1 78-197 ry sap Noel et al., 1 

SRI-I ccaacccarccattrtacat et al., 1997 
SRI-2 + et al., 1997 

et al., 1997 
5339-5357 Hafliger et ,1997 

Octobre 2002 



+ 

MON381 + 
MON 383 

Rotavirus (RV) 

amorces 

Nom Gène 
9 
9 
4 

ttwccaaaccaaccwgctg 

gènes 4 et 6 ont 

ggctttaaaagagagaatttccgtctgg 
gatcctgttggccatcc 
ttgccaccaattcagaatac 

5028-5046 
5362-5384 
5661-5683 

utilisées. 

1-28 
376-392 
676-695 
868-887 
994-1016 
1 1 

et al., 1990 
Gouvea et al., 1990 
Gentsch et al., 1 
Abbaszadegan et , 1999 
Gouvea et al., 1991 
Gouvea et al. 1991 

Virus hépatite (VHA) 

amorces 
la protéine 

situées 
2001). 

+ 
+ 

+ 

Enterovirus (EV) 

Pour la détection 
eaux et les selles le 

( 1991) permettant une codant 
utilisées. En cours d'étude des amorces plus 

5' non '-V~"'Ul"'- ont été ajoutées les coquillages (Bosch 

ggaaatgtctcaggtactttctttg 
gttttgctcctctttatcatgctatg 

Position 
2389-3414 
2167-21 
2233-2252 
220-240 
68-86 

PV444/Pl a 

, 1 
, 1 

Robertson et , 1 
Bosch et al., 2001 
Bosch et al., 2001 

utilisé tandis les 

du génome et sont donc tout à 
utilisé. Ces amorces sont localisées au 

comparables. 

Nom 
PV444 
Pl 
Psonde 

El 

+ 
+ 

cattcaggggccggagg 
cgttatccgcttatgtactt 
ggctgcgttggcggcctacct 
caccggatggccaatccaat 



1 RT-PCR 

des 
par les d'enzymes 

ont été effectués aux températures les amorces 
(en général 

1 5 Confirmation 

Coquillages 

sur gel polyacrylamide et coloration au bromure 
PCR ont hybridés par la technique du dot-blot 

les produits sont dilués un tampon (10 mM Tris-HCI, 1 mM 
dénaturés pendant 5 min. à 95 oC, et immédiatement placés sur glace. Ils sont 

sur une membrane de nylon par aspiration sous et pvr\r"" 

aux UV pendant 5 min. 
Un positif est 

du 
en 3' 

30 min à 50 
La révélation est effectuée 

à l'aide d'un multi-imager (BioRad). 
Un échantillon est comme positif si un signal est observé après hybridation 

soit l'image vue sur gel) (Le et 2000). 

usées 

pour résultats obtenus pour 
les amorces décrites ci-dessus. 

échantillons de selle ont screenés dans un premier temps méthodes 

une technique et ,1987). 
40 et 41 sont recherchés une technique 

immunoenzymatique DAKO et Adenoclone 40/41, Meridian Diagnostics 

échantillons positifs à l'exception 40 et 41 sont réamplifiés 
afin de caractériser souches détectées, 

sur le séquenceur DNA Sequencer à 
du 

Octobre 2002 
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1 

virus Norwalk-fike (NLV) présentant des particularités moléculaires 
et séquencées au que 1 

"">.,,, ... ,,'"' pour les NLVs l selon la technique 
et région codant la capside pour appartenant aux 

techniques décrites par et al. (1 et Noe! et al. (1 

Détection des inhibiteurs dans coquillages 

d'inhibiteurs est amplification d'un 
du poliovirus de 

Une dîlution correspondant à 10 unités PCR du CI, est 
avec l'échantillon à analyser et introduit dans le mix de RI. La 

Après amplification, la PCR est lue sur gel et 
COITe1;D0,naant au est témoin la d'inhibiteurs. Dans ce cas, l'échantillon est 

dilution au 1/ 1 Oe ou 

1.4 Analyses d'E. coli et bactériophages 

1 1 Préparation des échantillons 

• bactéroides fragilis, 
excl usi vement. 

contamination humaine et de 
à une contamination 
toujours présents sinon en 

dans 

bactéries. Ils sont inertes et ne peuvent se 
Il existe en général une spécificité 

""U.""' .... ., de bactériophages ont proposées 
et Kott, 1996). cette nous 

est très faible. Par 
est assez délicate à mettre en œuvre: conditions d'anaérobiose, fragilité de la 

etc. (Lemaître, 1990). 

• F+ARN spécifiques: ces 
pili fertilité (F). Ces 
ils contiennent un brin d'ARN 

ou Salmonella spp. 

catégories de phages ont 
structure et de taille l'An,.""", 

infectent leur hôte par l' 
à la famille 

car elles constituent 
aux entérovirus (20 à 

assez 
mIses 



œuvre au laboratoire. 
puisqu'elle se fait en 
Ceci a nécessité de mettre au 
sur les phages de bacteroiaes 
de l'étude. 

peu coûteuses et relativement 
de bacterozaes 

un problème au niveau 
un protocole de concentration 

ont ainsi été acquises durant 

Pour les bactériophages, à coquillages sont lavés, ouverts; la 
liquide intervalvaire sont et dilués dans deux volumes 

Le broyat (6 ou 10 à 12 palourdes) s'effectue au moyen d'un 
à la vitesse rapide 3 x ; une centrifugation à basse vitesse 
15 mn permet d'obtenir un plus clair sur lequel se fait 1 

après dilution si surnageant est à 
d'éventuelles vérifications. obtenu est exprimé en nombre 
plage pour 100 liquide intervalvaire (UFP/100 
détection est de 150 

Pour les bactéries : coquillages se fait selon la norme 
Escherichia coli est selon la norme NF 

Les eaux épurées de station d'épuration 

Pour les bactériophages, avant 1 
analysée directement, l'autre 
investigations ultérieures ou 

des F ARN 
sont exprimés en unité 

100 ml. 
Pour les bactériophages 
nécessaire. Le protocole, 
(0.05 M) sont ajoutés à 
ambiante, puis filtrés sur filtre 
)lm. Le filtre sur lequel se sont 
particules virales est obtenue par 
bœuf, de tween 80 et 
limite de détection est alors 

Pour les bactéries : 
échantillons dès réception au 

échantillons sont aliquotés, une est 
congélateur à - pour des 

sur l'échantillon (l ml). 
et la limite de détection est de 100 

fragilis, une étape de 
Duran et al. en 200 l, est le suivant : 
d'échantillon, agités pendant 15 mn à 

47 mm et de porosité 
est récupéré soigneusement et 1 

dans un éluat l'Atn"",..."", 

par conductancemétrie 
normes NF V08-600 et NF V08-1 05. 

Octobre 2002 



1.4.2 Méthodes analyt iques 

1.4.2.1 Indicateur de con tamination fécale : Escherichia coli 

La recherche d'E. coli est réa li sée sur les échantlllons d'eaux usées et de coquillages 
(Dupont et al. , 1996). Les résulta ts colimétriques sont exprimés en nombre d'E. coli par 
100 g de chair et de liquide intervalvaire pour les coquillages (UFPIlOO g) et nombre 
d'E. coli par 100 ml (UFP/ l 00 ml ) pour les effluents de station. 

1.4.2.2. Recherche des bactériophages 

Prép aratioll des échalltillolls et allalyse des phages 

La méthode de détection est basée sur la nonne ISO 10705- 1 ( 1995) pour la détection et le 
dénombrement des F+ARN spécifiques dans les eaux et la norme ISO/CD 10705-4 ( 1999) 
pour la détection et le dénombrement des bactériophages infectant Bacleroïdes f ragilis. Le 
principe de la méthode est simple (figure 1.2) et consiste à mélanger un volume connu de 
l'échantillon à une cu lture de la bactérie hÔle , à l'incorporer ensuite à de la gélose molle 
(semi-solide maintenue en surfusion à 50 OC) et à couler enfin le mélange dans une boîte 
de pétri. 

Après une incubat ion de 18 h à 37 oC, chaque phage présent dans l' inoculum se multip lie 
aux dépens du tapis de bactéries hôtes. Ceci se tradui t par la formation de trous 
correspondant aux plages de lyses. La quant ification sera réali sée en comptant les plages 
de lyse et en les rapportant à 100 ml d 'eau. 

Analyse des bacteriophages 
Méthode de la double couche 

ECO,.ril". ~ ... " .. , 

C~',",. to 
$ /)',.J ... ~, ..... l'la., 

••• 
r\_ 

.. , 
(;.1<1 .... "" ••• , ••• .. , 
50 ' C 

"--------4 Ioc_u,,,,. r 
,IUlI·C 

~ "" ... ... ~a" •• ,." ... , 
P"i" 

Figu re 1.1 : Analyse des phages. 



est une Salmonella WC 49 
d'élimination la 

pennettant à la bactérie 
Cependant ce plasmide 

doivent être au moment la culture de cette ''''''l''rA''''A 

lors de l'analyse dû à la 
hôte). 

Il est indispensable avant de réaliser 
ailleurs, un témoin ~~Ah'>.'." 

bon fonctionnement de 1 

d'effectuer un 
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2 Optimisation des méthodes pour la recherche des virus 
entériques dans l'environnement 

2.1 Eaux résiduaires, modification de la méthodologie 

La présence d'entérovirus dans des eaux résiduaires est reconnue depuis plus d'une 
quarantaine d'années. C'est pourquoi, nous avons procédé chronologiquement à la 
recherche des virus de ce genre. L'absence systématique de leur détection dans des eaux 
résiduaires épurées, anormale au regard de notre expérience, nous a amenés à procéder à 
des essais supplémentaires sur du poliovirus type 1, destinés à améliorer le seuil de 
détection des entérovirus. 

2.1.1 Comparaison de deux techniques d'extraction 

A partir de suspensions virales (poliovirus Sabin type l, LSc 2ab) réalisées dans du milieu 
de culture et dans des eaux de distribution, titrant respectivement 1,9.109 UFP, 5.108 UFP 
et 5.107 UFP / 11,5 ml, la comparaison de l'extraction de l'ARN avec le kit Roche­
Boehringer et du Trizol ™ ajouté directement sur le culot de NaCI-PEG 6000 après 
concentration des virus avec du NaCI-PEG 6000, a montré que le Trizol ™ donnait 
systématiquement des résultats positifs contrairement au kit Roche-Boehringer (résultats 
toujours négatifs). 

2.1.2 Amélioration de la détection par ajout d'une étape d'amplification (semi-nested) 
(Tableau Il) 

La sensibilité de la détection par amplification génique en utilisant les amorces "KI-K2" 
(Kopecka et al., 1993), a été définie en procédant à l'analyse de suspensions (poliovirus 
Sabin type l, LSc 2ab) de concentrations variant de 5.107 UFP / 50 /lI (= 1.106 UFP / ~t1 
dans la réaction RT-PCR on utilise 2 /lI, donc: 2.106 UFP détectables) à 2.10 1 UFP / 2 Ill. 
Dans ces conditions, le seuil de détection obtenu a été de 2.103 UFP / 2 III de volume 
réactionnel. 

La sensibilité de la méthode a donc été améliorée en introduisant une étape supplémentaire 
d'amplification (semi-nested) mettant en œuvre les amorces "F2-KI" (Kopecka et al., 
1993) : le seuil de détection a été évalué à ::; 2.10 1 UFP / 2 /lI. 

2.1.3 Discussion 

Ces résultats concluants pour les entérovirus, ont conduit à pratiquer sur chaque 
échantillon (30 ml), une concentration des virus (NaCI-PEG 6000) suivie d'une extraction 
avec du Trizol TM, réal isée directement sur le culot de centrifugation. Une R T -PCR a été 
réalisée sur tous les virus recherchés. Dans le cas des entérovirus, une PCR « semi-nested » 
a été systématiquement effectuée (amorces: K 1-K2, puis F2-Kl). Pour les rotavirus, le 
segment 9 a été amplifié dans sa totalité (Beg 9 - End9), puis une amplification 
supplémentaire a été systématiquement effectuée avec les amorces Beg9-R4 (semi-nested). 



2.2 Coquillages, amélioration de la méthode de détection des virus 

2.2.1 bibliographique et comparaison 

Seules et présentant un sont 
Les méthodes sont le plus souvent décrites de virus présentant un 
impact publique: virus et le virus de l'hépatite A (VHA). 
On peut que les 2 approches ua",",,",,, 

décrites il y a pour les virus 
d'actualité 2000). essentielle 

nucléiques (AN) pour génique utilisée pour 
des virus non cultivables. Un des autres atouts de cette technique est la 
de caractériser souches détectées par l'hybridation moléculaire du fragment amplifié ou 
par le 

utilisaient le plus souvent 
des souches ou 
coquillages et de la méthode 

, Atmar et al.} 1995 ; el al., 1997 ; Lees et al., 1995 ; 
2.1). Ces ont démontré que la 

chairs coquillage nombreux inhibiteurs pour 
efforts ont donc sur l'extraction-concentration 

des AN. Une améliorations majeures a 
virus sont majoritairement dans les tissus 
hépato-pancréas, intestins) (Romalde et al., 1994, Schwab et al., 

méthodes, basées sur une des dissus digestifs ont 
alors été (Atmar et al., 1995, Sugieda et et Lewis,1999 ; 
et al .. 1999 ; et al., 2000) (figure 2.2). spécifique du 
effectuée, auteurs proposent d'utiliser antigénique comme 
concentration et purification préalable des 2.3). Cependant cette 
méthode les familles un antigène de groupe, ce 
qui limite 
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Coquillage ._------- \ 
glycine pH10 glycine pH9.S 

sonlcation 

freon x 

eau 
1 

Adsorption acide· élut Ion 

1 

précipitation 

ca! floc 

fréon 

Concentration virale ultracentrifugation 

Extraction AN méthode Boom 
95'C 

NLV 
Sensitivily 

HAV 

Validation sur oui 
Echantillons naturels 

Référence 

Extraction AN 

NLV 
Sensibilite 

HAV 

sur 
Ect.anlille,"s naturels 

Référence 

Pi na et al. 98 

Figure 

PBS 

1 
chloroform€l x 2 

pl( 
phenol-chlorolorme 
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preeipitation éthanol 

OUI 

Green et al, 
1999 

2.2. 

