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Contamination virale de l'environnement littoral 

Résumé 

Les microorganismes, bactéries et virus d'origine entérique, sont abondants dans les rejets 
urbains. Si la charge bactériologique contenue dans les eaux usées est notablement réduite 
lors des traitements appliqués dans les stations d'épurations, de nombreux microorganismes 
persistent et sont rejetés avec les eaux épurées dans le milieu récepteur, en rivière ou 
directement en mer. Le développement de méthodes analytiques basées sur la biologie 
moléculaire a permis récemment la détection de virus entériques non cultivables dans les 
échantillons de l'environnement, tels que les entérovirus, le virus de l'hépatite A, les 
calicivirus, les astrovirus et les rotavirus. 

En France, les données publiées sur la présence de ces virus entériques, détectés par RT­
PCR, dans l'environnement littoral, restent encore limitées. Cette étude présente les 
résultats de la contamination virale de coquillages dans un ensemble lagunaire 
méditerranéen, au cours d'un suivi mensuel portant sur trois années consécutives. Cinq 
virus ont été recherchés dans les coquillages, les entérovirus, le virus de l'hépatite A, les 

. calicivirus, les astrovirus et les rotavirus ; en parallèle, les bactériophages ont été quantifiés. 
En périodes épidémiques, des analyses de virus ont été réalisées dans les selles de la 
population littorale. Une première comparaison des souches virales trouvées dans la 
population et dans l'environnement marin a été entreprise. 

Les résultats obtenus soulignent la présence d'une contamination virale de cet ensemble 
lagunaire méditerranéen. Ils démontrent l'efficacité des nouvelles techniques de biologie 
moléculaire pour la mise en évidence de particules virales dans des échantillons 
environnementaux (Le Guyader et al., 1998). L'analyse de cette série de données permet de 
dégager quelques tendances et de soulever plusieurs hypothèses: 

- La contamination virale de l'environnement littoral est observée aussi bian dans un 
secteur classé A au regard de la réglementation portant sur l'exploitation et la mise 
en marché des coquillages que dans les autres secteurs. Elle est, cependant, plus 
limitée en zone A, qu'en zones C et 0 (Le Guyader et al., 1998) ; 

- Cette contamination semble être sous l'influence de phénomènes saisonniers. Elle est 
plus importante en hiver qu'en été (Miossec et al., 1998) ; 

- Des variations annuelles de cette contamination ont été observées au cours des trois 
années de suivi. La fréquence de détection des particules virales dans les 
coquillages était plus importante au cours des deux premiers hivers étudiés; 

- La contamination des coquillages par les bactériophages présente des similitudes avec 
celle des virus. Elle fluctue saisonnièrement et semble plus marquée dans les 
zones C et D; 

- Les entérovirus ne semblent pas répondre à l'ensemble des critères définissant un 
indicateur viral. Leur représentativité reste limitée dans les zones faiblement 
contaminées par d'autres virus entériques; 
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- Dans le cas des calicivirus, on observe simultanément la circulation de ce virus dans la 
population et sa présence dans les échantillons de l'environnement. Les souches 
détectées dans ces deux compartiments, bien que différentes, présentent une 
variété importante. Cette observation, basée sur un petit nombre d'échantillons de 
selles, mérite d'être approfondie. 

Ces résultats sont les premiers en France portant sur la contamination virale en zone 
littorale sur une aussi longue période de suivi. Leur interprétation reste limitée mais sera 

. complétée par les données obtenues sur la contamination virale des eaux de station 
d'épuration (Contrat Plan-Etat-Région Languedoc-Roussillon). 

Ces données participent à l'évaluation du risque viral associée à la consommation des 
coquillages en France. Elles fournissent une première estimation des niveaux de 
contamination des coquillages destinés directement à la consommation (sans traitement 
secondaire telle la purification) ; le risque de contamination secondaire des coquillages, lors 
du conditionnement et du transport, reste, en effet, limité. En l'absence de quantification 
virale dans les coquillages et d'informations précises sur le maintien du pouvoir pathogène 
de ces particules virales, elles permettent d'identifier des "périodes à risques sanitaires" 
pendant lesquelles des mesures de prévention supplémentaires peuvent être envisagées 
pour garantir la salubrité des coquillages distribués sur les marchés, comme des 
interdictions temporaires de commercialisation. D'autres solutions pourraient être retenues 
comprenant les traitements de purification intensifs, sous réserve toutefois d'en tester au 
préalable l'efficacité. 

