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Rappel du projet de recherche

Le but de ce projet était d’étudier les apports de microorganismes par les stations
d’épuration et les conséquences sur les niveaux de contamination des coquillages élevés
dans les zones littorales. Ces résultats ont été associés a une approche épidémiologique
basée sur des données d’incidence de différentes souches virales circulant dans la
population et dans ’environnement (entérovirus, rotavirus, astrovirus, calicivirus humains,
virus de I"hépatite A). Par ailleurs, ces résultats ont été évalués au travers d’informations
complémentaires telles que la concentration en indicateurs de contamination fécale
(Escherichia coli et bactériophages).

Le site d'étude était situé dans le Golfe du Morbihan. La circulation des souches virales
dans la population a été étudiée tout au long de ’année en mettant [’accent sur la période
épidémique hivernale. Des analyses microbiologiques ont été réalisées sur des échantillons
de selles. Une surveillance mensuelle a été mise en place dans les eaux usées et les
coquillages, sur 20 mois, afin d’évaluer la dispersion et la persistance des souches de
pathogenes dans I’environnement. Les mémes microorganismes que ceux analysés dans
les selles ont été recherchés dans ces échantillons. L objectif appliqué de ce projet a ¢€té
d’identifier des outils d’aide a 1a décision pour prévenir le risque microbiologique li¢ 4 la
consommation des coquillages.

Introduction

Le développement des activités humaines dans les régions littorales entraine le rejet de
germes pathogénes d’origine fécale dans [Denvironnement estuarien et marin.
L’amélioration des traitements d’épuration, mais aussi la mise en place de normes
bactériologiques pour surveiller les zones de production conchylicole, ont entrainé une
diminution des épidémies bactériennes liées a la consommation de coquillages. Ainsi, a
I’heure actuelle, méme si1 Dorigine de ces gastro-entérites n’est pas élucidée dans sa
globalité (r6le probable des vibrios ou d’autres bactéries), les virus semblent jouer un role
important et leur implication a été clairement établie dans des phénomenes épidémiques
{Miossec et Vaillant, 2001).

Les principaux virus humains susceptibles d’étre détectés dans I'environnement sont les
virus présentant un cycle de multiplication entérique. Parmi les nombreux types (au moins
120 types différents) de virus excrétés dans les feces de malades ou de porteurs sains, on
trouve les entérovirus, hépatovirus, rotavirus, calicivirus (virus Norwalk-like' et Sapporo-
like), astrovirus, adénovirus, coronavirus, parvovirus... Ces virus sont excrétés dans les
selles pendant une durée variant de quelques jours a plusieurs semaines (Kholi ef @/, 2001).
Les propriétés fondamentales des virus conditionnent leur devenir en milieu marin. En

' Les Norwalk-like depuis juillet 2002 sont appelés Norovirus, nous laissons cependant dans ce rapport
I’appellation ancienne.
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effet, leur parasitisme intracellulaire obligatoire, dépendant de cellules hdtes spécifiques,
constitue un élément barriére pour leur développement aprés rejet dans le milieu extérieur.
Ainsi, méme s’ils peuvent persister pendant plusieurs semaines en milieu hostile, leur
concentration n’augmentera pas. Leur capacité a résister aux traitements d’épuration des
eaux usées et aux conditions défavorables du milieu extérieur leur permet de contaminer
des gisements de coquillages situés parfois tres loin des zones de rejet (Bosch ef al., 1988).
En effet, les coquillages, mollusques filtreurs, peuvent concentrer les nombreuses
particules sur lesquelles sont adsorbés les virus.

La mise en évidence de la contamination virale des coquillages, impliqués ou non dans des
toxi-infections alimentaires, est encore restreinte en raison de la difficulté & trouver des
techniques suffisamment sensibles. En effet, la majorité des virus humains, résistants dans
le milieu extérieur sont des virus difficilement ou non cultivables (ce qui exclue toute
possibilité d’isolement de la souche virale), les concentrations rencontrées sont souvent
trés faibles et, enfin, les échantillons sont fréquemment toxiques pour les tapis cellulaires.
Ces dernieres années, la biologie moléculaire a permis un développement tres important de
I’étude de la contamination microbienne de [’environnement (Metcalf et al., 1995,
Pommepuy et Le Guyader, 1998). Cette évolution technologique a été particulierement
intéressante pour la mise en évidence de la contamination virale des coquillages. Ainsi, par
exemple, seule la RT-PCR permet, a I'heure actuelle, de détecter la contamination des
coquillages par les calicivirus humains. Le role important qu’ils jouent dans les
phénomenes ¢pidémiques liées a la consommation des coquillages, ainsi que
vraisemblablement d’autres aliments, a favorisé le développement de méthodes pour les
rechercher.

Ce rapport présente les résultats obtenus au cours d’une étude réalisée dans le secteur nord
est du Golfe de Morbihan soumis a trois principaux rejets urbains contaminants (stations
de Vannes-Tohannic, Séné-Le Ranquin et Arradon), sur la qualité des coquillages
(palourdes et huitres) pendant la période d’octobre 1999 a mai 2001.

o %ﬁeﬂmg r Octobre 2002



1 Matériels et méthodes

1.1 Echantillonnage

1.1.1 Echantillons dans 'environnement

Les microorganismes ont été recherchés dans les eaux de station d'épuration rejetées dans
le golfe, et, dans les coquillages. Les points d'échantillonnage des coquillages (figure 1) ont
ét¢ choisis en fonction de leurs positions vis-a-vis des rejets, les uns sous influence de ces
rejets (points 1 et 3, classement des secteurs conchylicoles en A, C ou D), les autres hors
influence (classement A). La fréquence d'échantillonnage €tait mensuelle pour les eaux
usées et les coquillages.

Sur la figure 1, sont reportés le secteur d'étude et la position des points de prélévements.

Les trois stations d'épuration principales, influengant le secteur, ont été échantillonnées
durant la période d’étude (octobre 1999 — mai 2001} :

e La station d'Arradon : 2 500 éq./hab. puis 7 000 éq./hab. a partir de mai 2000, boues
activées faible charge, capacité hydraulique 375 m’/j, puis 1200 m%/j, rejet dans le
golfe du Morbihan.

e La station de Vannes-Tohannic : 60 000 éq./hab., boues activées faible charge,
capacité hydraulique 9500 m’/j, rejet dans le secteur de la riviére de Vannes.

e [a station de Séné-Le Ranquin : 1 500 éq./hab., boues activées faible charge, capacité
hydraulique 225 m’/j, rejet dans le secteur de la riviére de Vannes.

Les huitres (Crassostrea gigas) et les palourdes (Ruditapes philippinarum) ont été
collectées mensuellement d'octobre 1999 & mai 2001. Chaque échantillon était constitué
d'environ 20 huitres ou 30 palourdes. Les quatre sites ont ét¢ sélectionnés pour leur niveau
de contamination bactérienne.

e Point 1 . site de Rosvellec, dans l'estuaire de la riviere de Vannes, point
d'échantillonnage de palourdes (Ruditapes philippinarum). Ce site est fréquemment
contaminé par des coliformes fécaux car il est sous l'influence directe des rejets des
stations Vannes-Tohannic ¢t Séné-Le Ranquin. C'est une zone classée en D et pour
partie en C, interdite a la péche .

e  Point 2 : site du Lern, point d'échantillonnage de palourdes (Ruditapes philippinarum),
zone classée A (secteur est du golfe).

e  Point 3 : site de Roguedas, point d'échantillonnage d'huitres (Crassostrea gigas), zone
classée B, peut étre exceptionnellement touchée par les rejets dilués des trois stations
d’¢puration du secteur. Cependant ce site a vu sa contamination diminuer dans les §
derniéres années.

e Point 4 : secteur du Creizic, point d'¢chantillonnage d'huitres (Crassostrea gigas),
zone classée A.






Tous les échantillons ont ét¢ adressés rapidement au laboratoire de Virologie du CHU de
Dijon et immédiatement aliquotés et congelés a - 20 °C.

1.2 Microorganismes étudiés

1.2.1  Environnement littoral

Sur les ¢chantillons de D'environnement (caux de rejet et coquillages) deux types de
microorganismes ont ¢té recherchés :

« Les indicateurs de contamination fécale : Escherichia coli et bactériophages (F+ ARN
spécifique et sur quelques eaux usées les phages de Bacteroides fragilis).

« Les virus entériques : astrovirus, calicivirus humains (Norwalk-like virus), entérovirus,
virus de 'hépatite A, rotavirus.

1.2.2 Population

Sur les échantillons de selles les virus entériques suivants ont été recherchés : entérovirus,
calicivirus humains, rotavirus, astrovirus, adénovirus et le virus de I'hépatite A.

1.3 Analyses des virus dans les échantillons

1.3.1 Protocole de préparation des échantillons

Certains problémes analytiques s’étant présentés au cours de I’étude, un travail analytique
de mise au point de méthodes a été réalisé (chapitre 2.2. Coquillages, amélioration de la
méthode de détection des virus). En cffet, les premicres analyses, effectuées en utilisant la
méthode proposée lors de l'appel a proposition, ont montré la présence de nombreux
inhibiteurs en particulier dans les palourdes. Malgré des étapes de dilution ou de
purification additionnelle des acides nucléiques (nouvelle précipitation au CTAB ou
passage sur colonne), I'inhibition persistait dans certains échantillons. L'addition d'étapes
supplémentaires a une méthode déja longue (environ 8 heures d'extraction) présentait
plusieurs inconvénients ;

» temps d'analyse allongés et reproductibilité amoindrie,

« possibilit¢ de perte des acides nucléiques au cours des différentes ¢tapes (par perte du
culot ou dégradation par introduction d'une RNase),

« possibilité de contamination entre les échantillons.

Nous avons donc dans un premier temps (chapitre 2.2), évalué plusieurs méthodes parmi
lesquelles une seule a été sélectionnée sur des critéres d'élimination des inhibiteurs,
reproductibilité, sensibilité et facilité¢ de manipulation.
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De fagon similaire, l'absence de détection d'entérovirus dans les eaux en utilisant une
technique basée sur l'ultracentrifugation a amené a procéder a des essais supplémentaires
de comparaison de méthode (chapitre 2.1).

Dans ce matériel et méthodes, seules les méthodes utilisées en final sont présentées.
1.3.2 Extraction et concentration des virus
Coquillages

Des réception au laboratoire, les coquillages sont lavés, comptés et ouverts. La recherche
des virus se fait sur ’estomac et le diverticulum digestif des mollusques, organes
concentrateurs des virus (Schwab ez al., 1998). La chair totale est pesée, puis les tissus sont
disséqués. Les tissus sont alors aliquotés dans des tubes d'1,5 g et congelés a - 20 °C.

Pour la concentration, les échantillons sont traités selon la méthode décrite par Atmar ez al.
(1995). Brievement, 1,5 g d'hépato-pancréas congelés sont placés dans un tube de verre
avec 2 ml de PBS puis broyés a l'aide d'un potter. Aprés transfert du broyat dans un tube
falcon (50 ml), les tubes de verre sont rincés par 3 ml de PBS puis 3 ml de chloroforme-
butanol. Tous les liquides de ringage sont versés sur le broyat puis le tout est
soigneusement mélangé au vortex a vitesse maximum pendant 30 sec. Aprés addition de
cat-floc (173 ul), l'ensemble est agité pendant 5 min., décanté pendant 10 min a
température ambiante puis centrifugé 15 min. 2 13 500 xg a 4 °C. Le surnageant est
récupéré et transféré dans un tube pour ultracentrifugation (Beckman). La concentration
des particules virales est effectuée par ultracentrifugation pendant 1 heure a 160 000 xg a
4 °C. En fin de centrifugation, le surnageant est éliminé et les acides nucléiques sont
extraits et purifiés comme ci dessous.

Eaux usées

Dés réception au laboratoire, les échantillons d'eaux épurées sont aliquotés (5 fractions de

50 ml) et congelés a — 20 °C. La concentration des particules virales a été réalisée a partir
d'un aliquot de 30 ml par addition de NaCl (2,5 %) et de PEG 6000 (7,5 %). Aprés
agitation 1 h a 4 °C, les virus ont été précipités par centrifugation & basse vitesse (Vilagines
et al., 1997).

%ﬂlﬂ_ﬁ Octobre 2002



1.3.3 Extraction des acides nucléiques (AN)

Cogqguillages

Les AN ont été extraits en utilisant le kit RNeasy Plant Mini kit (Qiagen) ; briévement, les
culots sont repris dans 450 ul de RLT (tampon de lyse additionné de mercapto-éthanol).
Aprés homogénéisation, les tubes sont incubés au bain-marie a 56 °C pendant 5 min,
vortexés vigoureusement puis passés sur la colonne QlAshredder par centrifugation a
vitesse maximum pendant 2 min. Les ¢luats sont transférés dans un nouveau tube et
additionnés de 0.5 volumes d'éthanol. Aprés mélange, les échantillons sont passés sur les
colonnes RNeasy mini spin par centrifugation pendant 15 sec. Les colonnes sont ensuite
lavées par 700 pl de tampon RW 1, puis 2 fois 500 pl de tampon RPE. Les RNA sont alors
élués par passage de 2 fois 50 pl d'eau distillée stérile additionnée de RNase inhibiteur
(Gibco BRL). Puis ces 100 pl sont répartis en 2 tubes de 50 ul :

» un aliquot est immédiatement congelé a - 80 °C,

» le second aliquot est utilisé pour I'analyse.