! PEG procipitate 
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+ ~ " 
guanidium guanldlum guanidium 5 min /95·C Smln/ 

HCV kit Qlagen 

10' RT·PCR unlts ? :> 10' PCR unlts 4500 PCR unlts 

10 PFU 102PFU 

oui non non 

Hafliger et al. 97 Green et al. 98 Sunen et al. 99 Chung et al. 96 Jaykus et al. 96 

PBS 

ua.,)",-,;::, surI 

Tissus digestifs 

PBS 

Ch,orOfoL. -bul.nol 
c~U·floe 

de coquillages entiers. 

protéase 
brasserie 

-chloroforme pheno!-ch!oroforme Qiagen méthode Boom 
chloroforme CTAS 
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oui 

etaI. 
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Almar etaI. 
1995 

oui 
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1999 

100 PFU 

non 
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2000 

",vu'"'" oasees sur l'analyse de coquillages disséqués. 



Concentration 
Virale 

Extraction NA 

SenSibilité HAV 

Validation sur 
EchantillOfls naturels 

Reference 

21 

Coquillage entier 

,'ydo< / ";00< ~ 
1 glycine 1 glydne glydne pH la 

Cilt noc freon )( 2 

Viral RNA 
Kit Qiagen 

1 

oui 

Lee et al. 
199' 

Ag capture 

5 mini 9SoC RNAzoi 

la PFU 40 PFU 

Lopez -Sabater Cromeans et al. 
etaI. 1997 1997 

PEG ultracentrifugation 

~ ~ 
guanidium méthode Boom 

c.e' 

H~TCID<;o 1 

oui oui 

Croci et al. Munian-MUJlka 

'99' 2000 

Figure 2.3 : Méthodes déve loppées pour la détection spéc ifique du VHA. 

Peu d'auteurs valident leurs méthodes par l'application à des échant illons naturellement 
contaminés. Cette étape semble cependant primordiale pour éval uer l'efficac ité du 
protocole à purifier et à concentrer des particules qui peuvent être dans les tissus des 
coqui llages depui s plusieurs semaines, mais auss i pour évaluer la sensib il ité (la 
contami nation étant le plus souvent très faible). Dans les figures 2. 1, 2.2 et 2.3 la validat ion 
des méthodes proposées sur des échantillons naturels est notée. 

Après la phase initiale d'ex t ract i on~concentrat i on des particules vira les, plusieurs 
protocoles d'extraction-purification des ac ides nucléiques ont été proposés. Le volume 
réact ionnel de la RT-PCR étant fa ible, ces protocoles nécessi tent d'incorporer des phases 
de concentrat ion. Des méthodes utilisent la lyse par le guanid ium et la purifi cation par la 
silice (Lees et al. , 1994 ; Hafl ige r et ai., 1997), ou la purifica ti on par des solvants 
organiques pu is une précipitation. sé lect ive des acides nucléiques comme par exemple 
l'ut ilisation du détergent cation ique cetyltrimethyl ammonium bromide (Jaykus el al., 
1996; Atmar et al., 1995). Il est intéressant de note r que les ki ts commerciaux, mis au 
point au départ pour le diagnost ic clinique, commencent à être utili sés pour les coqui ll ages 
(Hafl iger el al., 1997 ; Shieh el al., 1999 ; Lee el al., 1999). 

A parti r de cette analyse bib liographique nous avons décidé de comparer 2 méthodes de 
concentration (précipi tation par le PEG ou ultracen trifugat ion) et une ex tract ion directe 
(congéla tion dans l'azote liquide) et 3 méthodes d'ex traction et pu rification des AN dont 
une méthode basée sur J'utili sation du trizo l et 2 ki ts commerciaux: Rneasy Mini Plant kit 
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(Qiagen) et le RNA+ (Roche). Ces méthodes ont 
coquillage naturellement contaminé. 

Matériel et méthode 

Echantillon 

Un échantillon de moules a été prélevé dans une zone 

sur un échantillon de 

connue pour une 
contamination en virus humains fréquente. Un d'individus a ramassé, et 

au froid sous 24 h au laboratoire. 
aliquots d' 1,5 g d'hépato-pancréas ont 

ont et 

Concentration virale 

Méthode A : 6 aliquots d'hépato-pancréas ont été placés dans 
de PBS. Les échantillons ont alors été broyés à l'aide d'un 
dans un tube fa\con (50 ml), les tubes de verre ont 
chloroforn1e-butanol. Tous les liquides de 
été soigneusement mélangé au vortex à 
de cat-floc (173 )lI), l'ensemble a été agité pendant 5 min., 
température ambiante puis centrifugé 15 min. à 13 500 
récupéré et transféré dans un tube pour ultracentrifugation 

à 

des particules virales a été effectuée par ultracentrifugation fJ"-'L'YUl" 

4 fin de centrifugation, le surnageant a 
3 méthodes. 

Méthode B : 6 aliquots d'hépato pancréas ont 
pendant quelques heures à -70 oc. Le tampon 
contact avec les tissus encore congelés. Si la 
l'extraction utilisant le trizol, seulement une 
par kits commerciaux afin de respecter 

Méthode C : le broyage des 6 aliquots a été 
centrifugation, le surnageant est mélangé avec 3 ml 

centrifugé pendant 30 min à la 000 à 4 
utilisés pour l'extraction des AN. 

Xlri(lCl,Wn des AN 

chacune des trois méthodes d'extraction, 2 réplicats obtenus 
concentration ont été analysés (Figure 2.4). Pour 

préconisés par les fournisseurs ont 
ci-après. 

Méthode au Trizol : les culots obtenus pour la méthode A et C ont 
Trizol. Pour la méthode B, les tissus ont été broyés 
Trizol. Après contact pendant 5 min, les tubes ont 
12 000 xg. Les surnageants ont été récupérés, incubés 

verre avec 2 ml 
du broyat 

puis 3 
le tout a 

la 

culots 

à 



ambiante, puis 0,2 ml (0}4 
pendant 15 sec, incubation 3 

15 à 12000 à 4 
par l'isopropanoL 

AN ont alors été précipités 

vigoureusement puis passés sur la 
maximum pendant 2 min. Les éluats ont 

volumes d'éthanol. Après 
spin par centrifugation IJ~L'~~' 

700 III de tampon R W l, puis 2 fois 500 III 
1-''''''''"''''.",'"' de 40 Jil d'eau stérile. 

Jil of RLT (tampon de lyse 
tampon de lyse ont été ajoutés sur 

prélevée pour la suite de l'extraction. 
au bain-marie à 56 oc pendant 5 min, 

QIAshredder par centrifugation 
dans un nouveau tube et 

échantillons ont été passés sur 
15 sec. colonnes ont 

RPE. Les RNA ont 

puis 400 Jil de tampon 
les tissus ont été broyés dans 2 ml 

l'analyse. Les mélanges ont 
par 15 sec à 8 000 xg. Les colonnes ont 

par 450 Jil de solution de centrifugation 15 sec à 8 000 
par passage de 50 Jil de tampon d'élution et centrifugation 1 min à 8 000 

Concentration virale 

Extraction 

AN 

A: ultracentrifugation 

x6 

1 . Trizol 

x6 

Figure 2.4 : Schéma pour la 

B: Azote liquide C:PEG 

x6 x6 

Qiagen 3: Roche 

x6 x6 

méthodes. 
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de la qualité de l'extraction 

la pureté de l'ARN par Il V ,,,,,,,. " Pour chaque extrait un aliquot 
d'AN a dilué au 1/1 0 dans du placé dans une cuve 

au spectrophotomètre. Le rapport aux longueurs d'onde 260 et 280 
chaque échantillon. 

d'inbibiteurs d'un CI sbRNA et dbRNA : 
simple brin (sb RNA) ou (dbRNA) ont été construits au 

du génome du poliovirus 1 et du rotavirus souche W A 
de concentrations connues, sont introduits dans les mix 

d'environ 10 PCR, en d' 1 III de l'extrait d'AN 
sont effectuées classiquement. amplification, l'absence de bandes 
correspondant au CI est témoin de la d'inhibiteurs de la RT-PCR dans 

Amorces et sondes 

principaux virus entériques humains ont 
(EV), l'hepatitis A virus (VHA), 
(RV). des amorces spécifiques 
l'étude. 

: astrovirus (A V), entérovirus 
(VNL), et 

comme décri t 

par le fournisseur des 
corp). La transcription a été 

(94 oC pendant 30 s,50 
pendant 30 s) ont été produits amplifiés ont été révélés 

Hybridation 

sur gels de polyacrylamide, coloration au bromure d'éthidium et lecture 
d'un multi-imager (BioRad). 

PCR ont 

(Roche) et la lecture est 
est considéré comme positif si un 

vue sur gel). 

du dot-blot. Brièvement, les 
, 1 Mm dénaturés 
sont fixés sur une 
aux UV pendant 5 min. 

"vu ........ " sont marquées en 3' selon 
pendant 30 min à 50 oC, 

est ensuite effectuée par 
d'un multi-imager (Bio­

est observé après hybridation 



2.2.3 Résultats 

Qualité des Acides Nucléiques 

Analyse par DO: 

Replicat 1 
Replicat 2 

A : Ultracentrifugation 
Trizol Qiagen Roche 
1,2 1,2 0,6 
1,8 1,3 0,5 

B : Azote liquide 
Trizol Qiagen Roche 
1,2 1,9 1,8 
1,2 1,9 1,8 

Trizol 
1,2 
1,1 

C: PEG 
Qiagen 
1,1 
1,5 

Roche 
1,3 
1,3 

Tableau 2: Estimation de la pureté des acides nucléiques extraits par estimation du 
rapport des densités optiques lues à 260 et à 280 mu. 

On estime que la pureté d'un ARN extrait est satisfaisante si le rapport de DO se situe entre 
1,8 et 2,1. Les résultats obtenus ici sont donc variables : par exemple après 
ultracentifugation aucune méthode de purification ne donne de résultats vraiment 
satisfaisants. Par contre, par extraction totale des ARN dans l'azote liquide, les 2 kits 
commerciaux donnent une bonne pureté. 

Persistance d'inhibiteurs: 

sblC 
dblC 

A : Ultracentrifugation 
Trizol Qiagen Roche 

+/+ +/+ -/-
+/+ +/+ -/-

B : Azote liquide 
Trizol Qiagen Roche 

-/- +/+ -/-
-/- +/+ +/+ 

C:PEG 
Trizol Qiagen 

-/+ +/-
+/+ -/+ 

Tableau 3 : Co-amplification des contrôles internes en présence des AN extraits. 
sblC : Contrôle interne simple brin, db IC : contrôle interne double brin 

Roche 
-/-
-/-

-+- : amplification donc absence d'inhibiteurs, - : absence d'amplification donc présence 
d'inhibiteurs. résultats donnés pour les 2 réplicats pour chaque méthode. 

Les résultats obtenus sont variables selon les méthodes de concentration. Après 
ultracentrifugation les extractions des AN par la méthode au Trizol ou l'utilisation du kit 
Qiagen sont efficaces pour éliminer les inhibiteurs. Par contre, après extraction en utilisant 
le kit Roche, aucune amplification n'est obtenue. Après extraction sur broyat dans l'azote 
liquide, seul le kit Qiagen permet d'éliminer efficacement les inhibiteurs. Enfin après 
précipitation par le PEG, les résultats sont assez variables d'un réplicat à l'autre. Après le 
kit Roche tous les extraits sont inhibés. 

Détection des virus 
Après ces premiers résultats, les virus n'ont été recherchés que sur les AN obtenus après 
extraction, en utilisant le Trizol ou le kit Qiagen. En effet, trop d'inhibiteurs persistaient 
après extraction, en utilisant le kit Roche. 
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AV 
EV -1- +/+' -1- -1- -1- -1-

NLV -/+ +/+ -1- -/- -1- -1-
VHA -1- -1- -1- -1- -1- -1-

-1- -1- -1-

Tableau 4 : Résultats obtenus sur réplicats extraits par les méthodes. 
+ ou - : résultat positif ou observé sur gel et confirmé par hybridation. 
+* : résultat positif obtenu hybridation (absence de 
Les résultats sont donnés pour les 2 réplicats effectués pour 

• astrovirus ont été dans tous les réplicats, la méthode utilisée. 
la lecture pouvait Aucun signal n'était visible sur traitement à 

se 

• entérovirus, n'ont par ultracentrifugation et 
en utilisant le kit 

• Norwalk-like n'ont été détectés qu'après ultracentrifugation, les 2 
étant positifs après le kit Qiagen et un seul après en utilisant le 

• rotavirus ont directement sur concentration par 
hybridation, un 

ou extraction totale 
ultracentrifugation et extraction avec le kit Qiagen. 

était positif après et extraction au 
liquide) en utilisant le kit 

établis préalablement pour choisir une méthode (absence d'inhibiteurs, 
reproductibilité), la méthode plus performante est qui associe 

l'ultracentrifugation et l'extraction le kit Qiagen : 

• d'inhibiteurs 
extraction par le kit Roche, 

et 4 pour l'amplification 
pour l'amplification 

un extrait était 
le kit Rneasy MiniPlant 
inhibiteurs. 

ce concerne le 
l'ARNdb. Donc 

est la méthode qui permet d'éliminer le plus 

réalisée sur 18 d'un même lot. 
les tissus coupés en morceaux ont été avant la répartition 

J,5 g. On peut donc pcr,p,.,>.,. une répartition homogène de la contamination. 
compte tenu de notre concernant d'échantillons 

naturellement contaminés, l'analyse a en duplicat pour afin de 
limiter variabilité. De même en augmentant la 

plus fiables que la Apparemment 



n'était pas par du VHA puisque aucune n'a détecter ce virus. 
Par contre toutes les ont permis de différents 

expliqué une dans cet 
la PCR (petit fragment amplifié 89 bp qui moins 

n'est pas un bon critère pour 
sélectionner une méthode. Pour sb, les de sélection seront donc basés sur 
la détection et des NLV. L'ultracentrifugation associé au kit Qiagen a 
détecter ces 2 types de virus (sur pour les NL V et pour un en EV) tandis 
l'ultracentrifugation au TrizoI la détection NL V (sur malS 

un seul réplicat), les 2 réplicats trouvés en EV. 
emoOt~s ont résultats pour la ces 2 

ce qui concerne la détection RV, l'ultracentrifugation associée au trizol soit au 
kit Qiagen a pennis de mais aussi l'extraction directe dans l'azote avec le kit 

.. Plus une méthode est simple. plus on espérer une bonne reproductibilité. 