Le Guyader F., Miossec L., Haugarreau L., Dubois E., Kopeka H., Pommepuy M., RT-PC 
evaluation of viral contamination in 5 shellfish beds over a 21 month period. Wat. Sei. 
Tech., 1998, 38, 12: 45-50. 

Miossec L., Le Guyader F., Haugarreau L., Comps M.A., Pommepuy M., Possible relation 
between a winter epidemic of acute gastroenteritis in France and viral contamination of 
shellfish. J. Shellfish Res. , 1998, 17 (5),1661-1664. 
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1. Introduction 

Les microorganismes, bactéries et virus d'origine entérique, sont abondants dans les rejets 
urbains. Si la charge bactériologique contenue dans les eaux usées est notablement réduite 
lors des traitements appliqués dans les stations d'épurations, de nombreux microorganismes 
persistent et sont rejetés avec les eaux épurées dans le milieu récepteur, en rivière ou 
directement en mer (Metcalf et al., 1995 ; Pommepuy et al., 1996). 

Les virus entériques sont des particules inertes, résistantes dans l'environnement, 
notamment en milieu marin. Peu de données sont encore publiées sur l'importance de cette 
contamination virale dans l'environnement littoral. Cela tient au fait que la mise en évidence 
de virus entériques par les méthodes analytiques classiques est délicate sinon impossible 
car certains d'entre eux ne sont pas cultivables. Le développement de méthodes analytiques 
performantes basées sur la biologie moléculaire a permis de pallier ce problème. 
L'application de ces techniques sur des échantillons de coquillages et d'eau de mer a 

. conduit à la mise en évidence de différents virus entériques ; parmi ceux-ci on trouve les 
entérovirus, le virus de l'hépatite A, les calicivirus, les astrovirus et les rotavirus (Kopecka et 
al., 1993 ; Tsai et al., 1993 ; Romalde et al., 1994; Atmar et al., 1995). 

La présence de ces virus dans les coquillages peut impliquer un risque sanitaire potentiel. 
Les pathologies, les plus souvent citées à la suite de consommation de coquillages, sont, 
depuis plusieurs années maintenant, les gastro-entérites d'étiologie virale et les hépatites 
virales (Rippey, 1994). Afin de réduire ces risques, des contrôles de la qualité 
microbiologique sont effectués régulièrement sur les coquillages en élevage. Cette 
surveillance est basée sur la teneur en coliformes thermotolérants. Cependant, ces 
bactéries fécales sont de mauvais indicateurs de contamination virale, car leur 
comportement en milieu marin diffère significativement du devenir en mer des virus. Plus 
sensibles que ces derniers aux conditions physico-chimiques et à la prédation, elles 
disparaissent en quelques jours alors que les virus peuvent persister plusieurs semaines 
voire plusieurs mois. Pour pallier ces limites, d'autres microorganismes comme les 
entérovirus et les bactériophages sont actuellement testés comme indicateurs viraux 
(Metcalf et al., 1995 ; Lee et al. 1997). 

En France, les résultats publiés sur la présence de virus entériques, détectés par RT-PCR, 
dans l'environnement littoral sont encore limités. Le Guyader et al., ont mis en évidence en 
1994 la présence d'entérovirus et de virus de l'hépatite A dans des coquillages prélevés en 

. Loire Atlantique et dans le Morbihan. Ces auteurs, en 1995, ont détecté ces virus dans les 
eaux des rivières martiniquaises se jetant en milieu marin. Crance et al. (1995) ont montré la 
présence de particules virales de VHA dans des moules et des coques pêchées en zone 
intertidale au cours d'un suivi hebdomadaire de quatre mois. Apaire-Marchais et al. (1995) 
ont comparé des souches de VHA trouvées dans l'environnement et dans la population lors 
d'une épidémie. Dubois et al. (1997) ont mis en évidence à plusieurs reprises du rotavirus 
dans les effluents d'une station d'eaux usées située en bordure de littoral. 

Cette étude présente les résultats de la contamination virale de coquillages présents dans 
un ensemble lagunaire méditerranéen, au cours d'un suivi mensuel portant sur trois années 
consécutives. Cinq types de virus ont été recherchés dans ces coquillages, les entérovirus, 
le virus de l'hépatite A, les calicivirus, les astrovirus et les rotavirus ; en parallèle, les 
bactériophages ont été quantifiés. En périodes épidémiques, des analyses de virus ont été 
réalisées dans les selles de la population littorale. Une première comparaison des souches 
virales trouvées dans la population et dans l'environnement marin a été entreprise. 
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2. Contexte de l'étude 

2.1. Rappel des objectifs scientifiques de l'étude 

L'objectif principal est d'étudier la distribution des souches virales (entérovirus, virus de 
l'hépatite A, rotavirus, astrovirus et calicivirus humains) dans la population humaine et 
l'environnement littoral et de comparer les souches trouvées dans les selles de malades et 
dans les coquillages, contaminés via les eaux de station d'épuration. 