Eaux usées

Le trizol est mis directement en contact avec le culot de PEG puis I'ARN viral est purifié
par phénol-chloroforme. Les acides nucléiques sont concentrés par précipitation a
l'isopropanol. Le culot final est repris dans 50 ul et immédiatement congelé a - 20 °C.

Selles

L’extraction des ARN a partir des selles est réalisée par une méthode au thiocyanate de
guanidinium et silice (QIA Amp Viral RNA kit, Qiagen).

1.3.4 Détection par RT-PCR

Au début de I'étude une recherche bibliographique avait permis de sélectionner différents
couples d’amorces pour typer les souches virales avec le maximum de consensus entre
partenaires.

1.3.4.1 Amorces et sondes

Les différents virus recherchés au cours de cette étude ont été, autant que possible,
amplifiés par les mémes amorces dans les coquillages, les eaux usées, et les selles.
L’utilisation des méme amorces par les participants permet une comparaison entre
échantillons. Différents types d’amorces ont été utilisés dans cette étude :

« des amorces sélectionnées pour leur capacité a amplifier un large éventail de souches,
quelque soit le type de virus recherché,
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« des amorces de "typage" permettant de caractériser les souches détectées et de faciliter
les comparaisons entre les différents résultats selon les échantillons cliniques ou
environnementaux.

Astrovirus (AV)

Pour I’analyse de 1’eau et des coquillages des amorces situ¢es dans la partie 3’ non codante
ont été utilisées (Mitchell er al., 1995).Pour le typage des AV dans les selles, les amorces
Mon244 et Mon245 ont été utilisées (Noél et al., 1995).

Nom Sens Séquence (5'-3") Position Référence
AV - gettctgattaaatcaatttt 6776-6797  Mitchell et al., 1995
AV1 + cgagtaggatcgagggta 6709-6727  Mitchell et al., 1995
AV3 + atcaccatttaaaattgatttaatcagaag  6768-6797 Marx et al., 1997
Mon 245 - ttagtgagecagecatg 4934- 4953  Noel et al., 1995
Mon 244 + ggtetcacaggaccaaaacc 4541-4560 Noel et al., 1995
Calicivirus (CV)

Les amorces situées dans la polymérase ont été utilisées par les trois laboratoires.

La RT a été réalisée en utilisant une amorce dégénérée NVpl10 (Le Guyader, 1996} puis
des amorces de PCR permettant de détecter les deux génogroupes ont été utilisées (cf. tab.)
Pour les selles, le couple JV12-JV13 (Vinje er al., 1996) a également été testé afin de
vérifier s’il permettait d’augmenter la sensibilité. De plus, dans ces échantillons cliniques,
la recherche du genre Sapporo-like a été réalisée a ’aide des amorces P110/SR80.

Par ailleurs des amorces situées dans la région codant pour la protéine de capside ont
également été utilisées (Hafliger ef al. , 1997).

Nom Sens séquence Localisation Référence
P110 - ac(atg)at(ct)tcatcatcaccata 4865-4884  Le Guyader et al., 1996
P36 +  ataaaa gtt ggc atg aac a 4487- 4505 Wanget al., 1994
NI +  gaa ttc cat cgc cca ctg gt 4768-4788  Greenet al, 1995
SR48 +  gtg aac agc ata aat cac tgg 4766-4786  Ando et al., 1995
SR50 +  gtg aac agt ata aac cac tgg 4766-4786  Ando efal., 1995
SR52 +  gtgaac agt ata aac cat tgg 4766-4786  Andoef al., 1995
JV13 - tcatcatcaccatagaaagag 4856- 4877  Vinje ef al., 1996.
V12 +  ataccactatga tgc aga tta 4552-4572  Vinje et al., 1996
SR80 +  tgggattctacacaaaaccc 178-197 7% Noel et al., 1997
SRI-1 - ccaacccarccattrtacat 5640-5659  Hafliger et al., 1997
SRI-2 +  aaatgatgatggcgtcta 5344-5361 Hafliger ef al., 1997
SRI-3 - aaaayrtcaccgggkgtat 5566-5584  Hafliger et al., 1997
SRII-1 - cgecatcttcattcacaaa 5339-5357  Hafliger et al., 1997
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SRII-2 +  twcetcyttytatggtgatgatga 4844-4866  Hafliger et al., 1997
SRII-3 - ttwccaaaccaaccwgctg 5028-5046  Hafliger et al., 1997
MON381 + 5362-5384  Noeleral., 1997
MON 383 - 5661-5683  Noel et al., 1997
Rotavirus (RV)

Des amorces situées dans les génes 9, 4 et 6 ont été utilisées.

Nom  Geéne Séquence (5'-3") Position Référence
Beg9 9  pectttaaaagagagaatttccgtctgg  1-28 Gouvea et al., 1990
End9 9  gatcctgttggecatee 376-392 Gouvea et al., 1990
Conl 4 ttgccaccaattcagaatac 676-695 Gentsch ez al., 1992
Con2 4  atttcggaccatttataacc 868-887 Abbaszadegan et al., 1999
Cl 6  ctcgatgcetactacagaatcag 994-1016  Gouvea et al., 1991
C4 6  agccacatagttcacatitcatee 1325-1349  Gouvea et al., 1991

Virus hépatite A (VHA)
Les amorces décrites par Robertson et al. (1991) permettant d’amplifier une région codant
pour la protéine de capside VP1 ont été utilisées. En cours d’étude des amorces plus
sensibles situées dans la région 5° non codante ont été ajoutées pour les coquillages (Bosch

etal., 2001).

Nom Sens Séquence (5'-3") Position Référence
Hl - ggaaatgtctcaggtactttetttg 2389-3414 Robertson et al., 1989
H2 + gttttgetectetttatcatgetatg 2167-2192 Robertson ef al., 1989
Hsonde + tcaacaacagttictacaga 2233-2252 Robertson ef al., 1989
H7 - ggagagcectggaagaaaga 220-240 Bosch et al., 2001
HS8 + tcaccgeegtttgectag 68-86 Bosch et al., 2001
H9 + ttaattcctgeaggticagg 150-169 Bosch et al., 2001

Enterovirus (EV)

Pour la détection dans les coquillages, le couple PV444/P1 a été utilisé tandis que dans les
eaux et les selles le couple El et E2 a été utilisé. Ces amorces sont localisées au méme
endroit du génome et sont donc tout a fait comparables.

Nom Sens Séquence (5'-3") Position Référence
Pv444 - cattcaggggccggagg 444-460 Shieh et al., 1997
Pl +  cgttatccgettatgtactt 225-244 Shieh ef al., 1997
Psonde + ggetgegttggeggectacet 357-378 Bosch et al., 1996
E2 - caccggatggccaatecaat 622-642 Chapman et al., 1990
El +  tceggecectgaatgege 446-464 Chapman et al., 1990
F2 + cttgegegttacgac 577-596 Kopecka et al., 1993




1.3.4.2 RT-PCR

Les réactions des RT-PCR ont été effectuées dans les trois laboratoires selon les protocoles
préconisés par les fournisseurs d’enzymes (Perkin-Elmer). Pour les réactions de PCR, 40
cycles ont été effectués aux températures d’analyses appropri¢es selon les amorces
utilisées (en général 50 °C).

1.3.5 Confirmation
Coquillages

Apres lecture par électrophorése sur gel de polyacrylamide et coloration au bromure
d'é¢thidium, tous les produits de PCR ont été hybridés par la technique du dot-blot.
Briévement, les produits amplifiés sont dilués dans un tampon (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA), dénaturés pendant 5 min. a 95 °C, et immédiatement placés sur la glace. Ils sont
ensuite fixés sur une membrane de nylon (Roche) par aspiration sous vide et exposition
aux UV pendant 5 min.

Un contrdle positif est introduit sur chaque dot-blot. Les sondes sont marquées en 3' selon
la technique du tailing (Roche). Aprés pré-hybridation pendant 30 min a 50 °C,
I'hybridation est réalisée pendant 2 heures a 50 °C. La révélation est ensuite effectuée par
chémi-luminescence (Roche) et la lecture est effectuée a I'aide d'un multi-imager (BioRad).
Un échantillon est considéré comme positif si un signal est observé aprés hybridation
{(quelle que soit I'image vue sur gel) (Le Guyader et al., 2000).

Eaux usées

Une semi-nested PCR a été réalisée pour confirmer les résultats de PCR obtenus pour les
entérovirus et les rotavirus en utilisant les amorces décrites ci-dessus.

Selles

Les échantillons de selle ont été screenés dans un premier temps par des méthodes plus
rapides.

Les rotavirus sont recherchés par une technique immunoenzymatique (Pothier ef al., 1987).
Les astrovirus et les adénovirus 40 et 41 sont également recherchés par une technique
immunoenzymatique (IDEIA, DAKO et Adenoclone 40/41, Meridian Diagnostics
respectivement).

Tous les échantillons positifs a I’exception des adénovirus 40 et 41 sont réamplifiés par
RT-PCR afin de caractériser les souches détectées, par séquengage direct des produits de
PCR sur le séquenceur 373 DNA Sequencer a ['aide du kit Big Dye Terminator selon les
recommandations du fabricant (Applied Biosystem).
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Certaines souches de virus Norwalk-like (NLV) présentant des particularités moléculaires
ont été amplifiées et séquencées au niveau d’autres régions que I’ARN polymérase : région
codant pour I’hélicase pour les NLVs du génogroupe 1 selon la technique décrite par Wang
et al. (1994) et région codant la capside pour les NLVs appartenant aux génogroupes [ et II
selon les techniques décrites par Hifliger et al. (1997) et Noel et al. (1997) respectivement.

1.3.6 Détection des inhibiteurs dans les coquillages

La persistance d'inhibiteurs est recherchée par amplification d'un contrdle interne simple
brin (CI), construit au laboratoire a partir du génome du poliovirus de type 1 (Le Guyader
et al., 1997). Une dilution correspondant & 10 unités PCR du CI, est mélangée a volume
égal avec I'échantillon a analyser et introduit dans le mix de RT. La RT-PCR est ensuite
effectuée classiquement. Apres amplification, la PCR est lue sur gel et I'absence de bandes
correspondant au CI est témoin de la présence d’inhibiteurs. Dans ce cas, ’échantillon est
analysé apres dilution au 1/10° ou re-extrait.

1.4 Analyses d'E. coli et de bactériophages

1.4.1  Préparation des échantillons

Les coquillages

Les bactériophages sont des virus infectant les bactéries. Ils sont inertes et ne peuvent se
développer qu’en présence de la bactérie hote. Il existe en général une haute spécificité
entre la bactérie et son phage. Plusieurs classes de bactériophages ont été proposées
comme indicateurs de contamination fécale (Armon et Kott, 1996). Pour cette étude nous
avons retenu les deux groupes suivants :

e Les phages de bactéroides fragilis, bactérie anaérobie présente dans le tractus intestinal
de I'homme exclusivement. Ces bactériophages présentent ’avantage de signer une
contamination humaine et de permettre ainsi de distinguer ['origine de la pollution par
rapport a une contamination d’origine agricole (Joffre ef al., 1997). Cependant ils ne
sont pas toujours présents sinon en nombre limité dans les selles humaines et de ce fait
leur concentration dans 'environnement est tres faible. Par ailleurs la méthode de
détection est assez délicate a mettre en ceuvre : conditions d’anaérobiose, fragilité de la
bactérie, etc. (Lemaitre, 1990).

e Les phages F+ARN spécifiques : ces phages infectent leur hote par I'intermédiaire de
pili sexuels de fertilité (F). Ces phages appartiennent a la famille des Leviviridae (MS2),
ils contiennent un brin d’ARN monocaténaire et infectent des bactéries telles que £
Coli ou Salmonella spp.

Ces deux catégories de phages ont été retenues, car elles constituent des groupes assez
homogenes de structure et de taille comparable aux entérovirus (20 a 27 um). Leurs mises
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en évidence nécessitent des techniques peu coliteuses et relativement faciles & mettre en
ceuvre au laboratoire. Cependant la recherche de bacteroides fragilis est plus délicate
puisqu’elle se fait en anaérobiose, et a posé un probleme au niveau des seuils de détection.
Ceci a nécessité de mettre au point un protocole de concentration des virus. Des données
sur les phages de bacteroides fragilis ont ainsi ét¢ acquises durant les neuf premiers mois
de I’étude.

Pour les bactériophages, a la réception, les coquillages sont lavés, ouverts ; la chair et le
liquide intervalvaire sont récupérés, pesés et dilués dans deux volumes d’eau peptonée
salée. Le broyat (6 huitres ou 10 & 12 palourdes) s’effectue au moyen d’un Waring Blender
a la vitesse rapide 3 x 30 secondes ; une centrifugation a basse vitesse (2 500 g) pendant
15 mn permet d’obtenir un surnageant plus clair sur lequel se fait ’analyse en plusieurs
réplicats aprés dilution si nécessaire. Le surnageant est conservé a - 20 °C pour
d’éventuelles vérifications. Le résultat obtenu est exprimé en nombre d’unités formant
plage pour 100 grammes de chair et de liquide intervalvaire (UFP/100 g). La limite de
détection est de 150 UFP/100 g.

Pour les bactéries : la préparation des coquillages se fait selon la norme NF V08-600.
Escherichia coli est recherchée par conductancemétrie selon la norme NF V08-105.

Les eaux épurées de station d'épuration

Pour les bactériophages, avant 'analyse, les échantillons sont aliquotés, une partie est
analysée directement, 'autre partie est gardée au congélateur a - 20 °C pour des
investigations ultérieures ou confirmation de résultats.