3 méthodes concentration particules avaient donc sélectionnées 
ce but. pour le choÎx des méthodes d'extraction AN : le Trizol est une 

assez simple et 2 commerCIaux La 
par ultracentrifugation est : environ 2 culot 

6 échantillons. à peu 
liquide est 

de procédure 
longue. Compte tenu des 

ultracentrifugation et 
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3 Epidémiologie des gastro-entérites virales dans le secteur de 
l'étude 

3.1 Recrutement des médecins 

L'enquête continue a été effectuée d'oc tobre 1999 à ma i 2001. Deux phases de recrutement 
de médecins ont eu lieu, nécessi tan t le dép lacement de deux personnes dans le golfe du 
Morbihan. Une première phase de recrutement a eu lieu en oc tobre 99 et une seconde en 
mai 2000. Une campagne de rel ance a également été condui te en décembre 2000 en 
présence de deux membres de ]' Ifremer-Nantes, soit 3 persOImes au total. Au total 42 
médecins généralistes onl été recrutés sur les communes de Vannes, Séné, Arradon, Saint­
Avé. Baden, Auray el Sarzeau (figure 3). Le recrutement de ces médecins s'est fai l sur une 
base volontaire et bénévole avec un taux de partic ipation de 50 %. Au cours de l'étude, 
6 médecins ont cho isi de sort ir du protocole . 

D Communes implIquées dans Télude éptdérnologlQue 

Ba;" 

" Qult .. lfon 

s ...... "'" 

1 . . ~ 
'~ 

" '-___ ---', L--j 

Figure 3 : Communes impliquées dans J'étude épidémiologique. 

cf. I l Epidemio logie virale des gastro-entérites dans le golfe du Morbihan. Versant humain de l'étude 
Liteau. Enquête conti nue effectuée d'octobre 1999 à septembre 2000». R. Brachct. A. Flahault - Inserm 
4444 - Reseau sent inell e. Contrat 98.2.436.400 Del. 



3.2 Description générale des sujets ayant consulté au 1" septembre 2001 

Le critère d'inclusion pour les cas était ce lui édicté par l'OMS pour la description de 
diarrhée aiguë (DA) : au moins 3 selles molles ou liquides en 24 heures depuis moins de 
14 jours. Le cri tère d'inclusion des témoins était l'absence, lors de la consultation, de tout 
signe gastro· intestinal. Les patients part icipant à l'étude acceptaient bénévolement de 
répondre à un questionnaire clinique et de remettre un prélèvement de selles à l'un des 
laboratoires de vi lle. Ceux-c i ont accepté de réceptionner les prélèvements de selles et de 
joindre au protocole leurs échantillons de se ll es afin d 'augmenter le nombre tota l 
d 'échantillons. L'ensemble des pré lèvements était ensuite acheminé par une société de 
transport pri vée au laboratoire de vi ro log ie du CHU de Dijon. 

Le nombre total de sujets inclus (fi ches c liniques reçues) depuis octobre 1999 2 éta it de 
214 cas et 42 témoins (figure 3.1). Parmi les témoins, 12 ont été inclus en 1999,23 en 2000 
et 7 entre janvier et août 200 1. Parmi les cas et témoins inclus, la classe d 'âge la plus 
représentée éta it cell e des 16-65 ans· en notant toutefois que c'est la classe également la 
plus large en nombre d'années (figure 3.2). 

," 
l''T-I 0<. 

'" 

•• 

1 : 
" 

• 
"" 

Figure 3.J : Répartilion des cas et témoins su r la période d'étude . 

2 Après recoupement des fiches cliniques reçues au reseau el des selles identifiées il Dijon comme provenant 
des medecins général istes partici pant il l'étude. Ne sont pas prises en compte les selles issues des laboratoires 
CI de l' hôpital de Vannes. 
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Figure 3.2: Répart ition en classes d 'âges des sujets inclus. 

3.2.1 Eléments cliniques 

Les données qui suivent ne tiennent pas compte du statu t des cas vis-à-vis de l'analyse 
vi rologique des se lles. 

Description de la diarrhée 

Envi ron 55 % des cas ont consulté dès le 1er jour de gastro-en térite et 5 % après le 14" jour. 
Par aill eurs, plus de 80 % des cas présentaient au moins 3 se lles molles ou liquides par 

JOur. 
Chez 85 % des cas les se ll es éta ient liquides avec du sang dans 1 % des selles et des glai res 
dans 6 %. 

Signes associés 

• Des nausées ou vomissements étaient présents chez 70 % des cas que lque so it la classe 
d 'âge. 

• Des douleurs abdominales éta ient signa lées pour 50 % des 0-3 ans, 93 % des 4- 15 ans 
et 80 % des plus de 16 ans (P = 0.0 1). Les jeunes enfants étaient donc les moins 
touchés par ce type de symptômes. 

• La fièvre éta it essentiellement répandue parmi les 0-3 ans avec 60 % de cette classe 
d 'âge contre 26 % des 4-65 ans et 12 % des> 65 ans (P = 0.008). 

• Des difficultés respiratoires étaien t rapPol1ées par 44 % des 0-3 ans avec cette fo is une 
décroÎssance régulière de la % d' une classe d ' âge à une autre (4- 1 5 ; 16-65; > 65 ans). 



31 

3.2.2 Facteurs 

L'association avec 1 facteurs de risques a été 
1 ° jours précédant la consultation. 

• Consommation de coquillages et d'eau du robinet 

Les coquillages un facteur de (P 0,0(4). 
consommation a par 51 % (97/189) % des témoins (10/38). 
consommation robinet quant à elle n'était à la DA (43 % cas vs 
54 

• Contage: 
moins de 3 ans 
diarrhée 

association significative avec un contact récent avec un "'~U<UH 
cas et 41 % P 0.05 NS) ni avec un cas 

du cas (33 % des P 
NS) n'a été """,0""""'" 

• Antibiotiques: 
des cas 

traitement 

3.3 Epidémiologie 

Les données 
associés à chaque 

• Le taux 
parmi les 

• Parmi 4 
6 

3.3.1 Description 

Description de la 

Globalement parmi 
avaient un nombre 

Concernant 1 

d'antibiotiques n'a "'VI~':>UCU'" un de risque (11 
P> 

la diarrhée aiguë 

orale a été prescrit 14 cas. Onze cas ont 
et 6 par un antiseptique. 

clinique en terme 
rto"O,,""'" montrent les 

et de facteurs de 

un 

les cas contre 16 % 

sujets, 16 % 
plus de 65 ans (P 

cliniques selon le statut 

0-3 ans, 12 % de 4-15 
0.09 NS). 

des cas 

cas positifs (pour au moins un 6 cas ont consulté. 
à 3 par jour. 

selles fréquentes chez les cas 
1i",1'",,..I',,, (33/37 cas positifs et 

La présence de ou était très rare (12 
et identifiées cliniquement par une fiche). 
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Ancienneté de la diarrhée au moment de la consultation 
Globalement, la majorité des sujets positifs pour au moins un virus ont consulté leur 
médecin dans les premières 24 heures (63 %), 34 % ont consulté dans la 1 ère semaine de 
gastro-entérite et 3 % durant la 2e semaine. 
Les cas négatifs ont en moyenne consulté plus tardivement avec 49 % des visites lors de la 
2e semaine et 7 % (4/59) après 14 jours (P = 0.006). 

Symptômes associés 

1. Des nausées ou vomissements ont été rapportées par 73 % des cas positifs et pour 55 % 
des cas négatifs (P = 0.06 NS). 

2. Des douleurs abdominales ont été aussi souvent rapportées par des cas positifs (76 %) 
que pour des cas négatifs (75 %). 

3. La présence de fièvre a été rapportée par 47 % des cas positifs contre 26 % des cas 
négatifs (P = 0.03). 

4. Des difficultés respiratoires ont été rapportées par 40 % des cas positifs et pour 20 % 
des cas négatifs (P = 0.03). 

Prise en charge de la diarrhée selon le statut infectieux 

Une ré-hydratation orale a été prescrite à 71 % des cas positifs et à 66 % des cas négatifs 
(P > 0.05, NS). Il n'y a pas eu plus de prescriptions de traitements spécifiques (anti­
diarrhéiques, antiseptiques ou antibiotiques) chez les cas révélés positifs pour un virus que 
chez les cas pour lesquels aucun virus n'a été identifié (P > 0.05, NS). 
En revanche, les diarrhées virales (au moins un virus identifié) ont plus souvent nécessité 
un arrêt de travail par rapport aux diarrhées sans virus identifiés (55 % contre 22 % P = 

0.002). 

3.3.2 Facteurs de risques associés au statut infectieux 

Antibiotiques 

La prise d'antibiotiques dans les 10 jours précédant la consultation n'a pas constitué un 
facteur de risque de diarrhée virale. Parmi les 42 cas positifs ayant renseigné cette variable, 
4 ont pris des antibiotiques, soit 9 % contre 12 cas négatifs en virus parmi 82, soit 15 % 
(P > 0.05, NS). 

Coquillages et eau du robinet 

La consommation de coquillages n'était pas significativement associée à la présence d'un 
virus dans les selles (52 % des cas positifs contre 44 % des cas négatifs; P > 0.05 NS). De 
même que l'eau du robinet qui a été rapportée pour 47 % des cas posi ti fs et 51 % des cas 
négatifs (P > 0.05). 



Contage 

Un contact avec un enfant de moins de 3 ans était significativement plus fréquent chez les 
cas positifs (55 %) que chez les cas négatifs en virus (30 %), P = 0.007. En revanche, un 
contact avec un cas de diarrhée aiguë dans l'entourage du cas, n'a pas constitué un facteur 
de risque supplémentaire d'avoir une diarrhée virale; du moins pour ce qui est des virus 
identifiés dans cette étude (P > 0.05 NS) 

3.4 Discussion 

Le but de ce volet humain de LITEAU, en plus des comparaisons de souches virales entre 
population humaine et environnement, était d'établir un profil épidémiologique pour 
chacun des virus tant en termes de symptômes associés que de facteurs de risque. 
Concernant le 1 er point, seules la fièvre et les difficultés respiratoires ont été 
significativement plus souvent rapportées chez les cas infectés par au moins un virus. 
Pour ce qui est des facteurs de risque, la consommation de coquillages était plus 
fréquente chez les cas de diarrhée aiguë, mais n'a pas constitué un facteur de risque 
spécifique aux diarrhées virales. En revanche, la notion de contage par un enfant 
d'âge < 3 ans était significativement associée à une diarrhée virale. Par ailleurs, les 
diarrhées virales ont nécessité plus souvent un arrêt de travail mais sans qu'un type 
de virus y soit plus associé qu'un autre. 

Il est important de noter les biais intervenus d'une part dans l'inclusion des sujets durant 
l'hiver 99/2000 ainsi que dans la sélection des témoins. En effet, le premier hiver de 
l'étude (99/00) la majorité des médecins nous ont précisé avoir délaissé le protocole du fait 
d'une très forte épidémie de grippe ayant sévi à cette époque (données confirmées par le 
réseau sentinelles), et ce malgré des relances téléphoniques régulières. De ce fait, un 
manque important de données a fortement handicapé l'analyse épidémiologique des cas de 
diarrhée durant le 1 er hiver de l'étude. Par ailleurs la sélection des témoins s'est avérée très 
délicate à entreprendre au dire des médecins, tant de la part de ceux-ci qui ressentaient des 
difficultés à demander un prélèvement de senes à des témoins, que de la pali des témoins 
qui bien qu'ayant répondu au questiOlmaire, n'envoyaient aucun échantillon de selles à 
Dijon. 

De nombreuses relances de motivation ont été effectuées auprès des médecins afin 
d'encourager à la sélection des témoins même sans un total appariement en âge sur les cas 
inclus. La comparaison se serait alors faîte 'à posteriori' mais sur des échantillons plus 
importants, ce qui aurait fourni une meilleure précision statistique. 

Globalement, il ressort de cette étude et des résultats épidémiologiques, qu'il est 
nécessaire de réunir l'ensemble des pré-requis à une analyse statistique rigoureuse avant 
et durant toute la durée de l'étude. Il est en effet indispensable de disposer de données 
épidémiologiques chez des témoins, tant pour assurer des comparaisonsfiables et précises 
entre facteurs de risque, que pour estimer la dijJilsion et le portage des virus dans la 
population générale. La notion de risque relatifou d'Odds-Ratio lié à un agent pathogène 
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est en ejJèt conditionnelle d part, à la présence d 
appariés (en âge en localisation géographique, voir en sexe 
d'autre part, à des tailles d relativement 
sensibilité de tests statistiques optimale. 

conséquences 
et son application. 

Etude de la contamination des selles 

cent quatre vingt une 
,",,,<UV"U de patients ayant 

participant à notre 
(aucune information sur 

ont été réceptionnées 
un médecin ",,,,n,,,,,,. .. , 

et 5 selles, 
de prélèvement). 

cas et de 
pathologies), et 

d une 

envisagées, il sera utile 
d'améliorer au maximum le 

1 Etude cas - témoins consultant un médecin généraliste) 

médecins principalement à Vannes (figure 3.4), ont 
et permis le recueil l échantillons de selles 

d'une part de 121 présentant des signes ( cas) et de 
témoins (patients consultant pour une autre pathologie et n'ayant eu de diarrhée durant 

15 jours précédant la consultation). Enfin, pour un 1 cas - témoin 
précisée (figure 

prélèvements ont médicales de 
liquides ou aux 
de Microbiologie centre hospitalier à 

gastro-entérite Bien entendu, ces 
avec ceux les médecins pour 1 
dans la population consultant en médecine 

• Cf. janvier 2002 . Programme Liteau contamination virale et indicateur de Rapport final. 
Bon Pothier P., Kohli E., Université de CHU Dijon, contrats 01.2436403; 02.2436402 ; 
99.24366401. 
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Figure 3 .. 3 Nombre de patients inclus par les médecins 
et pour lesquels un prélèvement de selles a été reçu 

Figure 3.4 : Localisation des médecins 
participant à l'étude 

3.5.2 Prélèvements collectés par les laboratoires 

Outre le laboratoire de Microbiologie du centre hospi talier de VaJUles qui a envoyé 
84 échantillons de selles, 5 laboratoires d 'analyses médicales de ville ont permis de 
co ll ecter 43 selles diarrhéiques (figure 3.4) : 

• Laboratoire Chai lle t - Kervadec, rue Renaudot, 56 000 Vannes 
• Laboratoire Bonnet, 6 avenue V. Hugo, 56 000 Vannes 
• Laboratoi re Desplanques - Vermond, 63 rue A. Defforges, 56000 Vannes 
• Laboratoire Cini et Le Roux , 4 rue Irlande, 56400 Auray 
• Laboratoire Lévêque Moriat, 19 me Keriolet, 56400 Auray 
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Laboratoi re 
de Vannes 
Laboratoire 1 

Laboratoire 2 

Laborato ire 3 

Laboratoi re 4 

Laborato ire 5 
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Nombre 

90 
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Figure 3.5 : Nombre d 'échanti1Jons reçus des laboratoi res d'analyses médicales. 