Plus spécifiquement, il s'agit : 

• d'évaluer la contamination virale des coquillages : les virus recherchés sont les 
entérovirus (EV), le virus de l'hépatite A (VHA), les calicivirus humains (CV), les rotavirus 
(RV) et les astrovirus (AV). Les analyses sont réalisées dans les coquillages pris comme 
intégrateur de la pollution des eaux littorales. Les sites d'étude sont l'étang de Thau et 
son bassin versant, incluant la ville de Sète et ses canaux, et l'étang du Prévost et les 
alentours de Montpellier (fig . 1) ; 
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Figure 1 : carte générale de la zone d'étude 
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• d'étudier la persistance des virus en milieu marin c'est à dire la variabilité temporelle de la 
présence des différentes souches virales dans les coquillages; 

• d'analyser la relation entérovirus avec les autres virus (CV, VHA, RV et AV) c'est à dire la 
concomitance des différentes souches virales dans les coquillages; 

• de développer des études d'épidémiologie moléculaire des CV et du VHA sur la zone 
littorale étudiée : caractérisation des souches, comparaison entre les souches trouvées 
dans les coquillages et celles circulant dans la population. 

La recherche et la quantification des bactériophages dans les coquillages a été développée 
dans le cadre de cette étude à l'initiative du laboratoire de Microbiologie de l'IFREMER, dans 
le but de juger de la fiabilité des phages comme indicateur de contamination virale. Nous 
présentons ici les premiers résultats obtenus dans les coquillages. 

Remarque: contexte contractuel 

Une pré-étude de 18 mois, d'août 1995 à fin 1996, a été financée par 1 FREMER. 

A partir de 1997, deux autres financements sont inteNenus : 

~ Financement Santé-Environnement à hauteur de 50 % du coût global de l'étude, soit la 
. somme de 268 000 F : signature du contrat avec l'INSERM en avril 1997, n° EN96C11, 

INSERM 1996. 

~ Financement à hauteur de 50 % du coût global de l'étude, soit la somme de 268 000 F 
par le Plan Etat Région Languedoc-Roussillon ; le projet a été présenté en septembre 
1996, retenu en juin 1997 et le financement voté en février 1998. 

Compte tenu des conditions de financement bipartite, la partie "coquillages et population", 
dont les résultats sont présentés dans ce rapport, est financée par le contrat INSERM, la 
partie "eaux de station d'épuration - indicateurs de contamination virale" par le contrat Plan­
Etat-Région. Celle-ci fera l'objet prochainement d'un rapport de fin d'étude. 

2.2. Présentation du site 

Le site d'étude comprend 3 secteurs, le secteur conchylicole de l'étang de Thau, le 
secteur des canaux de Sète, parties intégrantes de l'étang de Thau, et le secteur de 
l'étang du Prévost. 

2.2.1. L'étang de Thau 

. L'étang de Thau (fig. 2) est l'une des plus grandes lagunes méditerranéennes. Il est orienté 
sud-ouest / nord-est, avec une longueur de 19,5 km et une largeur maximum de 4,5 km 
correspondant à une superficie de 7 500 hectares. Sa profondeur moyenne est de 4,5 m 
mais peut atteindre localement 10 m. Son volume global fluctue entre 250 et 300 millions de 
m3

. L'étang communique avec la mer par deux canaux. L'un se trouve à l'extrémité sud­
ouest, il s'agit du Grau de Pisse-Saumes, l'autre au nord-est constitué par le réseau des 
canaux de Sète. Les échanges avec la mer se font pour 80 à 90 % par les canaux de Sète. 

On peut diviser l'étang de Thau en deux parties, un bassin occidental, appelé Grand Etang, 
qui communique indirectement avec la rivière Hérault par le canal du Midi et un bassin 
oriental, plus restreint (200 ha), ou étang des Eaux Blanches, à proximité de la ville de Sète. 
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Figure 2 : Carte du secteur de l'étang de Thau, incluant Sète et les Canaux. 