L’analyse des F ARN spécifiques se fait directement sur I’échantillon (1 ml). Les résultats
sont exprimés en unité formant plage de lyse et la limite de détection est de 100
UFP/100 ml.

Pour les bactériophages de Bactéroides fragilis, une étape de concentration s’avere
nécessaire. Le protocole, décrit par Duran er al. en 2001, est le suivant: 10 ml de MgCl,
(0.05 M) sont ajoutés a 100 ml d’échantillon, agités pendant 15 mn a température
ambiante, puis filtrés sur filtre millipore de diametre 47 mm et de porosité 0.22 ou 0.45
um. Le filtre sur lequel se sont fixés les virus est récupéré soigneusement et I’¢lution des
particules virales est obtenue par sonication du filtre dans un ¢luat composé d’extrait de
beeuf, de tween 80 et de chlorure de sodium. Le facteur de concentration est de 20 et la
limite de détection est alors de 5 PFU/100 ml.

Pour les bactéries : FEscherichia coli est recherchée par conductancemétrie dans les
échantillons dés réception au laboratoire selon les normes NF V08-600 et NF V08-105.
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La souche hoéte utilisée pour cette méthode est une Salmonella WG 49 résistante a acide
nalidixique, ce qui permet de disposer d’un critere d’¢limination de la flore bactérienne
présente dans ’échantillon a analyser. Un plasmide permettant a la bactérie de produire des
pili sexuels a été introduit dans la Salmonelle. Cependant ce plasmide n’est pas stable et
des précautions doivent étre prises au moment de la culture de cette bactérie pour ne pas
avoir de difficultés lors de I’analyse (résultat faux négatifs di a la perte du plasmide de la
bactérie hote).

Il est indispensable avant de réaliser les analyses d’effectuer un contréle de qualité de cette
bactérie. Par ailleurs, un témoin constitué d’une solution de phages de titre connu sert a
s’assurer du bon fonctionnement de ’analyse.
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2 Optimisation des méthodes pour la recherche des virus
entériques dans lI'environnement

2.1 Eaux résiduaires, modification de la méthodologie

La présence d’entérovirus dans des caux résiduaires est reconnue depuis plus d’une
quarantaine d’années. C’est pourquoi, nous avons procédé chronologiquement a 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 a procéder a
des essais supplémentaires sur du poliovirus type 1, destinés & améliorer le seuil de
détection des entérovirus.

2.1.1 Comparaison de deux techniques d’extraction

A partir de suspensions virales (poliovirus Sabin type 1, LSc 2ab) réalisées dans du milieu
de culture et dans des eaux de distribution, titrant respectivement 1,9.109 UFP, 5.10° UFP
et 5.10" UFP / 11,5 ml, la comparaison de I’extraction de I’ARN avec le kit Roche-
Boehringer et du Trizol ™ gjouté directement sur le culot de NaCl-PEG 6000 apres
concentration des virus avec du NaCl-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 “K1-K2”
(Kopecka et al., 1993), a été définie en procédant a ’analyse de suspensions (poliovirus
Sabin type 1, LSc 2ab) de concentrations variant de 5.10" UFP / 50 pl (= 1.10° UFP / ul
dans la réaction RT-PCR on utilise 2 pl, donc : 2.10° UFP détectables) a 2.10" UFP / 2 pl.
Dans ces conditions, le seuil de détection obtenu a été¢ de 2.10° UFP / 2 pl de volume
réactionnel.

La sensibilité de la méthode a donc été améliorée en introduisant une étape supplémentaire
d’amplification (semi-nested) mettant en ceuvre les amorces “F2-K1” (Kopecka et al .,
1993) : le seuil de détection a été évalué a <2.10' UFP /2 pul.

2.1.3 Discussion

Ces résultats concluants pour les entérovirus, ont conduit & pratiquer sur chaque
échantillon (30 ml), une concentration des virus (NaCI-PEG 6000) suivie d’une extraction
avec du Trizol ™, réalisée directement sur le culot de centrifugation. Une RT-PCR a été
réalisée sur tous les virus recherchés. Dans le cas des entérovirus, une PCR « semi-nested »
a été systématiquement effectuée (amorces : K1-K2, puis F2-K1). Pour les rotavirus, le
segment 9 a ¢t¢ amplifié dans sa totalit¢ (Beg 9 — End9), puis une amplification
supplémentaire a ét¢ systématiquement effectuée avec les amorces Beg9-R4 (semi-nested).



2.2 Coquillages, amélioration de la méthode de détection des virus

2.2.1 Analyse bibliographique et comparaison de méthodes.

Seules les méthodes récentes et présentant un intérét méthodologique sont rapportées ici.
Les méthodes sont le plus souvent décrites pour les 2 types de virus présentant un réel
impact de santé publique : les virus norwalk-like (NLV) et le virus de I'hépatite A (VHA).
On peut remarquer que les 2 approches basées sur une extraction-concentration ou une
adsorption-élution-concentration décrites il y a plusieurs années pour les virus entériques
cultivables sont toujours d'actualité {Lees, 2000). La différence essentielle repose sur la
purification des acides nucléiques (AN) pour 'amplification génique utilisée pour détection
des virus non cultivables. Un des autres atouts majeurs de cette technique est la possibilité
de caractériser les souches détectées par 'hybridation moléculaire du fragment amplifié ou
par le séquencage.

Les premieres études utilisaient le plus souvent des souches de laboratoire adaptées a la
culture cellulaire telle que des souches de poliovirus, rotavirus simien ou HAV pour
inoculer artificiellement des coquillages et évaluer ensuite l'efficacité de la méthode par
RT-PCR (Lees et al, 1994 ; Atmar et al., 1995 ; Cromeans et al., 1997 ; Lees et al., 1995 ;
Jaykus et al., 1996) (figure 2.1). Ces méthodes ont généralement démontré que la détection
était possible mais que les chairs de coquillage introduisaient de nombreux inhibiteurs pour
la détection par RT-PCR. Les efforts ont donc été dirigés sur l'extraction-concentration des
virus et l'extraction-purification des AN. Une des améliorations majeures a €été la
démonstration que les virus sont majoritairement concentrés dans les tissus digestifs des
coquillages (estomac, hépato-pancréas, intestins) (Romalde et al., 1994, Schwab et al,
1998). Plusieurs méthodes, basées sur une dissection préalable des dissus digestifs ont
alors été proposées (Atmar et al., 1995, Sugieda et al.,1996 ; Green et Lewis, 1999 ; Shieh
et al 1999 ; Legeay et al., 2000) (figure 2.2). Lorsque la détection spécifique du VHA est
effectuée, certains auteurs proposent d'utiliser la capture antigénique comme étape de
concentration et purification préalable des particules virales (figure 2.3). Cependant cette
méthode n'est utilisable que pour les familles de virus possédant un antigene de groupe, ce
qui limite considérablement 'utilité.
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Coqulllage antier

[

SRR

glycine pH10  glycine pH3.5
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] précipitation
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fréon ¢
v wL v ¥ / \
Extraction AN méthode Boom  guanidium guanidium guanidium 5min/85°C 5 min/
95°C
HCV kit Qiagen
NLV i 10" RT-PCR units 7 > 10 PCR units  / 4500 PCR units
Sensitivity
HAV i i f 10 PFU i 107PFU
Validation sur oul oui oul non oui non
Echantillons naturels {détection RV) {HAV)
Rétérence Pina et al. 98  Hafliger et al. 97 Green et al.98 Sunen et al 93 Chung ef al. 96 Jaykus et al. 96

Figure 2.1. : Méthodes basées sur I’analyse de coquillages entiers.
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Référence Graen f &1, Sugieda ef al. Avmar ef 3l Shieh el al, Legeay et al.
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Figure 2.2. : Méthodes basées sur I’analyse de coquillages disséqués.
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Coquillage entier

SR |
glycine / glycine \\

glycine glycine glycine pH 10
cat floc freon x 2
Concentration | I
Virale | Ag capture PEG ultracentrifugation
Extraction NA Viral RNA 5 min/ 95°C RNAzol guanidium méthode Boom
Kit Qiagen CsCl
Sensibilité HAV / 10 PFU 40 PFU 16 TCIDsg /
Validation sur
Echantillons naturels oui non non oul oui
Reference Lee et al. Lopez -Sabater Cromeans et al. Croci et al. Munian-Mujika
1999 et al. 1997 1997 1999 2000

Figure 2.3 : Méthodes développées pour la détection spécifique du VHA.

Peu d'auteurs valident leurs méthodes par 1'application a des échantillons naturellement
contaminés. Cette étape semble cependant primordiale pour évaluer l'efficacité du
protocole a purifier et a concentrer des particules qui peuvent étre dans les tissus des
coquillages depuis plusieurs semaines, mais aussi pour évaluer la sensibilit¢ (la
contamination étant le plus souvent tres faible). Dans les figures 2.1, 2.2 et 2.3 la validation
des méthodes proposées sur des échantillons naturels est notée.

Apreés la phase initiale d'extraction-concentration des particules virales, plusieurs
protocoles d'extraction-purification des acides nucléiques ont été proposés. Le volume
réactionnel de la RT-PCR étant faible, ces protocoles nécessitent d'incorporer des phases
de concentration. Des méthodes utilisent la lyse par le guanidium et la purification par la
silice (Lees et al., 1994 ; Hafliger et al., 1997), ou la purification par des solvants
organiques puis une précipitation sélective des acides nucléiques comme par exemple
l'utilisation du détergent cationique cetyltrimethyl ammonium bromide (Jaykus et al.,
1996 ; Atmar et al., 1995). 1l est intéressant de noter que les kits commerciaux, mis au
point au départ pour le diagnostic clinique, commencent a étre utilisés pour les coquillages
(Hafliger et al., 1997 ; Shieh et al., 1999 ; Lee et al., 1999).

A partir de cette analyse bibliographique nous avons décidé de comparer 2 méthodes de
concentration (précipitation par le PEG ou ultracentrifugation) et une extraction directe
(congélation dans l'azote liquide) et 3 méthodes d'extraction et purification des AN dont
une méthode basée sur l'utilisation du trizol et 2 kits commerciaux : Rneasy Mini Plant kit
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(Qiagen) et le RNA+ (Roche). Ces méthodes ont été comparées sur un échantillon de
coquillage naturellement contaming.

2.2.2 Matériel et méthode

Echantillon

Un échantillon de moules a été prélevé dans une zone insalubre, connue pour une
contamination en virus humains fréquente. Un grand nombre d'individus a été ramassé, et
expédi€¢ au froid sous 24 h au laboratoire. Ces moules ont alors été disséquées et
20 aliquots d'1,5 g d'hépato-pancréas ont été réalisés et congelés a —20 °C immédiatement.

Concentration virale

Méthode A : 6 aliquots d'hépato-pancréas ont €té placés dans des tubes de verre avec 2 ml
de PBS. Les échantillons ont alors été broyés a l'aide d'un potter. Apres transfert du broyat
dans un tube falcon (50 ml), les tubes de verre ont été rincés par 3 ml de PBS puis 3 ml de
chloroforme-butanol. Tous les liquides de ringage ont été versés sur le broyat puis le tout a
été soigneusement mélangé au vortex a vitesse maximum pendant 30 sec. Aprés addition
de cat-floc (173 ul), I'ensemble a été agité pendant 5 min., décanté pendant 10 min a
température ambiante puis cenfrifugé 15 min. & 13 500 xg 4 4 °C. Le surnageant a été
récupéré et transféré dans un tube pour ultracentrifugation (Beckman). La concentration
des particules virales a été effectuée par ultracentrifugation pendant 1 heure a 160 000 xg a
4 °C. En fin de centrifugation, le surnageant a été éliminé et les culots extraits selon les
3 méthodes.

Meéthode B : 6 aliquots d'hépato pancréas ont été congelés dans l'azote liquide puis placés
pendant quelques heures a -70 °C. Le tampon de lyse a ensuite été directement mis en
contact avec les tissus encore congelés. Si la totalité des tissus a ensuite été utilisée pour
'extraction utilisant le trizol, seulement une faible proportion a été utilisée pour l'extraction
par les kits commerciaux afin de respecter les protocoles.

Méthode C : le broyage des 6 aliquots a été effectué comme pour la méthode A. Aprés la
centrifugation, le surnageant est mélangé avec 3 ml de PEG/NaCl, agité pendant | ha 4 °C
puis centrifugé pendant 30 min 4 10 000 xg a 4 °C. Le surnageant est éliminé et les culots
utilisés pour 'extraction des AN.

Extraction des AN

Pour chacune des trois méthodes d'extraction, 2 réplicats obtenus par les trois méthodes de
concentration ont été analysés (Figure 2.4). Pour chaque méthode d'extraction, les modes
opératoires préconisés par les fournisseurs ont été suivis. Les principales étapes sont
rappelées ci-apres.

Meéthode au Trizol : les culots obtenus pour la méthode A et C ont été repris dans | ml de
Trizol. Pour la méthode B, les tissus ont été broyés directement congelés dans 2 ml de
Trizol. Apres contact pendant 5 min, les tubes ont été centrifugés pendant 10 min a
12 000 xg. Les surnageants ont été récupérés, incubés pendant 5 min a température
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ambiante, puis 0,2 ml (0,4 ml pour B) de chloroforme ont été ajoutés. Aprés agitation
pendant 15 sec, incubation 3 min a température ambiante, les mélanges ont ¢té centrifugés
pendant 15 min a 12 000 xg a 4 °C. Apres récupération de la phase aqueuse les AN ont été
précipités par l'isopropanol. Une purification supplémentaire a été effectuée par le CTAB.
Les AN ont alors été précipités par l'isopropanol puis repris dans 100 pl d'eau stérile.