3.5.3 Age des patients 

L'âge des patients se réparti t en tre 0 et 74 ans. Ceux-ci on t été classés selon 6 tranches 
d 'âge [0, 2 ans] , [2, 5 ans], [5, 15 ans], [ 15, 65 ans)],;;:: 65 ans et une tranc he 'i nconnu' 
pour les pa tients dont l'âge n'a pas été donné (figure 3.4). L'âge a été renseigné sur le pot à 
prélèvement pou r 238 échantillons (sur 28 1) sur toute ['étude el pour 142 (sur 149) pour 
les patients de médecine générale. 

Le rec ruteme nt a été majori tairement réalisé chez des patients entre 15 et 65 ans pour les 
prélèvements cas-témoins (figure 3.6) et ceux réco ltés par les laborato ires de ville. Par 
contre, pour le labora toire de l' hôpital de Vannes, seules des selles d 'enfants ont été 
prélevées dans les tranches d'âge situées ent re 2 mois et 15 ans, avec une majorité de 
pré lè vements chez des enfants de moins de 2 ans (58/84 : 69 %) (fi gu re 3.7). 

100 Nb de selles 

80 
60 

' 0 
20 

o J;ioiiÎ 
[O-l[ [1-5[ 

7% -[5 -1 S( 

Groupes 

13% 
5% ---(1 S-6S[ >ou=65 inconnu 

d'âge 

Figure 3.6 Répartition des patients inclus par les médecins 
par tranches d'âge 
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Figure 3.7 ; Répartition des patients inclus par le 
laboratoi re hospitalier de Vannes pa r tranches d'âge 

3.5.4 Répartition des prélèvements durant l'étude 

La majorité des prélèvements est parvenue après mai 2000, date à laq uelle les médecins 
avaient été de nouveau motivés. Par ai ll eurs, 44,5 % des prélèvements ont été recuei lli s 
dura nt les p ics hivernaux, â savoir entre novembre et fév rier (fi gure 3.8). Par contre, la 
période d' inclusion des échant illons des laborato ires de ville s'est étendue majori tairement 
hors de cette période puisque 23 % des selles seulement ont été co llectées du rant le pic 
hivernal. 
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Fig ure J .8 : Rêp3rt ition temporelle des êchantillons collectés au cours de l'étude 

Ilfumer Octobre 2002 

,.- N> 

" " 



3.6 Analyse virologique des selles 

1 

3.6.1.1 

• 

• 

• 

des différents virus dans 

pour l'ensemble de l'étude 

de l'analyse virologique des ont dans le tableau 1. 

rotavirus du groupe C a pour 148 selles sur les 
. aucun résultat positif 

négatifs des astrovirus par 
ont été repris et selon la technique utilisée pour 

par Noël et al. (1995). se sont avérés négatifs. 
épidémie de gastro-entérite à la consommation d'huîtres 

1, une souche NLV du génogroupe 1 et proche de la souche Norwalk 
en évidence par amplification à l'aide d'amorces 

de la capside et décrites par (1997), alors qu 
n'était réalisable avec en routine situées sur le 

si de telles souches n'avaient 
diagnostiquées 

sur les 62 ont 
à nouveau par RT-PCR du 

positives et 5 
souches de calicivirus. 

à nos techniques de 
ou douteuses ont 

positives. Ces 10 selles ont 
la polymérase. Finalement, 5 
10 souches ont été comptabilisées 



Origine 

Médecins 

C .. 
(n=121) 

Témoins 
(n=27) 

Inconnu 
(n=1) 

laboratoire 
CH Vannes 

N=84 
l aboratoires 

de vi lle 
n=4J 

Inconnue 
N=5 

Total 
LITEAU 
N=281 

Adenovirus 
Astrovirus Rotavlrus Caliclvirus Entérovirus VHA Co- Selles virus Selles virus 

4041 infections négatives positives 

2 1 13 (2)" 28 (J)" 8 (3)' 0 4 7J (60 %) 48 (40 %) 

0 0 0 3 0 0 0 24 (69%) J (11 %) 

1 0 0 0 0 0 0 0 1 

0 0 20 18 , 0 0 41 (49 %) 4J (51%) 

0 0 0 , 0 0 0 41 (95 %) 2 (5%) 

0 0 1 0 0 0 0 4 (80%) 1 (20 %) 

J 1 J4 (2)' S1 (3)" 13 (3)" 0 , 1B3 165 ) 98 13' 

• (nombre de co-mfectlOns avec cc VITUS) 

Tableau 4.1 : Répartit ion des différents virus recherchés parmi la total ité des 281 
prélèvements reçus au cours de l'étude . 

3.6. 1. 2 Etude cas - témoins 

Les prélévements de selles des patients ayant consulté un médecin généraliste se 
réparti ssent comme suit : 121 cas, 27 témoins auxquels il fau t ajouter un prélèvement non 
renseigné . Ce dernier s'est avéré posi ti fà adénovirus 40 et 41. 
Par ailleurs, la grande majorité des pré lèvements (76 %) provien t d 'adultes ou de grands 
enfants (figure 3.9). 

Parmi les 121 cas , l'analyse virologique a été trouvée positive pour au moins 1 virus pour 
48 d 'entre eux (40 %) (figures 3.8, 3.1 1 et tableau 4.1). Les caliciv irus et les rotavirus ont 
été trouvés prédominants (23 et I l % des cas respectivement). Au contraire, les astrovirus 
et les adénovirus 40 et 4 1 ont été rarement détectés (moins de 2 % des cas) . Pour 4 cas, une 
co-infect ion vira le a été observée mettant enjeu soi t un entérovirus associé à un calicivirus 
(2 cas), ou à un rotavirus ( 1 cas) ou encore un rotavirus associé à un cali civirus (1 cas). 

Parmi les 27 témoins , seule la recherche de ca li civirus a été trouvée posi tive pour 3 ( 11 %) 
d 'entre eux . Aucun autre virus n 'a été détecté (figures 3.8 - 3.10 et tab leau 3.1). 
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Figure 3. 10 : Fréquence des différent s 
virus panni les témoins 
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. ' igure 3.1 1: Fréquence des différents virus panni les cas 

3.6.1.3 Prélèvements inclus par le laboratoire du cen tre hospitalier de Vannes 

Plus de la moi ti é des prélèvements inclus par le laboratoire de l' hôpital de Vannes (43/84, 
51 %) contient des virus, parmi lesquels 20 rotavirus du groupe A (24 %), 18 calic ivirus 
(2 1 %) et 5 entérovi rus (6 %) (figure 3.1 2). Pour rappel, les prélèvements proviennen t 
essentie ll ement d 'enfants de moins de 2 ans présen tant une gastro-entérite (figure 3.13). 
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Figure 3.13 : Repartition des patients indus par le 

prélévements du centre hosp italier de Vannes laboratoire hospitalier de Vannes en fonction des 

21 % 

tranches d 'âge 

3.6.1.4 Prélèvements inclus par les laboratoi res d'analyses médicales 

L'ana lyse des se lles diarrhéiques collectées par les laboratoires d'analyses médicales de 
vi lle n'a permis la mise en évidence que de 2 calicivims sur les 43 prélèvements recueillis 
(figure 3. 14). Les se lles inc luses sont des selles ayant un aspect liquide ou semi-liqu ide. 
Pour rappe l, la grande majorité des prélèvements a été réalisée hors du pic hivernal. 

Ca lici, iru s 
Entérovirus 5% Adénovirus 

0 % 0% 

Astroviru 
0% 

'('t!atif 
95% 

Hépatite 
0% 

Rotavirus 
0% 

3.6.1.5 Prélèvements d'origine inconnue 

Figure 3.14 : Fréquence des différents 

vims dans les prélèvements des 
laboratoi.res d'analyses médicales. 

Parmi ces 5 prélèvements, il a été isolé une souche de rotav irus du groupe A (Tableau 1). 

3.6.2 Répartition des différents virus selon l'âge des patients 

D'une façon globale, la présence d'au moins un des vi ms recherchés a été trouvée positive 
chez 58,5 ; 40,7; 40,0 ; 32,7 et 26,3 % des pa ti ents dans les 5 tranches d'âge [0-2 ans], [2-
5] , [5-15], [15-65], ~ 65 ansrespectivemenl (figure 3. 15). 
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Figure 3.15 : Détection virale pos itive selon les tranches d'âge tous types de prélévements 
confondus . 

Les infections à rotavirus et à calicivirus ont été observées dans toutes les tranches d 'âge 
(figure 3.1 6) . Si l'on considère les 5 tranches d'âge par ordre cro issant, la fréq uence des 
infections à cali civirus est respect ivement de 23, 18, 15,2 1 et 16 % et pour le rotavirus, de 
32,7,1 0, 4 eI1 0%. 
Les entérovirus n 'ont pas été retrouvés dans les selles d'adu ltes de plus de 65 ans. 
Enfin , dans cette étude la seule souche d'astrovirus iso lée a été retrouvée dans les selles 
d'un adu lte de 47 ans. 
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Figure 3.16 : Répartition des différents virus 
par tranche d 'âge 

3.6.3 Infection virale et aspect des selles 

L'aspect plus ou moins liquide des selles n'a pas pu être corrélé avec la présence ou non de 
virus dans les selles (fi gure 3. 17). 
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Figure 3,17 . Aspect des selles et présence de virus 

3.7 Caractérisation des souches d'astrovirus, rotavirus, calicivirus et 
entérovirus 

3.7.1 Typage des souches d'aslrovirus 

Une seule souche d'astrovi rus a été mise en évidence sur les 281 prélèvements de l'étude. 
Les selles prélevées début mai 2001 proviennent d'un(e) pat ien t(e) de 47 ans présentant 
des signes de gastro-entérite et ayant consulté un médeci n généraliste de Vannes. La 
souche (L274) typée par séquençage d'une région de l'ORF2 est un astrovirus humain de 
type 1. 

3.7.2 Typage moléculaire des souches de rotavirus 

Durant la période de l'étude, une co-c irculation de di fférentes souches de rotav irus a été 
observée. En effet, parm i les 34 souches de rotav irus détectées, ont été re trouvées 22 
souches P[8); GI, 6 souches P[4); G2, 2 souches P[6) ; G4 et 1 souche P[8); G9 (fi gu re 
3. 18). Par ailleurs, le gène 9 de 2 souches de génotype P[4J n'a pas pu être amplifi é; de 
même qu' une souche significati vement posit ive en ELISA n 'a pas été amplifiée par RT­
PCR ni par la technique décri te par Gouvea el al. ( 1990), ni pa r celle décrite par Gentsch el 

al. (1992). 
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Figure 3. 18 : Répart ition des diffé rents types de rotavims du groupe A 

3.7.3 Caractérisation molécula ire des souches de calicivirus 

3.7.3. 1 Répart ition des 51 souches détectées durant ['étude. 

Les ca li civirus prése ntent une grande variab ilité génétique et antigénique. Les souches 
humaines appart iennen t aux genres No rwalk- li ke et Sapporo-li ke. Chacun de ces 2 gemes 
est en outre subdiv isé en 2 génogroupes (génogroupes 1 et Il ) à l'i ntérieur desquels on 
dist ingue des génotypes (Vin je el al. , 2000) ou cl usIers (Ando el al., 2000). 

Panni les 51 souches détectées, L1 ne souche (2 %) appartenant au genre Sapporo-Iike, 
proche d u virus London a été retrouvée chez un enfant de 33 mois. Le genre Norwalk-like 
est de loin le plus représenté (98 % des souches) avec une proporti on de 2/3 de souches 
du génogroupe Il (66 % des souches détectées) et de 1/3 (32 %) de souches d u génogroupe 
1 (figures 3.19 et 3.20). 

Les 3 souches isolées chez les témoins (personne ne présentan t pas de signes cliniq ues de 
GEA) se répartissen t comme suit: une souche Saratoga-like (NLV GGI) (patient de 34 
ans), une souche Snow-Mountain -like (NLV GG lI ) (56 ans) et une sOllche nouveau varian t 
(NLV GG II) (4 ans). 

La réparti tion des souches Norwalk-li ke entre les enfan ts et les adu ltes semblerait 
différente. En effet, chez les enfan ts de moins de 5 ans, 17120 souches (85 %) 
appa rt iennen t au génogroupe ri versus 13/26 (50 %) chez les adu ltes (Plus de 15 ans). En 
d'au tres lennes, 13/ 16 (81 %) des souches NLV GG I ont été délectées chez des adultes. 

La figure 3.19 mont re la répart ition des différen tes souches au cours du tem ps. Comme 
pour les rOlav irus , il a été observé une co-circu lati on de souches. 
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3.7.3.2 Caractérisation de souches particulières (figures 3.19,3.21,3.22 et 3.23) 

Lors de cette étude, il a été observé des souches présentant des particularités moléculaires 
posant des problèmes pour leur dépistage (souches proches du virus Norwalk) ou leur 
classification (variants génogroupe II). Ces souches ont clairement émergé au cours de 
l'hiver 2000-2001 et représentent au total 55 % des souches de calicivirus détectées au 
cours de l'étude. 

• Parmi les 12 souches proches du virus Norwalk (24 % des souches), 10 soit 20 % 
des souches de calicivirus ont posé des problèmes de détection, 5 ont été 
difficilement amplifiées et 5 autres, soit 10 % des souches de calicivirus détectées, 
n'ont pu l'être avec les amorces classiquement utilisées (région codant l' ARN 
polymérase). Des essais infructueux ont par ailleurs été réalisés: températures 
d'hybridation plus basses pour augmenter la sensibilité aux dépens de la spécificité, 
PCR nichée, utilisation d'autres amorces spécifiques du génogroupe 1 
précédemment décrites (NVp289-290, Jiang et al., 1999). 
En fait, ces souches ont été détectées par amplification génique d'une région codant 
la capside avec les amorces décrites par Hiifliger et al. (1997). Elles présentent 
environ 90 % d'identité nucléotidique sur cette région avec la souche Norwalk et 
96,7 % d'identité en acides aminés (Genbank n° d'accession M87661). 
Par ailleurs, le gène codant pour l'hélicase de 3 souches 'capside+, polymérase-' 
présente lui aussi environ 90 % d'identité en nucléotides avec la souche Norwalk. 
Ces souches posent un problème diagnostique du fait qu'elles sont mal ou non 
amplifiées par les méthodes d'amplification génique classiquement utilisées. 
D'autres essais utilisant de nouvelles amorces (Yuen et al., 2001) sont en cours. 