Le climat est de type méditerranéen, caractérisé par un été sec, un hiver humide et deux 
saisons intermédiaires présentant des pluies violentes de type orageux. 

Le bassin versant de l'étang a une superficie d'environ 300 km2
. Il est drainé par deux 

principaux cours d'eau, la Vène et le Pallas; leurs bassins versants ont respectivement 
70 km2 et 50 km2

• Sur les 14 communes du bassin versant, correspondant à une population 
sédentaire d'environ 89 000 habitants , six sont riveraines de l'étang. Ces communes 
disposent toutes de systèmes d'assainissement. Les réseaux d'eaux usées sont 
majoritairement de type séparatifs, sauf dans le cas de Sète et de Marseillan. Cependant, 
quel que soit le type de réseaux, ils sont sujets à des débordements lors d'épisodes 
pluvieux. Les effluents de trois stations d'épuration sont rejetés directement dans l'étang de 
Thau. Il s'agit de la station d'épuration de Marseillan, dont les eaux sont rejetées dans 
l'étang, après transit par les canaux des Salins du Midi sur le Lido, et des lagunages de 
Mèze-Loupian et de Bouzigues-Poussan (Mahé, 1996). 
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La station d'épuration de Mèze (6 500 habitants, INSEE 1990) été mise en service en 1980. 
En 1984, le village de Loupian (1 300 habitants, INSEE 1990) a été raccordé à l'installation . 

. Cette station possédait, jusqu'en 1998, trois bassins de traitement sur une superficie de 
7,9 ha ; elle était dimensionnée alors pour traiter 8 000 équivalents-habitants (eq/h) en hiver 
et 15 000 en été. A sa mise en exploitation, le temps de séjour était estimé à 40 jours en été 
et 70 jours en hiver (Anon, 1996). En 1998, deux bassins supplémentaires ont été ajoutés 
portant les capacités nominales de traitement à 14 000 eq/h en hiver et 21 000 eq/h en été. 
La station reçoit en moyenne entre 1 500 et 2 000 m3 par jour (Mr Crabos, comm. pers.). Le 
fonctionnement de la station d'épuration peut être perturbé lors d'épisodes pluvieux 
importants, supérieurs à 25 mm par jour. Des précipitations supérieurs à 50 mm par jour 
entraînent une saturation dans le canal de sortie de station provoquant un 
dysfonctionnement du système dont les répercutions sont sensibles pendant une vingtaine 
de jour (Anon., 1996). 

La station d'épuration de Bouzigue-Poussan a été mise en service en 1984. Elle traite les 
eaux usées de Bouzigues (900 habitants, INSEE 1990) et Poussan (3500 habitants, INSEE 
1990). Elle est dimensionnée pour traiter 6700 eq/h (capacité nominale). Les autres stations 
d'épuration du bassin versant de l'étang de Thau évacuent leurs eaux épurées dans les 
rivières, La Vène, Le Pallas et Le Soupié, qui se jettent dans l'étang. 

La station d'épuration de Sète est de type boues activées avec pré-traitement physico­
chimique. Les eaux épurées sont rejetées en mer (sortie-est de la ville). Cette station traite 
les eaux usées des communes de Sète, Balaruc et Frontignan (environ 64 000 habitants, 
INSEE 1990) pour une capacité nominale de 150 000 eq/h. Les eaux usées domestiques de 

. plusieurs vieux quartiers de Sète, non encore raccordés à la station d'épuration de la ville, 
sont rejetées sans traitement dans les canaux de Sète qui reçoivent également des eaux 
usées des industries adjacentes. 

L'économie se développe autour de quatre grands axes, la viticulture, le tourisme, la 
conchyliculture et les activités portuaires. Ces trois derniers points sont discutés: 

- Le tourisme conduit au doublement de la population du bassin versant (hors Sète) 
pendant la période estivale. 

- Le port de Sète est le quatrième port français de débarquement de poissons (13 000 
tonnes, Anon., 1995). C'est aussi un port de commerce important (bois, céréales, 
bovins pour un tonnage de l'ordre de 10 000 tonnes par an, Mr Le Bec comm. 
pers.). 