Kit Qiagen : les culots ont été repris dans 450 pl of RLT (tampon de lyse additionné de
mercapto-ethanol). Pour la méthode B, 3 m! de tampon de lyse ont été ajoutés sur les tissus
congelés puis une fraction de 450 ul a été prélevée pour la suite de I'extraction. Apres
homogénéisation, les tubes ont €t¢ incubés au bain-marie & 56 °C pendant 5 min, vortexés
vigoureusement puis passés sur la colonne QIAshredder par centrifugation a vitesse
maximum pendant 2 min. Les ¢luats ont été transférés dans un nouveau tube et additionnés
de 0.5 volumes d'éthanol. Aprés mélange, les échantillons ont été passés sur les colonnes
Rneasy mini spin par centrifugation pendant 15 sec. Les colonnes ont ensuite été lavées par
700 pl de tampon RW1, puis 2 fois 500 ul de tampon RPE. Les RNA ont ensuite été élués
par passage de 40 ul d'eau stérile.

Kit Roche : les culots ont été repris dans 200 ul d'eau stérile puis 400 ul de tampon de lyse
(tampon contenant du RNA carrier). Pour la méthode B, les tissus ont ¢t¢ broyés dans 2 ml
de tampon puis 600 pl ont été prélevés pour la suite de 'analyse. Les mélanges ont été
passés sur des colonnes par centrifugation pendant 15 sec a 8 000 xg. Les colonnes ont été
lavées 2 fois par 450 pl de solution de lavage par centrifugation 15 sec a 8 000 xg. Les AN
sont ¢lués par passage de 50 ul de tampon d'élution et centrifugation 1 min & 8 000 xg.

Concentration virale A: uitracentrifugation B: Azote liquide C. PEG

x6 %6 x6

X2
X2 X2
£~
Ae

Extraction 1: Trizol 2: Qiagen 3: Roche
AN

X6 x6 %6

Figure 2.4 : Schéma pour la comparaison des méthodes.
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Evaluation de la qualité de Uextraction

Mesure de la pureté de 'ARN par densité optique . Pour chaque extrait un aliquot de
l'extrait d'AN a été dilué au 1/10 dans du Tris HCI pH 7.5 puis placé dans une cuve pour
lecture au spectrophotométre. Le rapport des valeurs lues aux longueurs d'onde 260 et 280
a été calculé pour chaque échantillon.

Contréle de la présence d'inbibiteurs par co-amplification d'un CI sbRNA et dbRNA : des
contrdles internes ARN simple brin (sbRNA) ou double brin (dbRNA) ont été construits au
laboratoire a partir du génome du poliovirus de type 1 et du rotavirus souche WA
respectivement. Ces CI, de concentrations connues, sont introduits dans les mix de RT-
PCR a la concentration d'environ 10 Unités PCR, en présence d'l pl de l'extrait d'AN. Les
RT-PCR sont ensuite effectuées classiquement. Apres amplification, I'absence de bandes
sur le gel correspondant au CI est témoin de la persistance d'inhibiteurs de la RT-PCR dans
I'¢chantillon.

Amorces et sondes

Les principaux virus entériques humains ont €té recherchés : astrovirus (AV), entérovirus
(EV), virus de I'hepatitis A virus (VHA), virus Norwalk-like virus (VNL), et rotavirus
(RV). Pour cela des amorces spécifiques déja publiées ont été utilisées comme décrit pour
I"étude.

RT-PCR

Les réactions de RT-PCR ont été réalisées comme préconisées par le fournisseur des
enzymes de transcription et de Taq polymérase (Perkin-Elmer corp). La transcription a été
réalisée pendant 30 min. a 42 °C. Pour la PCR, 40 cycles (94 °C pendant 30 s, 50 °C
pendant 30 s et 72 °C pendant 30 s) ont été effectués. Les produits amplifiés ont été révélés
apres migration sur gels de polyacrylamide, coloration au bromure d'é¢thidium et lecture
sous UV a 'aide d'un multi-imager (BioRad).

Hybridation

Tous les produits de PCR ont été hybridés par la technique du dot-blot. Brievement, les
produits amplifiés sont dilués dans un tampon (10 Mm Tris-HCI, 1 Mm EDTA), dénaturés
pendant 5 min. a 95 °C, et immédiatement placés sur la glace. ls sont ensuite fixés sur une
membrane de nylon (Roche) par aspiration sous vide et exposition aux UV pendant 5 min.
Un contréle positif est introduit sur chaque dot-blot. Les sondes sont marquées en 3' selon
la technique du tailing (Roche). Apres pré-hybridation pendant 30 min a 50 °C,
I'hybridation est réalisée pendant 2 heures a S0 °C. La révélation est ensuite effectuée par
chémi-luminescence {(Roche) et la lecture est effectuée a l'aide d'un multi-imager (Bio-
Rad). Un échantillon est considéré comme positif si un signal est observé apres hybridation
(quelle que soit I'image vue sur gel).
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2.2.3 Résultats

Qualité des Acides Nucléiques

Analyse par DO :
A : Ultracentrifugation B : Azote liquide C:PEG
Trizol Qiagen  Roche Trizol Qiagen  Roche Trizol Qiagen  Roche
Replicat 1 1,2 1,2 0,6 1.2 1,9 1,8 1,2 1.1 1,3
Replicat 2 1,8 1,3 0,5 1,2 1,9 1,8 1,1 1.5 1,3

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

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 apres
ultracentifugation aucune meéthode 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 :

A : Ultracentrifugation B : Azote liquide C:PEG
Trizol Qiagen Roche Trizol Qiagen Roche Trizol Qiagen Roche
sbiC ++ +/+ /- /- ++ /- -+ +/- -
dbiC +/+ +/+ -/- -/- +/+ +/+ +/+ -/+ -/-

Tableau 3 : Co-amplification des contréles internes en présence des AN extraits.
sblC : Contrdle interne simple brin, db IC : contrdle interne double brin
+ : 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. Apres
ultracentrifugation les extractions des AN par la méthode au Trizol ou ['utilisation du kit
Qiagen sont efficaces pour éliminer les inhibiteurs. Par contre, aprés extraction en utilisant
le kit Roche, aucune amplification n'est obtenue. Apres extraction sur broyat dans l'azote
liquide, seul le kit Qiagen permet d'¢liminer efficacement les inhibiteurs. Enfin apres
précipitation par le PEG, les résultats sont assez variables d'un réplicat a l'autre. Apres le
kit Roche tous les extraits sont inhibés.

Détection des virus

Aprés ces premiers résultats, les virus n'ont été recherchés que sur les AN obtenus apres
extraction, en utilisant le Trizol ou le kit Qiagen. En effet, trop d'inhibiteurs persistaient
apres extraction, en utilisant le kit Roche.

T femer Octobre 2002
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A Ultracentrifugation B : Azote liquide C:PEG

Trizol Qiagen Trizol Qiagen Trizol Qiagen
AV +f+ +{+ +* " +H+* +/+ -f+*
EV -/~ A+ “f= -f- -f- -
NLV 4+ ++ -1~ - -f- /-
VHA -/- -I- /- /- -/~ -/~
RV -+ +/+ wf +5f+* “f= -/~

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

o Les astrovirus ont été détectés dans tous les réplicats, quelque soit la méthode utilisée.
Aucun signal n'était visible sur gel aprés traitement a 'azote liquide, la lecture pouvait
se faire néanmoins apres hybridation.

e Les entérovirus, n'ont ¢t¢ détectés qu'aprés concentration par ultracentrifugation et
extraction en utilisant le kit Qiagen.

o Les virus Norwalk-like n'ont ¢galement été détectés qu'apres ultracentrifugation, les 2
réplicats étant positifs apres le kit Qiagen et un seul apres extraction en utilisant le
Trizol.

e Les rotavirus ont été détectés directement sur gel, aprés concentration par
ultracentrifugation et extraction avec le kit Qiagen. Cependant apres hybridation, un
réplicat était positif aprés ultracentrifugation et extraction au trizol ou extraction totale
(azote liquide) en utilisant le kit Qiagen.

2.2.4 Discussion

Selon les criteres établis préalablement pour choisir une méthode (absence d'inhibiteurs,
sensibilité, reproductibilité), la méthode la plus performante est celle qui associe
['ultracentrifugation et I'extraction par le kit Qiagen :

e Absence d'inhibiteurs

Apres extraction par le kit Roche, les 6 extraits étaient inhibés pour l'amplification des
ARN sb et 4 pour ['amplification des ARN db. Apreés extraction au Trizol, seuls 3 extraits
étaient inhibés pour l'amplification des ARNsb et aucun pour les db. En ce qui concerne le
kit Qiagen, un extrait était inhibé pour I'ARNsb et un autre pour I'ARNdb. Donc
Pextraction par le kit Rneasy MiniPlant kit est la méthode qui permet d'éliminer le plus
efficacement les inhibiteurs.

o Comparaison réalisée sur 18 réplicats issus d'un méme lot.

Apres dissection, les tissus coupés en petits morceaux ont été mélangés avant la répartition
en aliquot de 1,5 g. On peut donc espérer une répartition homogene de la contamination.
Cependant, compte tenu de notre expérience concernant l'analyse d'échantillons
naturellement contamings, l'analyse a été faite en duplicat pour chaque méthode afin de
limiter la variabilit¢. De méme 'hybridation en augmentant la sensibilité permet d'obtenir
des résultats plus fiables que la lecture sur gel. Apparemment l'‘échantillon sélectionné
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n'était pas contaminé par du VHA puisque aucune méthode n'a permis de détecter ce virus.
Par contre toutes les méthodes ont permis de détecter les AV dans les différents aliquots.
Ceci peut étre expliqué soit par une concentration importante de virus dans cet échantillon,
soit par les caractéristiques de la PCR (petit fragment amplifié de 89 bp qui peut étre moins
sensible aux inhibiteurs). Ceci montre que la détection des AV n'est pas un bon critére pour
sélectionner une méthode. Pour les ARN sb, les criteres de sélection seront donc basés sur
la détection des EV et des NLV. L'ultracentrifugation associ€é au kit Qiagen a permis de
détecter ces 2 types de virus (sur gel pour les NLV et pour un réplicat en EV) tandis que
l'ultracentrifugation associée au Trizol n'a permis la détection que des NLV (sur gel mais
pour un seul réplicat), les 2 réplicats étant trouvés négatifs en EV. Toutes les autres
méthodes ont donné des résultats négatifs pour la détection de ces 2 types de virus.

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

Qiagen.
e Plus une méthode est simple, plus on peut espérer une bonne reproductibilité.

Les 3 méthodes de concentration des particules virales avaient donc été sélectionnées dans
ce but. De méme pour le choix des méthodes d'extraction des AN : le Trizol est une
méthode assez simple et les 2 kits commerciaux parfaitement standardisés. La
concentration par ultracentrifugation est rapide : environ 2 heures pour l'obtention du culot
de particules virales pour 6 échantillons. La concentration par le PEG nécessite a peu prés
le méme temps de préparation. L'extraction par congélation dans l'azote liquide est plus
longue. Les 2 kits commerciaux Qiagen ou Roche nécessitent le méme temps de procédure
(environ 30 min.), la méthode par le Trizol étant un peu plus longue. Compte tenu des
résultats expérimentaux et des critéres de sélection, la méthode ultracentrifugation et
extraction par le kit Qiagen a été sélectionnée pour I'étude.

V‘ilgre mer Octobre 2002
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3.2.2 Facteurs de risques

L’association avec ['un des facteurs de risques potentiels suivants a été renseignée pour les
10 jours précédant la consultation.

¢ Consommation de coquillages et d’eau du robinet

Les coquillages ont constitué un facteur de risque significatif (P = 0,004). Leur
consommation a €té rapportée par 51 % (97/189) des cas et 26 % des témoins (10/38). La
consommation d’eau du robinet quant a elle n’était pas associée a la DA (43 % des cas vs
54 % des témoins, P > 0.05).

e Contage : Aucune association significative avec un contact récent avec un enfant de
moins de 3 ans (44 % des cas et 41 % des témoins, P > 0.05 NS) ni avec un cas de
diarrhée aigué dans I'entourage du cas (33 % des cas vs 36 % des témoins, P > 0.05
NS) n’a été détectée.

e Antibiotiques : La prise d’antibiotiques n’a pas constitué un facteur de risque (11 %
des cas —22/190- vs 5 % des témoins —2/38- P > 0.05 NS)

3.2.3 Prise en charge de la diarrhée aigué

Un traitement par réhydratation orale a €té prescrit pour 14 cas. Onze cas ont regu un
traitement par un anti-diarrhéique, et 6 par un antiseptique.

3.3 Epidémiologie

Les données d’épidémiologie clinique en terme de symptomes et de facteurs de risques

associés a chaque virus détecté montrent les éléments suivants :

e Le taux d’infection (par au moins 1 virus) était de 40 % parmi les cas contre 16 %
parmi les témoins (P = 0.02).

e Parmi les 4 classes d’ages de sujets, 16 % étaient agés de 0-3 ans, 12 % de 4-15 ans,
6 % de 16-65 ans et 6 % avaient plus de 65 ans (P = 0.09 NS).

3.3.1 Description des signes cliniques selon le statut infectieux des cas

Description de la diarrhée

Globalement parmi les 39 cas positifs (pour au moins un virus), 6 cas ont consulte. Iis
avaient un nombre de selles inférieur a 3 par jour.