• Par ailleurs, deux nouveaux variants appartenant au genre Norwalk-like, 
génogroupe II ont été trouvés dans 18 prélèvements, représentant 35 % des souches 
de calicivirus détectées au cours de l'étude. Ces souches présentent une forte 
identité (supérieure à 98 %) entre elles au niveau de la région codant l' ARN 
polymérase et seulement 85 % d'identité avec la souche Hawaii, souche prototype 
la plus proche (Genbank n° d'accession U07611). Dans le but de déterminer si ces 
souches appartiennent à un nouveau groupe, Il d'entres elles ont fait l'objet d'une 
caractérisation plus poussée par séquençage de la région 5' codant la protéine de 
capside. Sur la base de la séquence de ce gène, deux groupes présentant seulement 
74 % d'identité entre eux ont été observés: un groupe de 10 souches proches de la 
souche Arg320 (Genbank n° d'accession AF190817) de génotype Mexico et une 
souche proche de la souche Grimsby (97,8 % d'identité en nucléotides) (Genbank 
n° d'accession AJ004864) de génotype Lordsdale. 
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3.7.4 Typage moléculaire souches d'entérovirus 

d'entérovirus est en cours. pour le 
dans la S' non partie 

cette technique est bonne le 
détectées ces mêmes amorces 

située dans 1 permettra typer ces Cl'"""""'''' 

Discussion - conclusion 

La détection et le typage principaux virus responsables de gastro-entérites circulant 
dans la population de la région de d'octobre 1 àjuin 2001 montrent 
de rotavirus des A, calicivirus humains, astrovirus, adénovirus 40 et 41 que, 

souches d'entérovirus. Cependant, pour ces derniers la a été faite 
façon systématique sur et n'a ciblée sur une population 

cliniques en rapport avec une infection avec ces De 
prélèvements positifs en de l'hépatite A peut s'expliquer par 

des selles, sur une symptologie gastro-entérites. 

population par cette étude peut répartie en deux groupes principaux: 
d'une part, patients un médecin généraliste pour gastro-entérite aiguë 
(cas) ou une autre (témoins) et d'autre patients consultant au centre 
hospitalier de Vannes gastro-entérite aiguë. recueil des prélèvements a ,.",y\,",,,i;> 

exclusivement sur le volontariat différents de santé tels que médecins 
généralistes, laboratoires médicales de ville et laboratoire hospitalier de 
Microbiologie Vannes. 
A ces deux il 
été 

façon 1",'-'1 l "'''U,", , cette montre l'importance des virus entériques. Plus de 
% des au cours de toute 1 contenaient au moins un virus, les 

4 principaux 30 % et entérovirus 5 %, aucun VHA 
n'a été détecté. 

différents de patients, la présence d'un virus au a été 
des cas consultants en médecine et SI % patients 

consultants au centre hospitalier. forte des virus dans les provenant du 
centre peut expliquée le que de 15 ans au 
plus, avec une majorité d'enfants de 2 ans sensibles aux infections 

5 selles des laboratoires médicale ville 
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contenaient un virus. 
renseignements cliniques sur 

est difficile à ·nt",.f'r\,rpf"" du fait de l ,",Vel'"'''''' 

patients concernés. Il peut en effet s'agir 
suspicion d'infection bactérienne, une coproculture ayant 

"U'''"H'''' la thérapeutique, ou pathologies non 
d'âge, la d'une détection positive 

a clairement lors d'une investigation du pic 
de l'hiver 1998-99 au niveau national 

nous l'avons au cours de cette étude et al., 
sous presse J. Clin. Microbiol.), les calicivirus et les rotavirus trouvés 
prédominants (23 et II générale et 21 

des au centre tandis que les astrovirus et les 
40 et 41 ont rarement détectés à 2 % des cas). de 

pour les rotavirus entre 2 groupes aisément attribuée à la différence 
patients, la eux pour le centre hospitalier étant 
de 2 ans aux infections le 

d'âge avec une relativement constante. Il est 
admis que calicivirus sont un de les 

el al., 1999, Pang et al., 2000). rotavirus ont 
d'âge mais avec une fréquence nettement chez 

versus 4 à 10 % pour autres tranches d ' âge) comme cela est 
il est noter la persistance d'infections 

symptomatiques à Un tel résultat également 
au cours du Kr~'l'n,pr et soumis). 

C n'a observé parmi 
ont 6 % des cas consultants un médecin 

eux présentant une coinfection avec un gastro-entérite, et des 
consultant à 1 pour gastro-entérite. certains sérotypes d'entérovirus 

associés à des de gastro-entérite typage des permettra 
compléter ce 

prélèvement contenir le l 'hépatite A. 

typage des souches de rotavirus et de calicivirus détectées a 
circulation sur cette différentes souches tant pour les 

Il est à noter la de souches de rotavirus P[8] ; G9 
du monde et déjà 

l'importance du genre Norwalk-like et 
tout particulièrement du HP,nrHrrn avaient déjà été au cours 
d précédentes Chikhi-Brachet et al., soumis) 

dans d'autres 



De plus, lors de cette étude, il a observé souches particularités 
moléculaires posant un problème pour leur dépistage (difficulté d'amplification du 
codant pour la polymérase pour les proches virus Norwalk) 

II). nouveaux variants sont 
possédant ORF 1 et 2 provenant souches parentales 

De telles souches recombinantes ont décrites précédemment (Jiang et al., 1 
et al., 2000). Elles pourraient contribuer à la des calicivirus. 

souches .... r",.,.,.."" que les nouveaux variants ont par ailleurs 
retrouvés en France à 1 liées à la d'huîtres, du 

patients hospitalisés durant la même Enfin, le nouveau 
variant - génogroupe II, génotype Mexico) a également dans 
différents pays d'Europe durant J'hiver 2000-01 notamment à l'origine toxi-infections 
alimentaires à la consommation d'huîtres, que ces souches ont 
rapidement au cours l'hiver 2000-2001. 

résultat à montrer que J'étude approfondie 
détectés sur une région donnée peut d à 
plus 

et ne donc pas exactement le ;JU'~U'-'U 

pour répondre au nombre cas 
au niveau épidémiologique. Pour 

palier à cette information nous avons le site du Réseau 

Importance des gastro-entérites la population pendant la période "I."[UU~E': " 

données « Réseau sentinelles» sont reportées 3.24 à pour la 
période dans un contexte et On constate que notre 
encadre deux pics dans la population: le de l'hiver 1999-2000 
(maximum 620 00 000 habitants) et un autre nettement important d'octobre 
2000 à février 1. dernier de gastro-entérite est le plus important observé en 

3.25) ou en Bretagne 3.25) ces dernières 
de 1 1 00 casll 00 000 et 

les informations du 
de précisions au faible nombre de médecins sentinelles dans ce .:>'-'\.,"" .... 

n'en sont pas moins intéressantes. montrent que sur le plan quantitatif, l'étude se 
place donc dans une période « favorable » aux rejets de virus dans l'environnement . 

• http://www.b3 e.jussieu.frisentiwebi 
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Figure 3.24 : Bretagne 1999- 2002 - incidence des cas de gastro-enté rites dans la 
popula tion (données du Réseau Sentinelles). 
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population (dorrnées du Réseau Sentinelles). 

Epidérnie de méningites à cntérovirus • 

Une autre infonnation sur la circulation de virus dans la population émane du Centre 
National des Entérovirus et hépatite A (CHU-Lyon, Prof. M. Aymard· ). Une alerte 
résultant d'une situation épidémique de méningite à entêrovirus (échovirus type 30) a été 
déclenchée au premier semestre 2000. D'une manière générale, cette épidémie a touché 
différentes régions françaises entre mars et mai 2000. Le bi lan effectué le 26 mai 2000 
faisait état d'une ép idémie à échovirus 30 sur le secteur de Vannes en avri l 2000 avec 
détection de l'entérovirus dans une série de prélèvements. Ceci tend à montrer qu ' il ex ista it 
à cette époque la présence de nombreux entérovirus circulant en grande quant ité dans la 
population , la forme méningée ne conccmant qu' un faible pourcentage des personnes 
infectées. Les virus entéri ques excrétés par la popu lation ont pu être rejetés dans les eaux 
usées du secteur de Vannes . 

• Aymilrd@rockfeller.univ-lyon.fr 
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4 Contamination des apports et des coquillages' 

4.1 Conditions météorologiques observées pendant la période d'étude 

Les figures ci -dessous reportent les cond itions météorologiques observées pendant la 
periode d'étude. On constate que celle-ci débute (oclobre 1999) après des plllies assez 
abondantes en début d'automne (figure 4.1). 
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Figure 4.1 : Précipi tations el températures décadai res de l'année 1999 par rapport aux 
moyennes des précipitations et températures observées de 1976 à 1999. 

La période allant de janvier à octobre 2000 (figure 4.2), est marquée par des pluies peu 
abondantes et en dessous de la moyenne des précipi tations (1976-1999). A partir du mois 
de novembre 2000, jusqu'en février 2001 , puis pendant le moi s de mars 200 1, des 
précip itat ions tres abondan tes sont observées dans ce secteur, comme dans tout le reste de 
la France (figure 4.3). 

J Cf. Rapport LitCllU ; Sylllhèsc Ct conclusion - contamination des apports et des coqui llages. Mai 2002. Le 
Guyader S., Capmis M.P., Camus P., Pamaudeau S., Le Me rulec c., Dimeet J., Treguier c., Pommepuy M., 
Ifremer , DE L (rapport interne). 
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Figure 4.2 : Précipitat ions et températures décadaires de l'année 2000 par ra pport aux 
moyennes des précipitations et températures observées de 1976 à 2000. 
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Figure 4.3 Précipitations et températures décadai res de l'année 2001 par rapport aux 
moyennes des préci pitations el températures observées de 1976 à 2001 
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4.2 Observation des débits journaliers des stations d'épuration pendant la 
période d'étude 

Pendant cette étude, les débits ont été ellIegistrés dans les stations d 'épura tions se 
reje tant dans le sec teur d ' étude : 

• La station d'Arradon : 7 000 éq.lhab., boues activées fa ible charge, capacité 
hydraul ique 1 200 mJ/j, rejet dans le golfe du Morbihan (poin te d'Arradon). Cette 
station de charge nominale 1 200, mise en place en février 2 000, a remplacé la 
stati on de Pen Meil (2500 éq.lhab.) qu i était obsolète". On constate penda nt la 
période novembre 2000 à févrie r, pui s mars 200 1, une surcharge hydraul ique de la 
sta tion (fi gure 4.4). Ces surcharges sont en relation avec les pluies observées à ces 
époques (figures 4.2; 4.3). 
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Figure 4.4 : Débits journal iers de la stat ion d'A rradon. 

• La sfation de Vannes-Tohannic : 60 000 éq.lhab., boues act ivées fai ble charge, 
capacité hydraulique 9500 mJ/j , rejet dans le secteur de la rivière de Va lU1es 
(figure 4.5). L' impact des pluies de 1'hiver 2000-200 1, se fait éga lement sentir 
dans ce tte station, avec des débits êlevés pl us soutenus dans le temps par ra pport à 
l' hi ver précédent. 

Jusqu' en j an vicr 2000. il raut notcr l'ex istence d ' un by-pass fonctionnant régu lière ment en période de fort es 
pluies, 
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Figu re 4.5 : Débits journaliers de la station de Vannes-Tohannic, 

• La stat ion de Séné-Le Ranquin : 1 500 éq.lhab. , boues act ivées faible charge, 
capacité hydrau lique 225 mJjj , rejet dans le secteur de la ri vière de VafUles. Il s'agit 
dans ce cas d'une évaluation du débit de la station réalisée à part ir des temps de 
fonctiOlUlement des pompes en entrée de station , car il n'existe pas de mesure de débi t 
en sort ie de station, Les résultats (figure 4.6) indiquent comme pour les autres sta tions 
des surcharges anormales pendant la pé riode allant de novembre 2000 à fév ri er 2001 en 
raison de fortes intrusions d'eaux parasi tes. 
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Suwon d'epur. 'lon de Sene .. Le Ranqum 1 500 EH 
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Figure 4.6 : Evaluat ion des débits journaliers de la station Séné-Le Ranquin. 
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4.3 Rendement épuratoire des stations 
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Figure 4.7 : Rendement physico-chimique épura toire de la s tation Arradon (mai 2000-
Janv. 2002). 

Sur les deux stat ions d 'épurat ion Vannes-Tohann îc et Arradon , nous disposons 
d ' informations concernant le rendement épurato ire sur les paramètres 0805, OCO, MES 
et NTK à partir des auto-contrôles des ex ploitants. Il est intéressant de voi r que les 
rendements des quatre paramètres sont iden tiq ues, et lorsqu ' il ya un défau t de rendement, 
il atteint les paramètres de la même façon. 

Les rendemen ts en MES sont particulièrement in téressants sachant que les paramètres 
microbiologiques leur sont liés (adsorpti on des virus et d ' une partie des bactéries aux 
matières en suspension). Sur la station d 'Arradon , ils on t été de presque 100 % pendant la 
période d ' étude, sauf à la mi-janvier 200 1 (figu re 4.7). A celle époque on a noté un 
dis fonctionnement, marqué par une chute de 20 % du rendement sur les M ES. Par contre, 
su r Vannes Tohannic, c'est en mars-avri l 2000, que l'on a eu une rupture dans le 
fonct ionnement de la station (figure 4.8) avec un rendemen t de MES qui a chuté à 60 %. 

011 peut souligner la correspondance elllre les précipitations anormalement élevées 
d'octobre 2000 à mars 2001, la surcharge observée et la perte du reltdemelll épuratoire 
des statiollS à celte même période. A Arradon la perte de performance est liée aux 
apports hydrauliques excessifs alors qu'à Vanlles-Tohafllric il s'agit de problèmes 
techniques liés à l 'extraction des boues du c/arificateur (mars 2001). 
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F igure 4.8 : Rendement physico-chimique épuratoire de la station Vannes-Tohannic 
Uanvier 1999 à janvier 2002). 

4.4 Les Flux d'E. coli en sortie des stations d'épuration 

Les flux en E. coli en sortie de station ont été ca lculés pour les trois stations à partir des 
données de déb its et des concentrations meslIfées en E. coli réa lisées lors de l' étude. Les 
flu x sont exprimés en Un ité Habitant (U.H) 

100 000 

10000 

j arlY-99 janv-OO janv-01 j anv-02 

F igure 4.9: Flux d'E. coli en sortie de la station d 'épuration d ' Arradon (avril 2000 
janv ier 2002) . 