- La conchyliculture représente environ 10 % de la production française d'huîtres et de 
moules. Concernant les huîtres, 15 000 tonnes sont commercialisées chaque 
année pour une biomasse en élevage de l'ordre de 25 000 tonnes. Les tables 
conchylicoles occupent 1/5e de la superficie de l'étang et sont réparties en trois 
zones le long de la bordure nord de l'étang. La principale période de vente se situe 
autour de Noël. Pour les moules, la biomasse en élevage est d'environ 
3 000 tonnes en permanence, avec un "turn over" rapide suivant la vente et la 
commercialisation. La période de commercialisation des moules est étalée dans le 
temps avec un pic en septembre-octobre (Elzière et al., 1993 ; Pichot et al., 1994). 
La qualité microbiologique générale, enregistrée au travers du réseau de 
surveillance IFREMER (REMI) est variable (classement de la zone en A provisoire, 
cf directive 91/4921CEE, décret 94-340, arrêté ministériel du 21 juillet 1995, arrêté 
préfectoral du 12 juillet 1996) ; on peut observer une contamination microbiologique 
sporadique du secteur en relation avec les périodes de fortes pluies (Miossec, 
1992 ; Anon, 1995). 
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2.2.2. L'étang du Prévost 

L'étang du Prévost fait partie d'un ensemble lagunaire constitué par quatre étangs, Arnel, 
Méjean, Grec et Prévost appelés étangs palavasiens (fig. 3.) (Hydratee, Aquascop, 1989 ; 
Ximenes et al. , 1991 ; Lieutaud et Burtin, 1995). Les points de communication majeurs sont 
avec la mer le grau du Prévost, avec le Lez, principal cours d'eau du bassin versant, le 
canalette ouest et avec l'étang d'Arnel une passe au niveau du canal ouest (Canal du Rhône 
à Séte). Sa superficie moyenne est de 296 ha pour une profondeur moyenne de 75 cm et un 
volume de 1,5 millions de m3

. Il est allongé en direction sud-ouest / nord-est. Les variations 
de volumes sont influencées par les marées, du fait de la proximité de la mer: 90 % des 
échanges viennent de la mer contre 10 % du canal ouest ; suivant l'orientation du vent 
(Tramontane et brise de mer), le Lez peut intervenir pour 1 % dans le volume d'eau. Le 
temps de renouvellement des eaux de cet étang varie entre un jour et demi (avec vent, 
notamment la Tramontane) et deux jours (sans vent). 

1 ETANG DU PREvosr 1 

.. - ... ,, --

Figure 3 : Carte du secteur de l'étang du Prévost. 

Le Prévost, comme les autres étangs palavasiens, subit l'impact d'un bassin versant trés 
urbanisé, l'activité agricole est trés réduite sur le secteur. Les rejets urbains représentent 85 
à 90 % des apports en azote et en phosphore dans cet ensemble lagunaire. La station 
d'épuration de Montpellier contribue pour environ 85 % des apports totaux. Concernant le 
Prévost, le Lez intervient pour 30 à 35 % dans les apports en nutrients (N et P), le canal 
ouest pour 60 à 70 % et la station d'épuration de Villeneuve-les-Maguelonne pour 4 à 6 %. 

Deux stations d'épuration parmi les cinq stations du secteur peuvent avoir une influence sur 
la qualité des eaux de l'étang du Prévost. Il s'agit de la station d'épuration de Montpellier qui 
rejette ses effluents dans le Lez, et de celle de Villeneuve-les-Maguelonne qui évacue ses 
eaux usées épurées dans un cours d'eau temporaire qui se jette dans l'étang d'Arnel. 
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- La station d'épuration de Montpellier (La Céreirède - environ 250 000 habitants) est 
dimensionnée pour traiter 260 000 eq/h. Le taux de raccordement au réseau est 
estimé à 99 % sur l'agglomération de Montpellier. Par contre, en période de fortes 
pluies, les effluents sont rejetés directement dans le milieu naturel par des by-pass ou 
des déversoirs d'orage. 

- La station d'épuration de Villeneuve-les-Maguelonne utilise une filière biologique (boues 
activées) ; elle est largement sous-dimensionnée. 

Le bassin versant du Lez a une superficie totale de 574 km 2 
; son affluent principal est la 

Mosson. " traverse la ville de Montpellier et se jette en mer à Palavas-les-Flots. Les régimes 
hydrologiques du Lez et de la Mosson sont de type méditerranéen avec des débits très 
faibles en été et des crues parfois violentes à la suite d'orages. 