Concernant ['aspect des selles, des selles liquides étaient plus fréquentes chez les cas
infectés par au moins un virus par rapport aux cas sans virus détecté (33/37 cas positifs et
14/63 cas négatifs ; P = 0.17). La présence de sang ou de glaires était tres rare (12 selles
parmi 100 selles analysées et identifiées cliniquement par une fiche).

,,,,,,,,,,,,,,,,, P
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Ancienneté de la diarrhée au moment de la consultation

Globalement, la majorit€¢ des sujets positifs pour au moins un virus ont consulté leur
médecin dans les premiéres 24 heures (63 %), 34 % ont consulté dans la 1°° semaine de
gastro-entérite et 3 % durant la 2° semaine.

Les cas négatifs ont en moyenne consulté plus tardivement avec 49 % des visites lors de la
2° semaine et 7 % (4/59) aprés 14 jours (P = 0.006).

Symptomes 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 fievre a ¢t 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 negatifs (P = 0.03).

Prise en charge de la diarrhée selon le statut infectieux

Une ré-hydratation orale a été prescrite & 71 % des cas positifs et & 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 ¢t¢ identifi¢ (P > 0.05, NS).

En revanche, les diarrhées virales (au moins un virus identifié) ont plus souvent nécessité
un arrét 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 associ¢e a la présence d’un
virus dans les selles (52 % des cas positifs contre 44 % des cas négatifs ; P > 0.05 NS). De
méme que ’eau du robinet qui a été rapportée pour 47 % des cas positifs et 51 % des cas
négatifs (P > 0.05).
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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 aigué dans ’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
1dentifiés 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 symptdmes associés que de facteurs de risque.
Concernant le 17 point, seules la fievre 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
Sfréquente chez les cas de diarrhée aigué, mais n’a pas constitué un facteur de risque
spécifique aux diarrhées virales. En revanche, la notion de contage par un enfant
d’age < 3 ans était significativement associée a une diarrhée virale. Par ailleurs, les
diarrhées virales ont nécessité plus souvent un arrét de travail mais sans qu’un type
de virus y soit plus associ¢ qu’un autre.

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

De nombreuses relances de motivation ont été effectuées aupres des médecins afin
d’encourager a la sélection des témoins mé€me sans un total appariement en age sur les cas
inclus. La comparaison se serait alors faite ‘a posteriori’ mais sur des échantillons plus
importants, ce qui aurait fourni une meilleure précision statistique.

Globalement, il ressort de cette étude et des résultats épidéemiologiques, qu'il est
nécessaire de réunir l'ensemble des pré-requis a une analyse statistique rigoureuse avant
et durant toute la durée de |'étude. Il est en effet indispensable de disposer de données
épidémiologiques chez des témoins, tant pour assurer des comparaisons fiables et précises
entre facteurs de risque, que pour estimer la diffusion et le portage des virus dans la
population générale. La notion de risque relatif ou d’Odds-Ratio lié a un agent pathogene
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est en effet conditionnelle d’une part, a la présence d’échantillons de cas et de témoins
appariés (en dge en localisation géographique, voir en sexe pour certaines pathologies), et
d’autre part, a des tailles d’échantillons relativement importantes afin d’avoir une
sensibilité de tests statistiques optimale.

En définitive, et dans le cas ou d’autres études de ce type seraient envisagées, il sera utile
de tirer les conséquences du déroulement de cette étude afin d’améliorer au maximum le
protocole et son application.

3.5 Etude de la contamination des selles’

Deux cent quatre vingt une selles ont été réceptionnées par le laboratoire de Dijon : 149
provenaient de patients ayant consulté un médecin généraliste, 127 ont été envoyées par les
laboratoires participant a notre étude et pour 5 selles, 'origine du prélévement n’a pu étre
identifiée (aucune information sur le pot de prélevement).

3.5.1 Etude cas - témoins (population consultant un médecin généraliste)

Vingt-quatre médecins généralistes, principalement situés a Vannes (figure 3.4), ont
participé activement a notre étude et permis le recueil de 149 échantillons de selles
provenant d’une part de 121 patients présentant des signes de gastro-entérite (cas) et de 27
témoins (patients consultant pour une autre pathologie et n'ayant pas eu de diarrhée durant
les 15 jours précédant la consultation). Enfin, pour un patient, I'origine cas - témoin n’a
pas €té précisée (figure 3.3).

D’autres prélevements ont ét€ obtenus grice a des laboratoires d’analyses médicales de
ville (selles liquides ou semi-liquides adressées aux laboratoires pour analyse) ou grace au
laboratoire de Microbiologie du centre hospitalier de Vannes (patients consultant a
’hopital pour gastro-entérite aigué€). Bien entendu, ces prélévements n’ont pas été
comptabilisés avec ceux obtenus par les médecins pour I’étude de la prévalence des
différents virus dans la population consultant en médecine générale.

* Cf. rapport janvier 2002 . Programme Liteau contamination virale et indicateur de risque. Rapport final,
Bon F., Pothier P, Kohli E., Université de Bourgogne, CHU Dijon, contrats 01.2436403 ; 02.2436402 ;
99.24366401.
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3.6 Analyse virologique des selles

3.6.1 Prévalence des différents virus dans les selles
3.6.1.1 Résultats pour I'ensemble de I'étude

Les résultats de 1'analyse virologique des selles ont été compilés dans le tableau 1.

e [a recherche de rotavirus du groupe C a été réalisée pour 148 selles sur les 281
analysées (52 %) : aucun résultat positif n’a été observé .

o Par ailleurs, 82 échantillons négatifs pour le dépistage des astrovirus par technique
immunoenzymatique ont €t€ repris et testés par RT-PCR selon la technique utilisée pour
le typage et décrite par Noél ef al. (1995). Tous se sont avérés négatifs.

e Au cours d’une épidémie de gastro-entérite associée a la consommation d’huitres durant
I’hiver 2000-01, une souche NLV du génogroupe I et proche de la souche Norwalk
avait ét¢ mise en évidence par amplification par RT-PCR & P'aide d’amorces SRI1-2
ciblant le geéne de la capside et décrites par Hifliger et al. (1997), alors qu’aucune
amplification n’était réalisable avec les amorces utilisées en routine situées sur le géne
de la polymérase.

Afin de vérifier si de telles souches n’avaient pas échappé a nos techniques de dépistage,
62 selles précédemment diagnostiquées calicivirus négatives ou douteuses ont €té testées
avec les amorces SRI1-2.

Apres RT-PCR, 10 souches sur les 62 ont €te trouvées positives. Ces 10 selles ont été
réextraites et testées a nouveau par RT-PCR du gene de la polymérase. Finalement, S selles
se sont avérées faiblement positives et 5 négatives. Ces 10 souches ont été comptabilisées
avec I'ensemble des souches de calicivirus.
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3.7.3.2 Caractérisation de souches particulieres (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 problémes pour leur dépistage (souches proches du virus Norwalk) ou leur
classification (variants génogroupe II). Ces souches ont clairement émergé au cours de
’hiver 2000-2001 et représentent au total 55 % des souches de calicivirus détectées au
cours de 1’étude.

s Parmi les 12 souches proches du virus Norwalk (24 % des souches), 10 soit 20 %
des souches de calicivirus ont posé des problemes de détection, 5 ont été
difficilement amplifiées et 5 autres, soit 10 % des souches de calicivirus détectées,
n’ont pu [’étre avec les amorces classiquement utilisées (région codant I’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 |
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 Héfliger 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 géne codant pour I’hélicase de 3 souches ‘capside+, polymérase-*
présente lui aussi environ 90 % d’identité en nucléotides avec la souche Norwalk.
Ces souches posent un probleme 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 ef al., 2001) sont en cours.

= Par ailleurs, deux nouveaux variants appartenant au genre Norwalk-like,
génogroupe Il ont été trouvés dans 18 prélevements, représentant 35 % des souches
de calicivirus détectées au cours de I’étude. Ces souches présentent une forte
identité (supérieure a 98 %) entre elles au niveau de la région codant ’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 a un nouveau groupe, 11 d’entres elles ont fait I’objet d’une
caracterisation plus poussée par séquencage de la région 5 codant la protéine de
capside. Sur la base de la séquence de ce gene, 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 des souches d’entérovirus

Le typage des 13 souches d’entérovirus est en cours, En effet, la région amplifiée pour le
dépistage est située dans la région 5° non codante, partie trés conservée du génome des
entérovirus. Ainsi, si cette technique est de bonne sensibilit¢ pour la détection, le
séquengage des souches détectées par ces mémes amorces n’est pas pertinent. Le
séquengage d’une région située dans VP1 permetira de typer ces souches.

3.8 Discussion - conclusion

La détection et le typage des principaux virus responsables de gastro-entérites circulant
dans la population de la région de Vannes d’octobre 1999 4 juin 2001 montrent la présence
de rotavirus des groupes A, calicivirus humains, astrovirus, adénovirus 40 et 41 ainsi que,
des souches d’entérovirus. Cependant, pour ces deux derniers virus, la recherche a été faite
de fagon systématique sur les prélévements regus et n’a pas été ciblée sur une population
présentant des signes cliniques en rapport avec une infection avec ces virus. De méme
I’absence de prélevements positifs en virus de ’hépatite A peut s’expliquer par les critéres
de sélection des selles, basées sur une symptologie de gastro-entérites.

La population concernée par cette étude peut étre répartie en deux groupes principaux:
d’une part, des patients consultant un médecin généraliste pour gastro-entérite aigué
(cas) ou pour une autre raison (témoins) et d’autre part, des patients consultant au centre
hospitalier de Vannes pour gastro-entérite aigué. Le recueil des prélévements a reposé
exclusivement sur le volontariat des différents partenaires de santé tels que médecins
genéralistes, laboratoires d’analyses médicales de ville et laboratoire hospitalier de
Microbiologie de Vannes.

A ces deux groupes, il faut ajouter des patients pour lesquels une analyse des selles ayant
¢té prescrite et réalisée par les laboratoires d’analyse médicale de ville, nous a permis de
recueillir des selles.

D’une fagon générale, cette étude montre Pimportance des virus entériques. Plus de
35 % des selles prélevées au cours de toute I’étude contenaient au moins un virus, les
4 principaux virus de gastro-entérite représentant 30 % et les entérovirus 5 %, aucun VHA
n’a éte détecté.

Si 'on considére les différents groupes de patients, la présence d’un virus au moins a €te
détectée chez 40 % des cas consultants en médecine générale et 51 % des patients
consultants au centre hospitalier. La forte prévalence des virus dans les selles provenant du
centre hospitalier peut étre expliquée par le fait que les patients étaient agés de 15 ans au
plus, avec une majorité d’enfants de moins de 2 ans trés sensibles aux infections virales.
Seulement 5 % des selles provenant des laboratoires d’analyse médicale de ville
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contenaient un virus. Ce résultat est difficile a interpréter du fait de I'absence de
renseignements cliniques sur les patients concernés. Il peut en effet s’agir de pathologies
infectieuses, mais avec une forte suspicion d’infection bactérienne, une coproculture ayant
été demandée afin d’adapter la thérapeutique, ou méme de pathologies non infectieuses.

Si P'on considére les différentes classes d’age, la fréquence d’une détection virale positive
diminue avec I’dge. Un tel résultat a clairement et¢ montré lors d’une investigation du pic
épidémique de gastro-entérites de ’hiver 1998-99 réalisée au niveau national (Chikhi-
Brachet ef al., soumis).

Comme nous ’avons montré au cours de cette précédente étude (Chikhi-Brachet ef al.,
sous presse J. Clin. Microbiol.), les calicivirus et les rotavirus ont été trouvés
prédominants (23 et 11 % 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 a 2 % des cas). La différence de
fréquence pour les rotavirus entre les 2 groupes peut étre aisément attribuée a la différence
d’age des patients, la majorité d’entre eux pour le centre hospitalier étant des enfants agés
de moins de 2 ans trés sensibles aux infections par le rotavirus. Les calicivirus ont été
observés dans toutes les tranches d’dge avec une fréquence relativement constante. 1l est
maintenant admis que les calicivirus sont un agent majeur de gastro-entérites chez les
jeunes enfants (Bon et al., 1999, Pang et al., 2000). Les rotavirus ont été également
détectés dans toutes les tranches d’dge mais avec une fréquence nettement plus élevée chez
les jeunes enfants (32 % versus 4 a 10 % pour les autres tranches d’age) comme cela est
classiquement décrit. Toutefois, il est intéressant de noter la persistance d’infections
symptomatiques a rotavirus dans toutes les classes d’age. Un tel résultat avait également
été observé au cours du pic hivernal 98-99 (Chikhi-Brachet et al., soumis).

Aucun rotavirus du groupe C n’a €té observé parmi les 148 échantillons analysés. Des
entérovirus ont été détectés chez 6 % des cas consultants un médecin généraliste, 3 %
d’entre eux présentant une coinfection avec un virus de gastro-entérite, et chez 6 % des
patients consultant a ’hdpital pour gastro-entérite. Seuls certains sérotypes d’entérovirus
ont &té associés a des épidémies de gastro-entérite aigué. Le typage des souches permettra
de compléter ce résultat.

Aucun prelévement n’a été trouve contenir le virus de I'hépatite A.

Le typage des souches de rotavirus et de calicivirus détectées a montré une co-
circulation sur cette région de différentes souches tant pour les rotavirus que pour les
calicivirus. Il est a noter la présence de souches de rotavirus P[8] ; G9 souches émergentes
dans différentes régions du monde et déja détectées en France au cours de I"hiver 97-98
(Bon et al., 2000).