• Unité Habitant = 1010 E. coli/jour 
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• Station Arradon (7 000 eq/h) : le fl ux moyen observe en E. coli pendant la periode 
d'étude (figure 4.9) a été d'env iron 10 unites/habitant eUH) avec des minima de 1 UH 
et des max ima de 100, voire 400 UH). 
Les fl ux maxima ne sonl pas en relation avec l'augmentation des débits et la baisse d u 
rendement épuratoire observées pendant la période all ant de novembre 2000 à mars 
200 1, contrairement à ce que l'on aurait pu attendre. Il s sont à mettre en relation avec 
les à- coups hydrauliques que peut recevoir celle sta tion en période de nappe hau te et 
de forte pluvios ité, ainsi qu 'à des d iffic ultés teclmiq ues (soutirage des boues). 

-< 

100 000 ... 

Station d 'épufillion de Vannes·Tohannic 

1 0000t-------------~--~------_c_c----------_c~--

.~ 1 000 t--------,-------,'--.--I----'>J----\rl'--''-\-+ -'---\+,--,----=''--

.0 • ~ 
:.ê 1 00 t---------------------~--~------------,--,------c 
c , 

' Ot-~----------~~--~--------------77-----

janv-99 janv-DO janv-01 janv-02 

Figure 4.10 : Flux d'E. coli en sortie de la sta tion d'epurat ion de Vannes~TohaIU1ic. 

• Le flu x de Vannes-TohaIU1ic en E. coli (60 000 eq.lhab .) est en moyenne de 
2000 H/jour, avec des pics allant j usqu'à 10 000 UH (figure 4.10) . Cette station 
représente l'apport principa l dans ce secteur puisque les flu x de Séné~Le Ranq uin 
(figure 4.1 1) sont par ailleurs très inférieurs. 

On n' observe pas de pic particulier dans les nux observés pendant la période 
d 'étude en relation avec la pluie. Cependant , il faut noter que le pas de ca lcul de 
ces nux est assez grand (J mois) et que, de ce fait , il peut ne renéter des incidents 
techniques de fonctionnement dans les stations entre deux séries de prélèvements. 
Toutefois les contrôles journaliers des exploitants sur les stations de Vannes ct 
Arradon ne signalent pas d ' incidents majeurs ct/ou récurrents. 
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Figure 4.11 : Flux d'E. coli en sonie de la station d'épuration de Séné~Le Ranquin. 

Pour conclure, le tableau 4.1. résume les princ ipales données recuei ll ies sur les trois 
sta tions d 'épurat ion pendant la période d 'étude: 

m3/j 
eq./hab. Moyenne -

maxima 

Arradon 7000 1 200 -4000 

Vannes-
60000 10000 - 25 000 

Tohannic 
Séné-Le 

1 500 200 . 600 
RanQuin 

... en Unité Habltan! , 
ND : non déterminé 

Concentration 
Défaut épuratoire Flux E. coli' 

MES Moyenne - maxima 
E. coli 

- 20 % (01-01) 10 -300 8.3 10 
17_ 103 - 510' ) 

· 60 % (02-01) 1 000-10000 
1.9 10 

(1.710' - 8105
) 

ND 100 - 1000 8.10 
(27.10'-4510') 

Tableau 4.1 : Principales dOJUlées sur les stat ions d 'épuration pendant la période étudiée 
(oc tobre 1999 - mai 2001). 
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4,5 Résu ltats microbiologiques dans les eaux usées 

L'ensemble des résultats obtenus entre octobre 1999 et mai 200 1 a été rassemblé da ns les 
tro is tab leallx ci -dessous (4.2.; 4.3; 4.4): 

ARRADON 

• , 
D" 

'" .~ • 'ü - , • • • • ... • • , , , c. • , " > • • • • • 0 " 
" " '- z .., " <; - • 'ü 0 -0: u • '" • • • u 

'" • - :I: ë - - -uj 0 • • E ~ <Il • > • u • 
25/10/99 540 000 3600 12,5 + · · · · 1 
22/11 /99 440 000 2590 50 + · · + · 2 
20/12/99 140 000 3100 141 · · + · · 1 
24/01 /00 77 000 83500 15 + · · · · 1 
21/02/00 6100 6470 200 + · · · · 1 
20/03/00 5000 #N/A 400 + · + + · 3 
19/04/00 30000 666 <LO + + + · · 3 
16/05/00 7700 830 300 + · · · · 1 
05/06/00 1 900 70 + · · · · 1 
03/07/00 3800 300 400 · · · · · 0 
01108/00 146000 566 nf · · · · · 0 
19/09/00 3800 1300 nf · · · · · 0 
17/10/00 52 000 4633 nf · · · · · 0 
14/11/00 10000 430 nf · · · · · 0 
12/12/00 22 000 300 nf · · · · · 0 
09/01 /01 59 000 12470 nf + + · · · 2 
12/02101 65000 300 nf · · · · · 0 
12/03/01 7200 1000 nf · · · · · 0 
10/04/01 55000 5400 nf · + · · · 1 
09/05/01 16000 1933 nf · · · · · 0 

moyenne 84 375 6814 190 
total virus 9 3 3 2 0 17 
"10 virus 45 15 15 10 0 

Tablea u 4.2 : Résultats de la contaminat ion bactériologique el virale dans les eaux épurées 
de la station d'Arradon entre octobre 1999 et mai 2001 . Les resullats 
baetCriologiqucs sont exprimés en UFCItOO ml. Les résultats des phages sont exprimés en 
UFPIIOO ml. Les virus recherches par RT·PCR sont exprimés en terme de présence (+) ou 
absence (-). nf: analyse non réalisée. 



Dan!\ la !\talion d 'Arradon (2 500 eq./ha b. pui s 7 000 eq/hab) et pendant l'étude, nou!\ 
avons observé des variations en indicateurs fécaux très élevées, sans li en direct avee les 
phénomènes météorologiques, le!\ péri odes de !\ureharge!\ menti onnées plus haut ou les 
saisons. Ces vari ati ons semblent a léatoire!\ ct aueune relation n'existe entre les pics 
observés en E. coli, F + RNA o u phages de Bacleroidesfragilis. 

La présence de virus a été surtout m i!\e en év idence la première armée de l'é tude: les 
rotav irus surtout éta ient abondants . Dans 3 échantillons (avr il 2000, janvier et avril 200 1) 
on a noté la présence de VH A. 

w 
~ 
o 

25/10199 
22111199 
20/12/99 
24/01 /00 
21 /02/00 
20/03/00 
19104/00 
16/05/00 
05/06/00 
03/07/00 
01/08/00 
19/09/00 
17/10/00 
14/11100 
12/12/00 
09101 /01 
12/02/01 
12103101 
10/04/01 
09105101 

moyenne 
total vÎrus 
% virus 

8 
LU 

310000 
430 000 
120000 
98 000 
88000 
50000 

420000 
280000 
123 000 
115000 
800000 

80000 
70000 

250000 
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82000 
17000 

180000 
11 6000 
300000 
198450 

VANNES - TOHANNIC 
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• ~ • z 

'" " ~ 1600 
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6 0 4 0 1 11 
3002005 

Tableau 4 ,3 : Résul tats de la conta mination bactériolog ique et virale dan!\ les eaux épurées 
de la stat ion de Tohannie entre octob re 1999 et mal 200 1. Les résu ltats 
bactériologiques sont exprimés en UFC/ IOO ml. Les résultats des phages sont exprimés en 
UFPIIOO ml. Les virus recherchés pa r RT-PCR sont exprimés en terme de présence (+) ou 
absence (-).I1f: analyse non réalisée. 
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Dans la stat ion Vannes-Tohannic (60 000 éq./hab.), la concent ration moyenne en E. coli 
est 10 fois supérieure à ce ll e observée sur Arradon, alors que les concentrations en phages 
ne sont guére plus élevées. On note une plus grande régularité dans les concentrations 
rejetées. La présence de virus, comme pour la stat ion précédente, a été observée le premier 
hiver de l' étude. 

La statÎon du Ranquin est la moins importante des trois stations avec une capacité de 1500 
E/H. Cependant la moyeJUle de col iformes affichée en sortie de cette station est la pl us 
élevée avec une valeur de 800 000 E. colillOO ml. En effet sa fil iaire de trai tement est 
dépassée. De même les concentrations en bactériophages ont pu atteindre des valeurs très 
élevées spécialement pendant les moi s de jui ll et et septembre 2000 où les concentrations 
en sortie étaient importantes. 

LE 

~~ 
1700 400[ 

2430[ 
4570[ 

~ 
~ - - -

--- --=-
433 --- - -

150 + - - - -
350 +-+--

- - - -
24 -
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3600000 1300 [ - + - - -
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[loto' vi ,u. 
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602000 5400 557 
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Tableau 4.4 : Résultats de la contamination bactériologique et virale dans les eaux épurées 
de la station de Ranquin entre octobre 1999 et mai 200 1. Les résu ltats bactcriologiques sont 
exprimés en UFCI1 00 ml. Les résultais des phages sont exprimés en UFPII 00 ml. Les virus recherchés par 
RT-PCR SOnt exprimés en terme de présence (+) ou absence (.). nf: analyse non réalisée. 



La présence de virus a été mise en évidence tout au long de l'étude: les rotav irus surtout 
étaient fréquemment détectés. On a noté la présence de VHA dans quatre échanti llons. Ces 
résulta ts re fl ètent assez bien la mauva ise quali té des eaux rejetées par cette stat ion par 
rapport aux autres stations. 

En conclusion , aucune relation ne s'observe ent re les variations des différents indicatcurs 
entre eux . L' étude pennet de vo ir cependant le rapport des populations E. 
coli/F+RNA/phages de Bacteroides fragilis : les F+RNA sont dix fois plus présents dans 
les eaux usées que les bactériophages de Bacteroides fragilis ; quant aux E. coli ils sont 
respectivement 100 fois ct 1 000 fois plus abondants que les F+RNA et les phages de 
Bacteroides fragilis . La difficu lté d 'analyse de ces derniers (anaérobiose) et leu r faib le 
présence nous a inci té à limiter leur analyse aux 10 premiers mois d'étude. 

En ce qu i concerne les virus, leur présence est aléa toi re par rapport aux concentrat ions en 
indicateurs, ce qu i est conséquent avec leur caractère saisonnier lié à des épidémies dans 
les popula tions des bassins versants. Enfi n, il n'y a aucun lien entre le fonct ionnement ou 
le dysfonctionnement des sta tions cl la présence de virus dans les eaux usées épurées. 

Sur les 60 pré lèvements réa lisés, 44 résu ltats posit ifs ont été obtenus. Le tableau 4.5. 
montre les résu ltats concernant la contamination virale dans les eaux épurées des trois 
stations d'épuration d 'octobre 1999 à mai 2001. 

1 Arradon RanQuin Tohanni 

IN 1 ?( ?r ?( 

" 
lOf.rot 4! 4r ,l( ' 
Iv" " 
lOf. 1 ?r 

1 

lOf. 1: l' ?( 
. . 

lOf. 1: ~ 

10,- , 
Tablea u 4.5 : Résultats en % des virus retrouvés sur les trois stations par virus. 
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résultats mettent en évidence une faible fréquence de la contamination virale des eaux 
de station d'épuration, puisque dans l'ensemble, les résultats ne dépassent jamais 

échantillons à l'exception rotavirus dans la station de 
Il n'y a différence résultats les 

dans les 
entérovirus ; quant aux calicivirus et 

n'a été dans les eaux 
Tohannic). Ces virus ont surtout trouvés 
station d'Arradon malgré une 
inhibiteurs, etc.). 

4.6 Traitement statistique sur 
de virus 

relations entre indicateurs et la présence 

4.6.1 Relation entre virus entériques 

comparaison des résultats obtenus sur les trois stations d'épuration a été sur 
moyennes. comparaison des entre les trois stations (t test) confirme 

une positivité non différente: 

ARRADON - RANQUIN: Pvallle = 1,0 
ARRADON - . Pvalue = 0,332 
RANQUIN - TOHANNIC: Pvalue = 0,288 

mème, la des écarts types (F-test) donne 
statistiquement non significativement 

trois stations 

ARRADON - RANQUIN: P value = 0,402 
ARRADON - TOHANNIC : Pvalue = 0,846 
RANQUIN - TOHANNIC: pvaJue = 0,520 

résultats équivalents 
des échantillons 

le test de des médianes (Kolmogorov-Smirnov 
'il au contraire, une différence significative, confirme que la 

distribution (fréquence d'apparition) de virus est différente entre les trois stations 
d'épuration. 

ARRADON - RANQUI~ : Pvalue = 0,035 
ARRADON - TOHANNIC : Pvalue = 0,0001 
RANQUIN - TOHANNIC : Pvalue = 0,0001 



4.6.2 entre les analytiques sur bactériophages. 

Comparaison des valeurs des résultats d'lfremer-Brest et du 

Le test (P value 0,646) montre valeurs obtenues par les deux 
laboratoires sur les échantillons analysés ne sont pas statistiquement significativement 
différentes. Ces résultats sont confirmés par un autre test non paramétrique (signes 1 
rangs; 0,732) et un test paramétrique (t test; 0,448). 

Comparaison des trois stations d'épuration 
Si l'on »du24 
Brest: 

par Ifremer­
les tests statistiques sur 

médianes et variances montrent qu'il n y a pas de différence 
statistiquement significative entre les concentrations de bactériophages détectés dans 
chaque station d'épuration. 

Comparaison entre les virus et 
chiffres 

nombre d'échantillons 

significativement différentes 
1 : :S 1 000 
2 : > 1 000 < 5 000 
3 : > 5 000 

~H~V'''VA un calcul 

bactériophages -spécifiques 
F-ARN et le 

de procéder directement à une 
consisté à coder valeurs des 

(valeurs du non 

assortie pourcentage de Ces Puis, 
calculs ont 
analyses. 

également vu,,,,,,,,, sur les virus en prenant directement 

La comparaison des représentation montre que pour chaque station 
d'épuration, la moyenne, la médiane et la distribution des deux micro-organismes sont 
significativement différentes. 

ARRADON. 0,008 
RANQUfN : = 0,00001 
TOHAI\TNIC ; Pvalue = 4,51 

En conclusion, il n'existe aucune similitude comportement statistiquement 
significative entre les F-ARN spécifiques et les échantillons positifs en 
virus. 
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4.7 usion 

Sur le plan analytique 

le nombre de apparaît 
être imputables à ce 

• quantité virus rejetée par la population la période étudiée, les épidémies 
population ont été peu importantes en début d'étude (données du 

le pic hivernal 2000-2001 a exceptionnel au niveau 
et en Bretagne. On retrouver ces virus dans 

les pluies également au cours de la période 
- mars 2001 ont pu eaux usées et de ce fait 

ailleurs, de 1 par certaines portes 
IPIT\pntc avant l'arrivée dans non pnse en 

analysée : chaque a 
station d'épuration, le volume 

l'échantillon de départ. 
retrouver plusieurs 

eaux analysées qui peut 
d'inhibiteurs : il a été déjà 

la concentration en 

la détection des astrovirus 
au point en début d'étude 

positifs enregistrés 
dans les eaux usées. 

Sur le plan qualitatif 

à d'un 
par virus correspond 

études antérieures ont 
dans quelques 

montré 

avec la qualité de la PCR la 
la concentration de l'échantillon, 

la PCR 

le nombre 

virus circulant dans la 
tous les virus ont 

population (rotavirus, calicivirus, entérovirus, 

positivité en virus a 
Iv'r" .... ' .. "" 1999 à juin 2000 (en dehors du 

eaux usées. On peut noter la 
n'a pas été trouvé dans 

majoritairement durant 
1). Les eaux de 



station d'épuration de depuis 
rotavirus ont celles des autres 

majoritairement rlpltpf'tpc 

un ordre décroissant 
stations = 38 %), puis 

(17 %), le VHA (12 %), les calicivirus (5 %) et 
(2 

faible signal partir 
malheureusement pas séquencer les virus 

efforts analytiques des échantillons pour 
signaux se sont avérés trop et le séquençage 

réaliser de comparaisons entre souches humaines et 
savoir lesquelles ont été dans le milieu 

Sur plan épidémique 

échantillons d'eaux 
ces prélèvements. 

analyses par le CHU 
Il n'est donc pas 

l'environnement pour 

événements ont décrits dans cette région à cette période: 

Une épidémie à entérovirus (premier semestre 2000): ceux-ci ont été 
essentiellement dans de Vaillles-Tohailllic à cette période; bien 
impossible de les peuvent refléter un la population à cette 

; leur nrpcPr\ eaux d'Arradon est ; par ailleurs sur 
petite station du Ranquin le fonctioilllement optimal, des résultats 
ont trouvés jusqu nPlnnlrp' 2000. 

Une épidémie exceptionnelle en gastro-entérites entre 
totalement nos prélèvements 

population (données sur du réseau de 
la circulation de souches 
n'observons aucun cali ci virus et seulement des 

l'explication d'une 
simultanées semble pouvoir 

alors pas 

dilution des eaux 
ces résultats: le niveau 

2000 et février 2001 
A cette époque dans 

CHU Dijon) on a 
dans notre étude nous 

positifs en rotavirus à cette 

ex cep ti Oillle Iles 
de la technique 
concentrations 

à l'opposé, il est surprenant de constater la DreSC~ll(:e assez fréquente de 
virus de l'hépatite A dans les eaux et ceci en 1 déclarée de cette 
maladie dans le secteur ou détection dans les de Veille Sanitaire 

sur ces résultats, auprès de la Li'LJr'l.U 

cas cliniques liés à ce ce secteur. Cette par d'autres 
auteurs et dans d'autres 2000-2001 (Gironde, Cotentin) pourrait 

de ce virus la population. 
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4.8 Résultats dans les coquillages 

Les indicateurs classiques de contamination bactériologique, E. coli et pour l'indicateur 
"viral" Je bactériophage F-RNA spécifique, montrent que les zones ostréicoles étudiées 
sont de bonne qualité concernant essentiellement les gisements d'huîtres. En effet, les 
analyses effectuées sur les sites de Roguedas et de Créizic sont souvent en limite de 
détection pour E. coli et très faibles ou en limite de détection pour les bactériophages 
F ARN spécifiques. 

En ce qui concerne les gisements de palourdes (tableau 4.6), on observe des différences 
importantes selon le site étudié: 

• le secteur de palourdes de Rosvellec est contaminé avec une moyenne de 11 142 
E. colil100 g et de 17 565 F-RNAII 00 g. A part pour les astrovirus, la contamination 
virale est faible. Cependant si l'on se réfère au pourcentage de virus retrouvé le secteur 
de Rosvellec montre une contamination moins fréquente que celui de Lem, alors que ce 
dernier, au vu des résultats bactériologiques, est beaucoup moins contaminé. Les 
palourdes de Lem sont les seuls coquillages de l'étude où a été détecté un VHA (au 
mois de mars 2000). Aucune corrélation n'est observable entre indicateurs bactériens et 
présence de virus. Le site est constitué principalement de vasières molles et de sable 
vaxeux; la turbidité des eaux est élevée en situation hivernale de crue. 
L'hydrodynamisme y est faible et le temps de renouvellement des masses d'eaux 
supérieur à plusieurs semaines (Marcos et al., 1994). 
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Tableau 4.6 : Résultats microbiologiques obtenus sur les échant illons de palourdes de 
Rosvellec et du Lern . 

• Le sec teur Lem (Palourde poi nt 2): on noIe la présence fréqlleme d'astrov irus, mais 
surtout dans 76 % des cas la présence d 'entérovirus. Il est intéressant de noter que, 
contrai rement aux eaux usées, où ces virus étaien t détectés en début 2000 (période 
ép idém ique), dans le cas des pa lourdes la présence des enlérovi rus persiste jusqu ' en 
avri l 2001. Ceci peul s'expliquer d'une part par la présence d 'autres apports (ri vière de 
Noya lo non prise en compte dans ['étude des apports) mais su rtout par la pe rsistance du 
vi rus dans l'environnement. Sur ce secteur un prélèvement s'est trouvé pos itif en 
hépat ite A. Ce site est consti tué de sable fin et grossier plus ou mOins envasé. 
L'hydrodynamisme y est plus important que sur le si te de Rosvellec . 
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Tableau 4.7 : Resu ltats microbiologiques obtenus sur les échant il lons d'huît res des sites du 
Créizle et Roguedas. 

En ce qui concerne les échantillons d'huîtres (tableau 4.7), ils prov iennent de secteurs 
propres (Le CTéiz ie, classé A el Roguedas en limite d u secteur B). Les résu ltats en E. coli 
et en bactériophages F ARN spéc ifiques sont souvent proches de la li mite de détection. 
Ccci csi particulièrement vrai pour Creizie (deux valeu rs en E. coli légèrement au-dessus 
de la limite de détection et une va leu r pour les phages dépassant le seuil de détection). Sur 
ces deux secteurs, le temp de renouvellement est de l'ordre de la semaine (Marcos el al. , 
1994). 

Cependant , le nombre de vi ms retrouvé su r ce secteur est supérieu r à celui du secteur de 
Roguédas qui par ailleurs affiche des valeu rs en E. coli légè rement plus élevées. Comme 
précédemment déc rit , la présence d'entérovims est observée sur de nombreux échan tillons 
alors q ue calicivi rus et rOlavirus restent en nombre trè s lim ité. 

L'ana lyse de l'ensemble des résultats s 'est effectuée sur la période de l' étude soit 18 mois 
d ' échantillonnage correspondan t à 40 analyses d'huît res et 38 analyses de palourdes pour 
chacun des paramètres suivants: E. coli, phages ARN spécifiques et les cinq vims 
rec herchés. Sur le tableau 4.8 est reporté le pourcentage de résu ltais positifs pour chacun 
des virus recherchès dans les d iffé rents secteurs d 'étude. 



Rosy.U.c L.rn Créizic R uedas 

N " " " " EV lotal --,} " 5 , 
'V% 5 " 25 35 

VHA total 0 , 0 0 
VHA% 0 5 0 0 

CV~O:I 2 

""* 
--,; ,; CV , 

AVlolal 6 5 6 0 
AV% 30 " 30 0 

RV;O:I : 0 : 0 
RV 

Tableau 4.8 : Pourcentage de virus entériques trouvés par point de prélèvements de 
coquillages. 

Les figures suivantes présentent la répar-tition mensuelle de cette série de dorUlées pour 
chacun des virus étudiés. L'analyse des résultats est présentée de façon globale sans ten ir 
compte des années afin d'essayer de soul igner la saisonnalité des phénomènes de 
contamination virale de l'environnementliltoral, enregistrés dans les coquillages. 

% 40 

20 

o 

mol. yi",. 

RV 

'V 

Figure 4.12 : Contamination virale dans les palourdes de Rosve llec. 
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Figure 4.13 : Contamination vira le dans les palourdes de Lem . 

• 

mols vlr" . 

Figure 4.14 : Contaminat ion virale dans les huitres de Roguedas. 
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Figure 4.15 : Contamination vira le dans les huîtres de Cré iz ic. 

A UCUIl VHA, ni rotavims n'ont été retrollvés dans tes huîtres. 



4.9 Discussion Conclusion 

de ces met en 

• contamination palourdes de 

• 

• 

et 0 : ce résultat est surprenant et il serait intéressant 
polluants (par chimiques), ne pourrait 
« absence» de virus. Aucun inhibiteur de la 
extractions ont été plusieurs fois pendant 

manque de 
comme dans 

aux pluies ou aux 

secteur propre (classé 
dans tous les 

• amorces de pour l'envirOlmement 
utilisées pour les 
résultat. 

résultats vont dans le sens 
l'impact des 

et ne peuvent 

ceux obtenus 
la population au 

d'un secteur 
voir si la présence 

responsable de cette 
mis en évidence, et 

même dans ceux 

mêmes que 
responsables 

à savoir qu'il semble 
soit limité. En effet on 

• faible pourcentage dans les coquillages comme dans les eaux 
virus sont très 

séquencer les souches r1pfpf'fpp" 

• manque de « 
une période « 
population). On 
concentrationçde 

conchylicoles. 

en faible car il a été impossible 

n'étant pas alors 
eaux usées et la dilution dans le golfe ayant 

ailleurs les virus ont pu être piégés par 
sur les zones 
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Cependant le cas 
entérovirus sont: 

contredit en partie ces résultats; à 

par la méthode (niveau de lipt,"l't, 

la région 5'Ne permettent d'amplifier 
séquences sont très conservées dans cette 

: en 
la 

que d'autres virus entériques dans l'environnement. Il 

peuvent 
porteuse, 
malades, 
malades 

sur la persistance des différentes 
entérovirus semblent 

auteur donne 
de mer et 90 dans 

plus longtemps et en plus grand nombre 
ou malade. l'on se rapporte aux 

représentaient seulement 13/98 
les calicivirus et les 

manque de données 
qu terme de concentration dans les 

coquillages) ne permet pas d'aller plus loin dans l'interprétation 

5 Outils d'aide à la décision et conclusion 

nous avons décidé d'utiliser 
d'aide à la compréhension et à la 

l'impact des rejets en E. coli, bactériophages et 
microbiologique des coquillages la zone d'étude. 

"calicivirus" a été retenu, car ce est couramment 
aux 

ce type d'approche pour 
existent aussi bien sur 

population, sur leur comportement en mer ou leur taux 

Cependant la disponibilité d'un modèle Ifremer sur le 
faire tourner conditions assez vraisemblables pour 

nous a incité à faire cette démarche. 

théorique puisque 

la 

par la 
les 

le 



Utilisation d'un modèle de dispersion pour simuler l'impact des rejets 

1.1 Présentation du modèle 

modèle hydrodynamique à petite maille (80 m) avait été sur 
du Golfe du Morbihan (Ifremerl AO Il est 

et mailles couvrant région sud modèle de 80 m tient compte aussi 
la morphologie baie (chenaux zones découvrantes importantes), que 

en mer 
modèles hydrodynamiques sur ce secteur sont des modèles en dimensions le 
horizontal (2DH). résolvent mathématiques pour l'hydrodynamique 

équations Saint-Venant, décrivant à chaque point un courant moyenné sur 
profondeur. Les aux limites qui la 
(données par le mondial FES et principales et 

d'eaux usées détaillé (80 m, mars 2DH, Ifremer) est un 
entre et la prendre en compte 

secteur (chenaux ... ). Précisons le modèle prend en 
compte des valeurs de turbidité moyennes sur l'ensemble du secteur. 

modèle de dispersion/advection/microbiologie est semblable à 
Pommepuy (1990). modèle intègre un tenne 

al 

des Ce à des lois faisant aux 
. 4 

contraIgnantes peut être décrit une simple loi, qui est 
l'état des pour avoir un niveau raisonnable 
qui décrivent le devenir des bactéries ou virus sont les 

pour un quelconque contaminant dissous, exception faite tenne "T90" -
pour que 90 % des ne soient plus - qUI 

le devenir et Pommepuy, 1 

de Saint 

u au v 
+-­

aq; R 

u dV vdV + ---+- tgcfJ- 2DusincfJ 
R coscfJ dÎt R dcfJ R 

dHu 
+-----+ 

R coscfJ 

Conditions 

-tgcfJ = 0 
R 

en mer pour ces 
compétition (pour les 

as 
+ 

pH 2 

d'origine intestinale lumière 
prédation ... ete. 
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aHC HvC + ~mmm, __________ -'--_ + _____ --'-_ 
at RcoslfJ RalfJ 

R tglfJ = decay 

u, v . est et nord des courants 
ç : Elevation de la surface de la mer 
H : Hauteur d'eau 
C : Concentration 

Latitude et longitude 
g: 
R : Rayon de la terre 
Ki" Ko: Coefficient diffusion dans les deux directions et 
Kr . Coefficient de strikler 
P, : Pression 
"Cf: Coefficient de frottement au fond 

La décroissance est 
de/dt = Kc, où k 

respectivement 2 

5.1.2 Rappel 

Contamination des 

Le tableau 
échanti lions 

Tableau 

Par 
novembre et 

1 

Con tal1tin ation 

de précision. 

: 

C041Ulllalr!es : 

au nécessaire pour que 90 de la 

coli, bactériophages et les calicivirus 

dans eaux et les coquillages 

a 

Tn"",p'nn,'" en E. coli et bactériophages dans 
trois stations d'épuration (58 échantillons). 

en E. coli (UFC/I 00 ml) et 
stations d'épuration (minimum- maximum). 

détectée dans 20 % des échantillons 

précédent, auquel on se reportera pour 
en virus pendant 1 



classes définies par les direc tives européennes pour E. coli et pour les bactériophages dans les 
deux classes données par la limite de détect ion ( 150 PFUIIOO g): 

Concentrat ionilOO g CV+ CV-
E. coli < 230 70% 70% 
E. coli 230 < X < 4 600 30% 15% 
E. coli > 4 600 0% 15% 
Tota l 100% 100% 

Concentration/100 g CV+ CV-
F+ s écifi ue < 150 60% 60% 
F+ spécifiq ue > 150 40% 40% 

Total 100% 100% 

Tableau 5.2 : Pourcentage des résultats posÎ tifs ou négatifs en calicivirus par rapport à un 
niveau de contamina tion fécale (E. coli et bactériophages F+RNA spécifiques). 