Le séquengage des souches de calicivirus a souligné I’importance du genre Norwalk-like et
tout particulierement du génogroupe 11. De tels résultats avaient déja été observés au cours
d’études précédentes réalisées en France (Bon ef al., 1999, Chikhi-Brachet ef /., soumis)
ainsi que dans d’autres pays (Koopmans et af., 2000).
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De plus, lors de cette étude, il a été observé des souches présentant des particularités
moléculaires posant un probleme pour leur dépistage (difficulté d’amplification du géne
codant pour la polymérase pour les souches proches du virus Norwalk) ou leur
classification (variants génogroupe II). Ces nouveaux variants sont des souches
recombinantes possédant des ORF | et 2 provenant de deux souches parentales différentes.
De telles souches recombinantes ont été décrites précédemment (Jiang ef al., 1999 ; Vinjé
et al., 2000). Elles pourraient contribuer a la diversité des calicivirus.

Les souches proches du virus Norwalk ainsi que les nouveaux variants ont par ailleurs été
retrouvés en France a |origine d’épidémies liées & la consommation d’huitres, d’eau du
robinet ou encore chez des patients hospitalisés durant la méme période. Enfin, le nouveau
variant (Hawaii-Arg320 - génogroupe I, génotype Mexico) a été également observé dans
différents pays d’Europe durant I’hiver 2000-01 notamment a ’origine de toxi-infections
alimentaires associ¢es a la consommation d’huitres, suggérant que ces souches ont
rapidement diffusé au cours de "hiver 2000-2001.

Ce résultat tend a montrer que I’étude approfondie de I’épidémiologie moléculaire de virus
détectés sur une région donnée peut permettre d’appréhender la circulation de ces virus a
plus grande échelle.

Par contre la collecte des échantillons n’a pas été ajustée pour répondre au nombre de cas
et ne reflete donc pas exactement le phénoméne observé au niveau épidémiologique. Pour
palier a cette information nous avons consulté le site du Réseau Sentinelles.

Importance des gastro-entérites dans la population pendant la période étudiée’

Les données du « Réseau sentinelles » sont reportées (figures 3.24 a 3.26) pour situer la
période d’étude dans un contexte pluriannuel et national. On constate que notre travail
encadre deux pics de gastro-entérites dans la population : le pic de hiver 1999-2000
{maximum 620 cas/100 000 habitants) et un autre nettement plus important situé d’octobre
2000 a février 2001. Le dernier épisode de gastro-entérite est le plus important observé en
France (figure 3.25) ou en Bretagne (figure 3.25) ces dix derniéres années, avec un
maximum observé de 1 100 cas/100 000 habitants en Bretagne et prés de 900 cas/100 000
habitants en France. Bien que les informations reportées ici soient tres générales du fait du
mangque de précisions liée au faible nombre de médecins sentinelles dans ce secteur, elles
n’en sont pas moins intéressantes. Elles montrent que sur le plan quantitatif, I’étude se
place donc dans une période « favorable » aux rejets de virus dans ’environnement.

" hitp://www.b 3° jussieu. fr/sentiweb/
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Les résultats mettent en évidence une faible fréquence de la contamination virale des eaux
usées de station d'épuration, puisque dans l'ensemble, les résultats ne dépassent jamais
30 % des échantillons analysés a l'exception des rotavirus dans la station de Arradon
(45 %). Il n'y a pas de grande différence d'une station a une autre ; les résultats les plus
élevés concernent les rotavirus dans les trois stations, ensuite on trouve les VHA et les
entérovirus ; quant aux calicivirus et astrovirus, ils sont détectés peu fréquemment (aucun
astrovirus n'a été retrouvé dans les eaux d’Arradon et aucun calicivirus dans celles de
Tohannic). Ces virus ont €té surtout trouvés les dix premiers mois de I’étude, sauf dans la
station d’Arradon et ceci malgré une recherche approfondie (réplicats, recherche des
inhibiteurs, etc.).

4.6 Traitement statistique sur les relations entre indicateurs et la présence
de virus

4.6.1 Relation entre les virus entériques

La comparaison des résultats obtenus sur les trois stations d’épuration a été faite sur
les moyennes. Cette comparaison des moyennes entre les trois stations (t test) confirme
une positivité statistiquement non significativement différente :

ARRADON - RANQUIN : Piue=1,0
ARRADON - TOHANNIC : Pyge = 0,332
RANQUIN - TOHANNIC : Pyape = 0,288

De méme, la comparaison des écarts types (F-test)donne des résultats équivalents
traduisant une dispersion statistiquement non significativement différente des échantillons
positifs enregistrés dans les trois stations d’épuration :

ARRADON - RANQUIN : Py = 0,402
ARRADON - TOHANNIC : Pye = 0,846
RANQUIN - TOHANNIC : Py = 0,520

Mais le fait que le test de comparaison des médianes (Kolmogorov-Smirnov
test) démontre qu’il existe au contraire, une différence significative, confirme que la
distribution (fréquence d’apparition) de virus est différente entre les trois stations
d’épuration.

ARRADON - RANQUIN : Py = 0,035
ARRADON - TOHANNIC : Py, = 0,0001
RANQUIN - TOHANNIC : Pyape = 0,0001
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4.6.2 Relation entre les résultats analytiques sur les bactériophages.

Comparaison des valeurs des résultats d’lfremer-Brest et du CRECEP

Le test des signes (Pyane = 0,646) montre que les valeurs obtenues par les deux
laboratoires sur les échantillons analysés ne sont pas statistiqguement significativement
différentes. Ces résultats sont confirmés par un autre test non paramétrique (signes /
rangs ; Puawe = 0,732) et un test paramétrique (t test ; Pyape = 0,448).

Comparaison des trois stations d’épuration

Si I'on élimine le résultat « atypique » du 24 janvier 2000 (121 600, corroboré par lfremer-
Brest : 83 500) trés supérieur a toutes les autres valeurs, les tests statistiques sur les
moyennes, médianes et les variances montrent qu’il n’y a pas de différence
statistiguement significative entre les concentrations de bactériophages détectés dans
chaque station d’épuration.

Comparaison entre les virus et les bactériophages F-ARN -spécifiques

L’importance des chiffres obtenus pour les bactériophages F-ARN spécifiques et le
nombre d’échantillons positifs en virus ne permettent pas de procéder directement a une
analyse de série appariée. La solution retenue a consisté a coder les valeurs des
bactériophages F-ARN spécifiques en trois classes (valeurs du CRECEP, non
significativement différentes des données Ifremer-Brest) :

1:<1000

2:>1000-<5000

3:>5000

Puis, d’effectuer un calcul de fréquence assortie du pourcentage de représentation. Ces
calculs ont été également réalisés sur les virus en prenant directement les résultats des
analyses.

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

ARRADON . P\Jalue = 0,008
RANQUIN : Py = 0,00001

En conclusion, il n’existe aucune similitude de comportement statistiquement

significative entre les bactériophages F-ARN spécifiques et les échantillons positifs en
VIrus.

"""""""" ?ﬁamu Octobre 2002
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4.7 Conclusion

Sur le plan analytique

D'une maniére générale, le nombre de resultats positifs en virus apparait relativement
faible pour des eaux résiduaires épurées. Diverses raisons peuvent €tre imputables a ce
résultat :

o La quantité de virus rejetée par la population pendant la période ¢tudiée, les épidémies
dans la population ont été peu importantes en début d’étude (données du réseau
sentinelle) ; cependant le pic hivernal 2000-2001 a été exceptionnel au niveau des
gastro-entérites en France et en Bretagne. On devrait donc retrouver ces virus dans les
eaux usées. Cependant les pluies également trés abondantes au cours de la période
octobre 2000 - mars 2001 ont pu avoir un role de dilution des eaux usées et de ce fait
des virus. Par ailleurs, de I’eau brute a pu étre by-passée par certaines portes de
relevements avant ['arrivée dans la station d’épuration et €tre non prise en compte dans
cette étude.

e La quantité d'eau analysée : chaque analyse a été réalisée a partir d’un échantillon de
30 ml d’eau de station d’épuration, le volume analysé par virus correspond seulement a
1,2 ml de I’échantillon de départ. Cependant des études antérieures ont montré la
possibilit¢ de retrouver plusieurs souches virales dans quelques microgrammes
d'échantillon.

o La qualité des eaux analysées qui peut interférer avec la qualité de la PCR par la
présence d'inhibiteurs : il a été dé&ja reporté que la concentration de l'échantillon,
provoque également la concentration en inhibiteurs de la PCR

e L'effet méthode : certaines méthodes de concentration des particules virales peuvent
favoriser la détection de certains types de virus. Ainsi par exemple ’ultracentrifugation
favorise la détection des astrovirus (données Ifremer non publiées). Cependant la mise
au point réalisée en début d’étude a permis de sélectionner la méthode la mieux
adaptée.

Les résultats positifs enregistrés sous-estiment probablement le nombre réel de virus
entériques présents dans les eaux usées.

Sur le plan qualitatif

Par rapport aux virus circulant dans la population (rotavirus, calicivirus, entérovirus,
astrovirus, VHA), tous les virus ont été retrouvés dans les eaux usées. On peut noter la
présence dans les eaux usées de VHA alors que ce virus n’a pas été trouvé dans les
echantillons cliniques.

La fréquence de positivité en virus a €té enregistrée majoritairement durant la période
d’octobre 1999 4 juin 2000 (en dehors du pic hivernal 2000-2001). Les eaux de rejets de la
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station d’épuration de Tohannic sont moins contaminées virologiquement depuis 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 %).

Le faible signal observé en PCR a partir des échantillons d’eaux usées n’a
malheureusement pas permis de séquencer les virus trouvés dans ces prélévements. Malgré
les efforts analytiques (reprise des échantillons pour analyses par le CHU Dijon) les
signaux se sont averés trop faibles et le séquengage impossible. Il n’est donc pas possible
de réaliser de comparaisons entre souches humaines et souches de I’environnement pour
savoir lesquelles ont eté retrouvées dans le milieu cotier.

Sur le plan épidémique
Deux événements majeurs ont été¢ décrits dans cette région a cette période :

Une épidémie a entérovirus (premier semestre 2000): ceux-ci ont été retrouvés
essentiellement dans les eaux usées de Vannes-Tohannic a cette période ; bien qu’il ait été
impossible de les séquencer, ils peuvent refléter un apport par la population a cette
époque ; leur présence dans les eaux d’Arradon est moins fréquente ; par ailleurs sur la
petite station du Ranquin dont le fonctionnement n’est pas optimal, des résultats positifs
ont été trouvés jusqu’en octobre 2000.

Une épidémie exceptionnelle en gastro-entérites entre octobre 2000 et février 2001 qui
passe totalement inapergue dans nos prélévements d’eaux usées. A cette époque dans la
population (données sur les selles du réseau de gastro-entérites, CHU Dijon) on a observé
la circulation de souches de calicivirus et de rotavirus. Or dans notre étude nous
n’observons aucun calicivirus et seulement des prélévements positifs en rotavirus a cette
époque.

Seule D'explication d’une grande dilution des eaux par les pluies exceptionnelles
simultanées semble pouvoir expliquer ces résultats : le niveau de détection de la technique
ne serait alors pas suffisant pour mettre en évidence les virus présents a des concentrations
faibles.

Enfin & "opposé, 1l est également surprenant de constater la présence assez fréquente de
virus de I’hépatite A dans les eaux usées et ceci en ’absence d’épidémie declarée de cette
maladie dans le secteur ou méme de détection dans les selles. L’Institut de Veille Sanitaire
consulté sur ces résultats, aprés enquéte aupres de la DDASS n’a pu mettre en évidence de
cas cliniques liés a ce virus dans ce secteur. Cette situation, déja décrite par d’autres
auteurs et dans d’autres régions en 2000-2001 (Gironde, Manche, Cotentin) pourrait
refléter une circulation a bas bruit en France de ce virus dans la population.
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4.8 Résultats dans les coquillages

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

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. coli/100 g et de 17 565 F-RNA/100 g. A part pour les astrovirus, la contamination
virale est faible. Cependant si I’on se référe au pourcentage de virus retrouve le secteur
de Rosvellec montre une contamination moins fréquente que celui de Lern, alors que ce
dernier, au vu des résultats bactériologiques, est beaucoup moins contaminé. Les
palourdes de Lern sont les seuls coquillages de I’é¢tude ou 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 vasi¢res 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 a plusieurs semaines (Marcos et al., 1994).















4.9 Discussion - Conclusion

[’analyse de ces résultats met en évidence :

la faible contamination virale des palourdes de Rosvellec issues d’un secteur classé C
et D : ce résultat est surprenant et il serait intéressant de voir si la présence d’autres
polluants (par exemple chimiques), ne pourrait pas étre responsable de cette
« absence » de virus. Aucun inhibiteur de la PCR n’a été mis en évidence, et les
extractions ont €té réalisées plusieurs fois pendant les mois d’hiver.

L.e manque de caractére de « saisonnalité » de la présence de virus: on ne remarque
pas, comme dans d’autres secteurs étudiés (lagunes méditerranéennes) des effets liés
aux pluies ou aux épidémies.

La présence fréquente d’entérovirus dans tous les coquillages méme dans ceux issus de
secteur propre {classé A).

Les amorces de RT-PCR utilisées pour I’environnement étaient les mémes que celles
utilisées pour les échantillons cliniques et ne peuvent donc étre responsables de ce
résultat.