5.1.3 Valeurs simulées dans les rejets 

Simulation des flux d'E. coli et bactériophages 

Les simulat ions ont été réa li sées en condition hiverna le, les flux pour E. coli. les 
bactériophages F+ RNA spécifiques corresponden t à l'épidémie de diarrhées essentiell ement 
vira les observée en France pendant celte période (hiver 2000-200 1). Les rejets d'eaux usées 
alTivant par les stations d'épuration après traitement , on t été calculés, et sont reportés sur la 
table 5.3 

Simulation des flux de calich'irlls 

La mesure actuelle des virus dans J'environnement ne donne que des informations qualitatives 
de la présence des ca li civirus. Pour calculer le flux de calic ivims, nous avons pris le nombre 
de malades calculé à partir de données du "Réseau Sentinelle" et les hypothèses suivantes: 

1. La populat ion dans la région est de 64 000 habitan ts. 
2. Le taux d'attaque 6 %. 
3. Un malade a trois se ll es/jour. 
4. La concentration en calicivirus dans les selles est de 105 CV/g (Atmar, 1998). 

Tohannic Arradon Le Ranquin 

Population 60000 2500 - 7000 1500 
nominale 

Débit (",Clis) 9 500 373-1200 500 
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80 1 

E. coli Is 2.3 100 8.0 10 3.5 10 

Phages/s 3.0 10" 8.010 1.6 10 

Calicivirus/s 1.0.10" 4.0 10 2.010 

" _' r Table 5.3 . CapacIte des stallOns ct epurallon (population et debtl moyen m IJour) et flux 
calculés (par sec.) pour E. coli, les bactériophages e l les calicivirus. 

La durée de l'épidémie simulée - et de ce fait l'excrétion de virus- est de 20 jours. Après cette 
date, nous avons considéré que le rejet de virus étai t terminé et le modèle ne prend alors en 
compte qu'une décroissance virale. Les T90s testés varient entre 24 heures et 30 jours. En 
effet, des études précédentes reportent pour E. coli des T90 de 1 jour (Pomme puy el al.), pour 
les bactériophages et les vi rus (en cul ture) un T90 voisin de 7 jours (walt and Sobsey, 2001 ; 
Gi rones el al. , 1989; Bosch et al., 1993) tandis que le signal vira l en RT~PCR persiste très 
longtemps, ce qui nous a condui t à prendre un T90 pour les vi rus de 30 jours (Le Guyader, 
données non pub liées). 

5. 1.4 Résultats 

Les figures jointes montrent que lques exemples de résultats de simulations. Les 
concentrations reportées concernent l'eau. Ce sont: 
• des moyerules dans l'eau en E. coli, phages et ca licivirus (moyenne sur la verticale), 
• concentrations observées après 20 jours de rejets continus, 
• les valeurs prennent en compte les T90. 

Les figures rapportent les concentrations calculées dans l'eau en bactérie, phages et virus. 
Afin de calculer les valeurs correspondantes dans les coquillages nous avons pris un facteur 
de conversion de 8 : ce facleur a été établi à partir des données statistiques publiées par D. 
Lees el al. (1995) 

La directive EC indIque, pour une classification en zone A, que 90 % des valeurs doivent être 
< 230 E. cofillOO g et pour les zones B < 4 600 E. coli/ I OO g (dans la chair de coqui!!ages). 
Ceci correspondra it à des valeurs dans le coqui llage respectivement à environ 30 E. colilJ 00 g 
et 600 E. colill 00 g, d'après D. Lees el al. (2000) . 

Sur le tableau 5.4 sont reportées les va leurs obtenues pour chaque paramètre (E. coli, phages, 
virus) aux points 1,3 et 4 dans l'eau et les coqui ll ages d'après ces calculs. 



Point 
Classement 

coli 
Remi 

1 10 100 
C 77-770 

0.6 - 3 
A 5 

0.2 - 0.1 
4 A es 0.2 0.8 

: Concentrations (exprimées en 00 ml dans 
et UFCIl 00 g ou 00 g dans 

Résultats simulations sur concentrations 

Les d'impact coli pour 
sur les cartes et B : exemple d'un rejet de 50 
cartes des concentrations sur le dernier 

De même sur le point l, pour les concentrations 
l'étude (point 1 Rosvellec), sont f'Arlf'""rn 

palourdes et à la 

coli 

marée. 

log 100 directement 
-1.00/1 OOml, en entrée de baie. 

de la surveillance REMI dans ce 
4 (Créizic)]. 

par le modèle ou 
. cette zone est 

résultats 
et al., 1995). 

Résultats des simulations sur les concentrations en bactériophages et virus 

Sur les dispersions et 

Simulation de l'impact des sur concentrations: 

dans 1 de 50 jours (C) et de 20 jours 
concentrations maximales sur le dernier de marée, 

en calicivirus : après 50 jours 
dans la population; T90 = 30 
l'eau sur cycle 

cartes 

T90 = 7 jours, 
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Les concentrations en bactériophages au point 1 sont mesures sont en 
concordance avec nos analyses maximum 104 00 ml dans l'eau, ce correspondrait 
à environ 8 104UFPIl 00 g coquillages (si que le taux concentration 

virus est Ceci est évidemment une qui semble 
validée nos en bactériophages obtenus dans les coquillages au cours 
(tableau 5.5). 

Dans de la baie, dilution des 
.......... u'! ... " dans coquillages 

les bactériophages), soit ils sont 
VIruS 

5.1 Discussion des résultats 

Sur le comparaisons entre le modèle 
coli et 

Il est montrer d'une manière apn,pr~ il y a une bonne concordance des 
calculs et mesures : 

• Au point 1, pour coli et les bactériophages, 100 % des trouvés sont 
aux valeurs maximales données par le 

• 95 % E. coli sont 00 g ce 
trouvés sont à une zone A. Pour les 

données par 

• 4, 95 % pour E. coli sont inférieures à 80 UFCIl 00 g. Les 
REMI confirment ces résultats. Pour bactériophages, % des résultats 

sont inférieurs à la limite de détection. 

Point E. coli 

1 

3 
90 % < 800 

4 
Maxi = 77 95 % < 80 Maxi 80 95% LD 

du modèle aux concentrations dans les 
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Pour conclure, modèle de simulation donne des résultats très proches ceux trouvés 
dans les durant la période d'étude pour E. coli et les bactériophages. La 
simulation concernant les caiicivirus, qui n'est qu'un semble 
néanmoins confirmer nos résultats, c'est-à-dire la 
coquillages par ce virus. 

premier de simulation permet de conclure à l'intérêt d'une 
comme outil d'aide à la décision sur un secteur 

néanmoins qu'au vu des approximations actuelles 
virus entériques, des mesures complémentaires 

en particulier posséder: 

• sur le nombre de virus présent dans 

• dans la population 

• sur virus présents dans les eaux et 

• virus dans les coquillages 

malades, 

• pour détections en qui mettent en évidence la 



Conclusions 

L'étude sur le secteur du Golfe du Morbihan avait pour but d'étudier les apports 
microorganismes par stations d et les sur les niveaux 
contamination coquillages dans une zone littorale. 

sur des 
population et 
humains, virus 

d'incidence 
l'environnement 
1 'hépatite A). 
d'informations 
contamination 

ailleurs, au travers 
concentration en indicateurs 

(Escherichia coli et bactériophages). 

L'étude épidémiologique, avait pour but comparer les entre population 
humaine et environnement, et d'établir un profil épidémiologique chacun 

de 1 tant en terme symptômes associés de 
épidémiologique ont que pour ce 
de coquillages était plus fréquente cas de diarrhée aiguë mais n'a pas constitué 
un facteur de risque spécifique aux diarrhées virales. En notion de contage 

un enfant 3 ans était significativement associée à une diarrhée virale. Il est 
cependant important noter les biais dans l'inclusion sujets durant 1 
99/2000 ainsi la sélection 

Globalement, il ressort de cette étude et des résultats qu est 
nécessaire de réunir l'ensemble des "rI---r>'fJ 

et durant toute la l'étude. Il est en 
épidémiologiques 

rigoureuse avant 
disposer de données 

fiables et 
entre des virus dans la 
population notion de risque relatif ou d'Odds-Ratio à un agent pathogène 
est en effet conditionnelle d'une part à présence d'échantillons de cas et de "'"4..,''''''' 

appariés (en en localisation géographique, voir en sexe pour pathologies), et 
d'autre part à tailles d'échantillons relativement d'avoir une 
sensibilité de test optimale. 

analyses microbiologiques ont été 
détection et le 
la 

La population "Ar,,,p1rn 

d'une part, des 
ou pour une autre 
hospitalier de 
exclusivement sur le 

·················~mer 

sur des échantillons de selles: la 
de circulant dans 

effectués d'octobre 1999 à juin 2001 
astrovirus, adénovirus 40 et 41 ainsi 

répartie en deux 
pour 

des 
recueil 

partenaires de santé. A 
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des patients pour lesquels une analyse des selles a été prescrite et réalisée par les 
laboratoires d'analyse médicale de ville. 

D'une façon générale, cette étude montre l'importance des virus entériques, plus de 35 % 
des selles prélevées au cours de toute l'étude contenait au moins un virus, les 4 principaux 
virus de gastro-entérite représentant 30 % et les entérovirus 5 %. 

D'une façon globale, les calicivirus et les rota virus ont été trouvés prédominants (23 et 
Il % des cas consultant en médecine générale respectivement et 21 et 24 % des patients 
consultant au centre hospitalier) tandis que les astrovirus et les adénovirus 40 et 41 ont été 
rarement détectés (inférieur à 2 % des cas). Le typage des souches de rotavirus et de 
calicivirus a montré une co-circulation sur cette région de différentes souches tant pour les 
rotavirus que pour les calicivirus. Le séquençage des souches de calicivirus a souligné 
l'importance du genre Norwalk-like et tout particulièrement du génogroupe II. De plus, 
lors de cette étude, il a été observé des souches présentant des particularités moléculaires 
posant problème pour leur dépistage (difficulté d'amplification du gène codant la 
polymérase pour les souches proches du virus Norwalk) ou leur classification (variants 
génogroupe II). Ces nouveaux variants pourraient contribuer à la diversité des calicivirus. 
Ce résultat tend à montrer que l'étude approfondie de l'épidémiologie moléculaire de virus 
détectés sur une région donnée peut permettre d'appréhender la circulation de ces virus à 
plus grande échelle. 

Les résultats obtenus sur la contamination des eaux usées mettent en évidence la stabilité 
de la contamination fécale issue de ce type de rejets : concentrations importantes en 
indicateur classique de contamination fécale (E. coli) et en bactériophages (F-RNA 
spécifique) quelque soit la saison. Par ailleurs une faible contamination virale des eaux 
usées de station d'épuration a été observée car, dans l'ensemble, la fréquence en virus est 
inférieure à 30 % à l'exception des rotavirus dans la station de Arradon (45 %). Il n'y a pas 
de grande différence d'une station à une autre. Cependant les eaux de rejets de la station 
d'épuration de Tohannic étaient moins contaminées virologiquement à partir de mai 2000, 
que celles des autres stations (Arradon et Le Ranquin). Les rotavirus ont été 
majoritairement détectés dans les trois stations d'épuration (moyenne 38 %), puis dans un 
ordre décroissant les entérovirus (17 %), le VHA (12 %), les calicivirus (5 %) et les 
astrovirus (2 %). 

D'une manière générale, le nombre de résultats positifs en virus apparaît relativement 
faible pour des eaux résiduaires épurées. Diverses raisons peuvent être imputables à ce 
résultat: 

- la quantité d'eau anaZFsée : chaque analyse a cependant été réalisée à partir d'un 
échantillon de 30 ml d'eau de station d'épuration, le volume analysé par virus 
correspond seulement à 1,2 ml de l'échantillon de départ. Cependant des études 
antérieures ont montré la possibilité de retrouver plusieurs souches virales dans 
quelques microgrammes d'échantillon. 



- la qualité eaux analysées qui peut interférer avec la qualité de la par la 
d'inhibiteurs : il a été reporté la concentration l'échantillon, 

provoque également concentration en la PCR 

La qualité de qui actuellement assurent une meilleure décantation 
des que précédemment. raison principale est la mise aux normes stations 
d'épuration en accord avec les nouvelles directives européennes et le renforcement du 
programme contrôle par les exploitants et les 

des virus entériques ces eaux épurées 
constitue néanmoins un élément favorable à une mise en place d eaux de 
rejet stations d'épuration au regard risque sanitaire encouru, lorsque ce rejet se 
fait à proximité parcs conchylicoles et lorsque l'on est en période épidémique 
(pathologie d'hépatite ou dans population). 

Dans les zones conchylicoles, les indicateurs bactériologique, 
coli et pour , le bactériophage spécifique, montrent que les 

zones ostréicoles sont bonne qualité. En concentrations sur sites de 
Roguedas et de sont souvent en limite de pour et faibles ou en 
limite de détection pour F-ARN spécifiques bactériophages 

ce qUI concerne gisements 
selon le étudié, le secteur 
moyenne de 11 1 coli/lOO g et de 17 F-RNNIOO g 
D). Cependant si l'on se au pourcentage de virus 

de celui trouvé sur le gisement du Lem en A avec 

importantes 
contaminé avec une 

zone est C et 
sur ce secteur, il est 

coli comme indicateur). 

trouvés sur le secteur étudié, dans les coquillages montre la 
présence virus entériques, en particulier calicivirus, impliqués 
aux coquillages. Néanmoins résultats contamination faibles en sur 
palourdes très en fécal souligne la nécessité d'améliorer 
techniques détection ce type coquillage. La physiologie des coquillages 
et leur d'alimentation varient d'une à l'autre et l'utilisation de deux 

(huitres et palourdes) avoir contribué aux difficultés 
de résultats. 

L'objectif appliqué de ce projet était d'identifier des outils d'aide à la décision 
le microbiologique à la consommation en particulier en 

validité indicateurs actuels et potentiels (bactériophages F-RNA 
par aux pathogènes Dans cette étude, il n'a trouvé 

aucune relation entre la de entériques humains dans les coquillages et 
indicateurs actuels ou potentiels de contamination virale. 
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uv'",'",'" hydrodynamique a appliquée à des 
simulation donne des très proches de ceux 

d'étude pour et les bactériophages. 
n'est qu'un approximatif, 

confinuer nos effet, cette peu de calicivirus ont 
dans les coquillages, 

l'intérêt d'une telle approche 
secteur co n chylico le. 

premier exercice de simulation permet de conclure à 
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