Ces résultats vont dans le sens de ceux obtenus dans les eaux usées, a savoir qu’il semble
que I'impact des apports de virus par la population au golfe soit limité. En effet on
observe :

*

Un faible pourcentage de virus trouvé dans les coquillages comme dans les eaux usées.
Ces virus sont trés vraisemblablement en faible concentration car il a ét¢ impossible de
séquencer les souches détectées (comme pour les eaux usées).

Un manque de « saisonnalité » marqué dans les résultats sur les coquillages, malgré
une période « favorable » d’excrétion de virus (épidémie hivernale 2000-2001 dans la
population). On pourrait supposer qqé’i la dilution des eaux usées a diminué les +
concentrationgde virus rejetés ; la limite de détection des analyses n’étant pas alors
suffisante pour les détecter dans les eaux usées et la dilution dans le golfe ayant
disséminé ces virus & bas niveau. Par ailleurs les virus ont également pu étre piéges par
les boues de station et les sédiments vaseux des rivieres avant d’arriver sur les zones
conchylicoles.

%m&.[_w Octobre 2002
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Cependant le cas des entérovirus contredit en partie ces résultats ; sauf a considérer que les
entérovirus sont :

- mieux détectés que les autres virus par la méthode (niveau de détection plu bas) : en
effet, les amorces situées dans la région S’NC permettent d’amplifier efficacement la
majorité des souches car les séquences sont trés conservées dans cette partie,

- peuvent persister plus longtemps que d’autres virus entériques dans ’environnement. 11
n’existe que peu de données sur la persistance des différentes virus entériques humains
dans I'environnement. Cependant les entérovirus semblent étre parmi les virus les plus
résistants (Melnick ef al., 1995). Le méme auteur donne également des temps de survie
allant jusqu’a 130 jours dans ’eau de mer et 90 jours dans les huitres (Melnick et al.,
1979).

- peuvent &tre excretés plus longtemps et en plus grand nombre par une population
porteuse, saine ou malade. Si 'on se rapporte aux résultats obtenus sur les selles de
malades, les entérovirus représentaient seulement 13/98 des virus détectés chez les
malades (troisiéme rang aprés les calicivirus et les rotavirus) sur ensemble des
prélévements positifs. Le manque de données quantitatives tant en terme
d’épidémiologie qu’en terme de concentration dans les prélevements (selles, eaux,
coquillages) ne permet pas d’aller plus loin dans I'interprétation de ces résultats.

5 Outils d'aide a la décision et conclusion

Au vu des résultats obtenus, nous avons décidé d’utiliser in fine un modéele
hydrodynamique comme outil d'aide a la compréhension et a la décision. Ce modele
permet en effet de simuler I'impact des rejets en £. coli, bactériophages et virus entériques
afin d’évaluer ’effet sur la qualité microbiologique des coquillages de la zone d'étude. En
ce qui concerne les virus, le modéle "calicivirus" a été retenu, car ce virus est couramment
impliqué dans des pathologies liées aux coquillages.

Il est a souligner que ce type d'approche pour les virus est purement théorique puisque
de nombreuses imprécisions existent aussi bien sur la quantité de virus rejetés par la
population, que sur leur comportement en mer ou leur taux de concentration dans les
coquillages.

Cependant la disponibilité d'un modele Ifremer sur le secteur, ainsi que la possibilité de le
faire tourner dans des conditions assez vraisemblables pour E. coli, et assez réalistes pour
les bactériophages, nous a incité a faire cette démarche.



??l

5.1 Utilisation d'un modele de dispersion pour simuler I'impact des rejets

5.1.1 Présentation du modéle

Un modele hydrodynamique a petite maille (80 m) avait &t¢ précédemment construit sur le
site du Golfe du Morbihan (Ifremer/AO F. Dumas). I est inclus dans des mode¢les a moyenne
et grande mailles couvrant la région sud Bretagne. Ce modele de 80 m tient compte aussi bien
de la morphologie de la baie (chenaux étroits, zones découvrantes importantes), que du
devenir en mer des microorganismes.

Les modeles hydrodynamiques sur ce secteur sont des modeles en deux dimensions dans le
plan horizontal (2DH). Ils résolvent les équations mathématiques pour I'hydrodynamique
appelées équations de Saint-Venant, décrivant a chaque point un courant moyenné sur la
profondeur. Les conditions aux limites qui sont imposées sont I'¢lévation de la marée
(données par le modéle mondial FES 99) et les flux déchargés par les principales riviéres et
rejets d'eaux usées (données Ifremer). Le modele détaillé (80 m, mars 2DH, Ifremer) est un
compromis entre les colits acceptables d'informatiques et la nécessité de prendre en compte la
configuration particuliere du secteur (chenaux...). Précisons enfin que le modele prend en
compte des valeurs de turbidité moyennes sur I’ensemble du secteur.

Le modele de dispersion/advection/microbiologie est semblable a celui décrit par Salomon et
Pommepuy (1990). Le modéle microbiologique intégre un terme résumant le devenir
biologique des microorganismes. Ce devenir - lié¢ a des lois biologiques faisant appel aux
conditions environnementales contraignames4 - peut étre décrit par une simple loi, qui est
actuellement suffisante dans 1'état des connaissances, pour avoir un niveau raisonnable de
vraisemblance. Les équations qui décrivent le devenir des bactéries ou virus sont les mémes
que pour un quelconque contaminant dissous, exception faite du terme "T90" - temps
nécessaire pour que 90 % des microorganismes ne soient plus cultivables - qui prend en
compte le devenir des organismes vivants (Salomon et Pommepuy, 1990).

Equations de Saint Venant :

2 ;2 s
G Om v Wy i+ guti Y B 98 g, T 08H O 9P,
ot Rcospdg Rog R K'H Rcosp oA pH 2 Rcosgdh pRcosgbal

2 NS oP
@+ “ 8v+1§3 u—g(p 2Qusing + gv——= i +§§—ev%+ agh’ ) e

& Rcospod RO R K’H"  Rd¢ pH 2 Rog pR8¢>

ac 1 8h’z¢ oHv Hv
9 . 126 =0
dt  Rcos¢ dA R8¢) R

* Conditions pénalisantes en mer pour ces microorganismes d'origine intestinale : lumiére solaire,
température de l'eau, salinité, compétition (pour les bactéries), prédation.. etc.
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HH(uC -K, — aC AAAAAAAAAAAAA Yy o(Hv—K 9C )
OHC . Rcos oA ® Rog e, 6 = decay
ot  Rcoso oA RO¢ &9 g
u, v Composante est et nord des courants
- Elevation de la surface de la mer
H: Hauteur d’eau
C: Concentration
&.A Latitude et longitude
g gravité
R: Rayon de la terre
Ky Ko o Coefficient diffusion dans les deux directions {(est et nord)
K.: Coefficient de strikler
P, : Pression atmosphérique
T Coefficient de frottement au fond

La décroissance est proportionnelle a ¢

de/dt = K, ou k peut étre directement relié¢ au T90 (-temps nécessaire pour que 90 % de la
concentration initiale diminue). T90 = 2.3/k.

Différents T90 ont été utilisés pour E. coli, les bactériophages et les calicivirus i.e
respectivement 2 jours, 7 jours, 4 et 30 jours.

5.1.2 Rappel des valeurs mesurées dans les eaux et les coquillages

Contamination des rejets :

Le tableau ci-dessous représente les valeurs moyennes en E. coli et bactériophages dans les
échantillons collectés chaque mois dans les trois stations d'épuration (58 échantillons).

E. coli F+RNA phages
Tohannic 1.910°(1.710°- 8.0 10°) 2.810°(2.010°-110%)
Arradon 8.410°(1.910°-5.410%) 6.8 10°(7.010'- 8.3 10%)
Le Ranquin 8.0 10°(1.710"- 1.0 10% 5410°(4.0 10°-2.4 10%)

Tableau 5.1 : Concentration moyenne en £ coli (UFC/100 ml) et bactériophages
(UFP/100 ml) dans les trois stations d'épuration (minimum- maximum).

Par ailleurs, la présence en calicivirus a ét¢ détectée dans 20 % des échantillons (octobre,
novembre et mars).

Contamination des coquillages :

Cette contamination a €té décrite dans un chapitre précédent, auquel on se reportera pour plus
de précision. Le tableau 5.2 résume les résultats trouvés en virus pendant 1’étude dans les
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E. coli /s 2.3 10° 8.0 10 3.510
Phages/s 3.0 10° 8.0 10° 1.6 10°
Calicivirus/s 1.0.10° 4.0 10° 2.0 10°

Table 5.3 : Capacité des stations d'épuration (population et débit moyen m’/jour) et flux
calculés (par sec.) pour E. coli, les bactériophages et les calicivirus.

La durée de I'épidémie simulée - et de ce fait 'excrétion de virus- est de 20 jours. Apres cette
date, nous avons considéré que le rejet de virus était terminé et le modele 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 | jour (Pommepuy ef al.), pour
les bactériophages et les virus (en culture) un T90 voisin de 7 jours (walt and Sobsey, 2001 ;
Girones et al., 1989 ; Bosch et al., 1993) tandis que le signal viral en RT-PCR persiste tres
longtemps, ce qui nous a conduit a prendre un T90 pour les virus de 30 jours (Le Guyader,
données non publiées).

5.1.4 Résultats

Les figures jointes montrent quelques exemples de résultats de simulations. Les
concentrations reportées concernent l'eau. Ce sont :

e des moyennes dans l'eau en E. coli, phages et calicivirus (moyenne sur la verticale),

* concentrations observées apres 20 jours de rejets continus,

e les valeurs prennent en compte les T90.

Les figures rapportent les concentrations calculées dans I’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 facteur a été établi a partir des données statistiques publiées par D.
Lees et al. (1995)

La directive EC indique, pour une classification en zone A, que 90 % des valeurs doivent étre
< 230 E. ¢oli/100 g et pour les zones B < 4 600 E. coli/100 g (dans la chair de coquillages).
Ceci correspondrait a des valeurs dans le coquillage respectivement a environ 30 E. coli/100 g
et 600 E. coli/100 g, d'aprés D. Lees et al. (2000).

Sur le tableau 5.4 sont reportées les valeurs obtenues pour chaque paramétre (E. coli, phages,
virus) aux points 1, 3 et 4 dans |’eau et les coquillages d’apreés ces calculs.
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Point | Classement E. coli Phages Virus
Remi

1 . eaux 158 - 5 000 10 - 10 000 10 - 100
1 C coquillages | 1200 -38 000 80 -80 000 77-770
3 caux 6-32 10 - 100 0.6-3
3 A coquillages 48 - 243 80 - 800 5-25
4 eaux 0.1-10 0.3-10 0.2-0.1
4 A coquillages 0.8 - 80 2 - 80 02-08

Tableau 5.4 : Concentrations calculées (exprimées en UFC/100 ml ou UFP/100 ml dans I'eau,
et UFC/100 g ou UFP/100 g dans le coquillage).

Résultats des simulations sur les concentrations d'E, coli

Les simulations d’impact de flux d’E. coli pour les trois stations d’épuration sont présentées
sur les cartes A et B : exemple d’un rejet de 50 jours (A) ou 20 jours (B), T90 = 24 heures,
cartes des concentrations maximales sur le dernier cycle de marée.

Les concentrations calculées en E. coli dans l'eau varient de 2.5 log UFC/100 ml, directement
sous le rejet des stations d’épuration en fond de baie, jusqu'a -1.00/100ml, en entrée de baie.
Les résultats de simulation sont en accord avec les résultats de la surveillance REMI dans ce
secteur classé en A [huitres : points 3 (Roguedas) et point 4 (Créizic)].

De méme sur le point 1, pour les concentrations calculées par le modele ou mesurées pendant
I’étude (point 1 Rosvellec), les résultats sont concordants : cette zone est classée C et D et les
palourdes interdites au ramassage et 4 la consommation. Ces résultats comportent les données
précédemment obtenues sur le golfe par modélisation (Marcos ef al., 1995).

Résultats des simulations sur les concentrations en bactériophages et virus

Sur les figures jointes sont reportés, les dispersions des bactériophages et virus.

Simulation de I’impact des stations d’épuration sur les concentrations :

- en bactériophages dans I’eau : rejets de 50 jours (C) et de 20 jours (D), T90 = 7 jours,
cartes des concentrations maximales sur le dernier cycle de marée,

- encalicivirus : aprés 50 jours (E) et 20 jours (F) d’une épidémie de gastro-enterites virales
dans la population ; T90 = 30 jours, cartes des concentrations maximales en virus dans
’eau sur le dernier cycle de marée.
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Les concentrations en bactériophages au point 1 sont trés élevées. Ces mesures sont en
concordance avec nos analyses maximum 10* UFP/100 ml dans I'eau, ce qui correspondrait
a environ 8 10*°UFP/100 g de coquillages (si I'on admet que le taux de concentration des
bactéries et des virus est le méme). Ceci est bien évidemment une hypotheése qui semble
cependant validée par nos résultats en bactériophages obtenus dans les coquillages au cours
de I’étude (tableau 5.5).

Dans 'ensemble de la baie, la dilution des bactériophages et des virus est importante et les
niveaux détectables dans les coquillages correspondent soit aux limites de détection des
mesures (pour les bactériophages), soit ils sont trés en dessous de la limite de détection des
virus par PCR.

5.1.5 Discussion des résultats

Sur le tableau 5.5, sont reportées les comparaisons entre les résultats calculés par le modele
et ceux mesurés pendant l'étude (pour E. coli et les bactériophages).

11 est intéressant de montrer que, d'une maniere générale il y a une bonne concordance des

calculs et des mesures :

e Au point 1, pour £. coli et les bactériophages, 100 % des résultats trouvés sont
inférieurs aux valeurs maximales données par le modele.

e Au point 3, 95 % des valeurs pour E. cofi sont inférieures a 243 UFC/100 g ce qui
correspond a une zone A. Pour les bactériophages, 90 % des résultats trouvés sont
inférieurs aux valeurs maximales données par le modele.

¢ Au point 4, 95 % des valeurs pour E. coli sont inférieures a 80 UFC/100 g. Les
résultats REMI confirment ces résultats. Pour les bactériophages, 95 % des résultats
trouves sont inférieurs a la limite de détection.

Point E. coli E. coli Phages Phages
(simulation) {mesure} (simulation) {(mesure)
1 Mini =1200 75%> 1200 Mini = 80 100 % > 80
Maxi = 38 000 100 % < 38 000 Maxi = 80 000 100 % < 80 000
3 Mini =48 60 % > 48 (40 % < 48) Mini = 80
Maxi =243 95 % < 243 (5 % > 243) Maxi = 800 90 % < 800
4 Mini=0.8 100 %> 0.8 Mini =2
Maxi = 77 95 % <80 Maxi = 80 95 % < LD

Table 5.5 . Comparaison des données du modele aux concentrations mesurées dans les
coquillages (UFC ou UFP /100 g)
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Pour conclure, le modéle de simulation donne des résultats trés proches de ceux trouvés
dans les coquillages durant la période d'étude pour E. coli et les bactériophages. La
simulation concernant les calicivirus, qui n'est qu'un exercice trés approximatif, semble
néanmoins confirmer nos résultats, c’est-a-dire la faible contamination virale des
coquillages par ce virus.

Ce premier exercice de simulation permet de conclure a l'intérét d'une telle approche de
modélisation comme outil d'aide & la décision sur un secteur conchylicole.

Il est néanmoins évident qu'au vu des approximations actuelles dues au manque de
connaissances sur les virus entériques, des mesures complémentaires mériteraient d'étre
réalisées. Il s'agirait en particulier de posséder :

des informations quantitatives sur le nombre de virus présent dans les selles de malades,
des informations sur le portage dans la population

des données quantitatives sur les virus présents dans les eaux usées et les coquillages

le taux de concentration des virus dans les coquillages

les temps de survie évalués pour des détections en RT-PCR qui mettent en évidence la
présence de génome viral.
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5.2 Conclusions

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

Ces résultats ont été associés a une approche épidémiologique basée sur des données
d’incidence de différentes souches virales circulant dans la population et dans
I’environnement (entérovirus, rotavirus, astrovirus, calicivirus humains, virus de
I’hépatite A). Par ailleurs, ces résultats ont par ailleurs été évalués au travers
d’informations complémentaires telles que la concentration en indicateurs de
contamination fécale (Escherichia coli et bactériophages).

L'étude épidémiologique, avait pour but de comparer les souches virales entre population
humaine et environnement, et d'établir un profil épidémiologique pour chacun des virus
tant en terme de symptémes associés que de facteurs de risque. Les résultats de ’enquéte
épidemiologique ont montré que pour ce qui est des facteurs de risque, la consommation
de coquillages étaif plus fréquente chez les cas de diarrhée aigué mais n’a pas constitué
un facteur de risque spécifique aux diarrhées virales. En revanche, la notion de contage
par un enfant d’age < 3 ans était significativement associée a une diarrhée virale. Il est
cependant important de noter les biais intervenus dans ’inclusion des sujets durant ["hiver
99/2000 ainsi que dans la sélection des témoins.

Globalement, il ressort de cette étude et des résultats épidémiologiques, qu’il est
nécessaire de réunir [’ensemble des pré-requis @ une analyse statistique rigoureuse avant
et durant toute la durée de I'étude. 11 est en effet indispensable de disposer de données
épidémiologiques chez des témoins tant pour assurer des comparaisons fiables et précises
entre facteurs de risque, que pour estimer la diffusion et le portage des virus dans la
population générale. La notion de risque relatif ou d’Odds-Ratio li¢ a un agent pathogéne
est en effet conditionnelle d’une part a la présence d’échantillons de cas et de témoins
appariés (en age en localisation géographique, voir en sexe pour certaines pathologies), et
d’autre part & des tailles d’échantillons relativement importantes afin d’avoir une
sensibilité de test statistiques optimale.

Les analyses microbiologiques ont été réalisées sur des échantillons de selles: la
détection et le typage des principaux virus responsables de gastro-entérites circulant dans
la population de la région de Vannes ont été effectués d’octobre 1999 a juin 2001
rotavirus des groupes A et C, calicivirus humains, astrovirus, adénovirus 40 et 41 ainsi que
des souches d’entérovirus et d’hépatite A.

La population concernée par cette étude peut étre répartie en deux groupes principaux :
d’une part, des patients consultant un médecin généraliste pour gastro-entérite aigué (cas)
ou pour une autre raison (témoins) et d’autre part, des patients consultant au centre
hospitalier de Vannes pour gastro-entérite aigué. Le recueil des prélévements a reposé
exclusivement sur le volontariat des différents partenaires de santé. A ceci il faut ajouter
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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 fagon générale, cette étude montre I’importance des virus entériques, plus de 35 %
des selles prélevées au cours de toute I’étude contenait au moins un virus, les 4 principaux
virus de gastro-entérite représentant 30 % et les entérovirus 5 %.

D'une facon globale, les calicivirus et les rotavirus ont été trouvés prédominants (23 et
11 % 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 a 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 séquengage des souches de calicivirus a souligné
"importance du genre Norwalk-like et tout particulierement du génogroupe 1. De plus,
lors de cette étude, il a été observé des souches présentant des particularités moléculaires
posant probléeme pour leur dépistage (difficulté d’amplification du geéne codant la
polymérase pour les souches proches du virus Norwalk) ou leur classification (variants
génogroupe 11). Ces nouveaux variants pourraient contribuer a la diversité des calicivirus.
Ce résultat tend a montrer que ’étude approfondie de I’épidémiologie moléculaire de virus
détectés sur une région donnée peut permettre d’appréhender la circulation de ces virus a
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 I'ensemble, la fréquence en virus est
inférieure a 30 % a I'exception des rotavirus dans la station de Arradon (45 %). Il n'y a pas
de grande différence d'une station a une autre. Cependant les caux de rejets de la station
d’épuration de Tohannic étaient moins contaminées virologiquement a 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 maniere générale, le nombre de résultats positifs en virus apparait relativement
faible pour des eaux résiduaires épurées. Diverses raisons peuvent étre imputables a ce
résultat

- la quantitée d'eau analysée : chaque analyse a cependant ét¢ réalisée a partir d’un
echantillon de 30 ml d’eau de station d’épuration, le volume analysé par virus
correspond seulement a 1,2 ml de I’échantillon de départ. Cependant des études
antérieures ont montré la possibilité de retrouver plusieurs souches virales dans
quelques microgrammes d'échantillon.
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- la qualité des eaux analysées qui peut interférer avec la qualité de la PCR par la
présence d'inhibiteurs : il a été déja reporté que la concentration de l'¢chantillon,
provoque également la concentration en inhibiteurs de la PCR

- La qualité des filieres de traitement qui actuellement assurent une meilleure décantation
des boues que précédemment. La raison principale est la mise aux normes des stations
d’épuration en accord avec les nouvelles directives européennes et le renforcement du
programme de contrdle par les exploitants et les services publics.

La fréquence de positivité des virus entérigues observée dans ces eaux résiduaires épurées
constitue néanmoins un élément favorable a une mise en place d’un contréle des eaux de
rejet des stations d’épuration au regard du risque sanitaire encouru, lorsque ce rejet se
fait a proximité de parcs conchylicoles et lorsque l'on est en période épidémique
(pathologie d'hépatite ou de gastro-entérites dans la population).

Dans les zones conchylicoles, les indicateurs classiques de contamination bactériologique,
E. coli et pour l'indicateur "viral", le bactériophage F-RNA spécifique, montrent que les
zones ostréicoles étudiées sont de bonne qualité. En effet, les concentrations sur les sites de
Roguedas et de Créizic sont souvent en limite de détection pour E. coli et trés faibles ou en
limite de détection pour les F-ARN spécifiques bactériophages

En ce qui concerne les gisements de palourdes, on observe des différences importantes
selon le site étudié ; le secteur de palourdes de Rosvellec est trés contaminé avec une
moyenne de 11 142 E. coli/100 g et de 17 565 F-RNA/100 g (cette zone est classée C et
D). Cependant si 'on se référe au pourcentage de virus retrouvés sur ce secteur, il est
voisin de celui trouvé sur le gisement du Lern (classé en A avec E. coli comme indicateur).

Les résultats trouvés sur le secteur étudié, dans les coquillages montre la tres faible
présence de virus entériques, en particulier des calicivirus, impliqués dans des TIACs liées
aux coquillages. Néanmoins les résultats de contamination trés faibles en virus sur des
palourdes trés contaminées en indicateur fécal souligne la nécessité d'améliorer les
techniques de détection de ce type de coquillage. La physiologie des coquillages bivalves
et leur mode d’alimentation varient d'une espéce a l'autre et ['utilisation de deux espéces
différentes (huitres et palourdes) dans cette étude peut avoir contribué aux difficultés
d’analyses de certains résultats.

L’objectif appliqué de ce projet était d’identifier des outils d’aide & la décision pour
prévenir le risque microbiologique lié a la consommation des coquillages, en particulier en
¢tudiant la validité des indicateurs actuels (E. coli) et potentiels (bactériophages F-RNA
spécifiques), par rapport aux pathogeénes présents. Dans cette étude, il n'a été trouvé
aucune relation entre la présence de virus entériques humains dans les coquillages et les
indicateurs actuels ou potentiels de contamination virale.
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Par contre, Uutilisation d'un modele hydrodynamique a été appliquée a des rejets de
microorganismes. Le modeéle de simulation donne des résultats trés proches de ceux
trouvés dans les coquillages durant la période d'étude pour £. coli et les bactériophages. La
simulation concernant les calicivirus, qui n'est qu'un exercice tres approximatif, semble
néanmoins confirmer nos résultats. En effet, pendant cette période, peu de calicivirus ont
été trouves dans les coquillages. Ce premier exercice de simulation permet de conclure a
U'intérét d'une telle approche de modélisation comme outil d'aide a la décision sur un
secteur conchylicole.

II est néanmoins évident qu'au vu des approximations actuelles dues au manque de

connaissances sur les virus entériques, des mesures complémentaires mériteraient d'étre

réalisées. Il s'agirait en particulier d'avoir ;

e des informations quantitatives sur le nombre de virus présent dans les selles de

malades,

des informations sur le portage dans la population

des données quantitatives sur les virus présents dans les eaux usées et les coquillages

le taux de concentration des virus dans les coquillages

les temps de survie évalués pour des détections en RT-PCR qui mettent en évidence la

présence de génome viral.

e Des informations concernant les liens entre les virus et certains parametres physico-
chimiques du milieu, telle la turbidité qui peut jouer un réle dans 1’adhésion et la survie
de certains virus entérigues.
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7 Liste des abrévations

ADN

AN

ARN ou RNA
AV, CV RV, EV
CHU

CI

CLI

CTAB

DA

DBO

DCO

DDASS

DEL

DEL/AO
DMSO
DO
dNTDPs
DTT

E. ol

EDTA
Eq./hab ou E/H

F+ARN spécifique

GEA

Hu CV
IFREMER
INSERM
1SO

KCl

MES
MgCl,
NaCl-PEG 6000
NLV

NPK
OMS

Acide Désoxyribo-Nucléique

Acide Nucléique

Acide Ribo-Nucléique

Astro Virus, Calicivirus, Rota Virus, Entero Virus

Centre Hospitalier Universitaire

Controle 1nterne

Chair et Liquide Intervalvaire du coquillage
Hexadecyltrimethyl ammonium bromide

Diarrhée aigue

Demande biologique en oxygéne

Demande chimique en oxygene

Direction Départementale des Affaires Sanitaires et Sociales
Direction de 'Environnement et de 'Aménagement Littoral
(Ifremer)

Applications Opérationnelles

Dimethyl sulfoxide

Densité Optique

Deoxyribonucleoside Triphosphates

Dithiothreitol

Escherichia coli, hote intestinal, indicateur de contamination
fécale

Ethylenediaminetetra-acetate

Equivalent-Habitant

bactériophages

Gastro-entérite aigué

Calictvirus humains

Institut Frangais de Recherche pour PExploitation de la Mex
Institut Nartional de la Santé et de la Recherche Médicale
International Organisation for Standardization

Chlorure de potassium

Matieres en suspension

Chlorure de magnéstum

Chlorure de sodium polyethylene glycol

Norwalk Like Virus

Azote, phosphore, potassium

Organisation Mondiale de la Santé

Octobre 2002



a8

ORF Open reading frame

PBS Peptone-Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PEG Polyethylene glycol

REMI REseau de Surveillance Mlcrobiologique (IFREMER)

RT-PCR Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

STEP Station d’épuration

ds RNA double strain Ribo Nucleic Acid

ss RNA single strain Ribo Nucleic Acid

T90 Temps nécessaire pour que 90% des bactéries ou virus ne
sotent plus cultivables

TIAC Toxi-Infection Alimentaire Collective

Tris-HCL. Tris Hydroxy Chloride

UH Unité habitant

UFRC Unité Formant Colonie

UFP Unité Formant Plage

VHA ou HAV Virus de 'Hépatte A

VP1 Viral proteine 1