Le Lez présente quatre zones homogènes: 

- le Lez amont, de la source à Montpellier avec des rejets polluants peu importants. La 
contamination bactériologique est de l'ordre de 103 CF/100 ml (coliformes fécaux) et 
de 102 SF/1 00 ml (streptocoques fécaux) ; 

- le Lez moyen traversant Montpellier, sous l'influence de déversoirs d'orage; 

- le Lez médian, de la station d'épuration de Montpellier à la Mosson, dont le débit d'étiage 
correspond à celui de l'effluent épuré de la station d'épuration (1 m3/s environ) ; 

- le Lez aval, de la Mosson à la mer, influencé par la marée et les échanges avec les 
étangs. Dans cette partie du cours d'eau, la contamination bactériologique diminue de 
3 log pour les CF et de 2 log pour les SF. Sur ce trajet, le Lez coupe un canal de 
navigation qui contribue à la dispersion des eaux polluées. Pour sa part, la Mosson, 
bien que de mauvaise qualité bactériologique, ne participe que faiblement à la 
contamination microbienne de l'ensemble. 

La production conchylicole dans l'étang du Prévost reste anecdotique, principalement axée 
sur la mytiliculture. Un seul producteur exploite quelques tables conchylicoles et produit en 
moyenne 22 tonnes de moules par an pour 16 tonnes d'huîtres (C. Vercelli, comm. pers.). 
Les coquillages sont purifiés (purification à l'ozone) avant commercialisation. La surveillance 
microbiologique des coquillages (REMI) souligne de mauvais résultats bactériologiques des 
coquillages avant purification, avec une contamination fécale plus marquée en octobre­
novembre (Anon, 1995). Ce secteur conchylicole est classé C. 

2.3. Rappel bibliographique 

2.3.1. Détection des virus entériques dans l'environnement 

Le développement de la biologie moléculaire a permis d'améliorer les connaissances sur les 
microorganismes présents dans l'environnement littoral. Ces techniques, la plupart dérivées 
de la PCR (Polymerase Chain Reaction), permettent de détecter rapidement et directement 
dans les échantillons naturels, les virus peu ou difficilement cultivables (virus de l'hépatite A, 
calicivirus humains). 

Des publications récentes rapportent des études où les auteurs appliquent ces techniques 
sur des échantillons naturellement contaminés. Une dizaine de publications, dont six sur les 
eaux usées et les eaux de rivière, mettent en évidence la présence d'entérovirus, de 
rotavirus et de calicivirus (Dubois et al. 1997 ; Gantzer et al, 1997; Gilgen et al. 1997 ; 
Murrin et al. 1997). Dans les eaux de mer, Marlowe et al., (1997) et Pallin et al., (1997) ont 
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recherché respectivement E. coli et les entérovirus. Petit et al. (1996) ont appliqué la PCR à 
la recherche de Salmonella et d'entérovirus dans des eaux d'estuaire. Enfin dans les 
coquillages, les rotavirus, le VHA, les entérovirus et les calicivirus humains ont été 
recherchés sur des échantillons naturels par Hafliger et al. (1997). 

Plus récemment encore, plusieurs auteurs ont cherché d'une part à établir des relations 
entre présence de virus dans les eaux usées et impact sur le milieu récepteur, et d'autres 

· part à observer d'éventuels phénomènes saisonniers. Green et Lewis (1999) ont détecté la 
présence d'entérovirus, de rotavirus et de virus de l'hépatite A dans des effluents urbains et 
dans l'environnement marin sous l'influence de ces rejets. Lee et al. (1999) ont mis en 
évidence la présence de virus de l'hépatite A dans des coquillages élevés en baie de Hong 
Kong, pendant l'hiver. 

Sur le plan méthodologique, l'optimisation de la PCR a donné lieu à différents travaux. Par 
exemple, Le Guyader et al. (1997) introduisent un témoin interne permettant de quantifier la 
PCR et de détecter les inhibitions de l'amplification. 

Le principal problème de l'analyse PCR est la présence d'inhibiteurs qui rend nécessaire la 
purification de l'échantillon avant l'analyse (Wilson, 1997). Une autre question également 
soulevée par les résultats de PCR concerne la détection de particules infectieuses ou non 
infectieuses. Limsawat et Ohgaki (1997) ont montré que l'ARN viral disparaissait en 
quelques minutes dans les eaux usées, ce qui implique pour eux, qu'une PCR positive 
refléterait la présence de virus potentiellement pathogènes. Cependant, aucune étude ne 
permet actuellement de conclure à la persistance de l'intégrité structurale des particules 
virales détectées dans l'environnement et au maintien de leur pouvoir pathogène. 

2.3.2. Les souches circulant dans l'environnement et dans la population 

· Pratiquement aucune donnée n'existe sur la relation entre les souches circulant dans 
l'environnement et celles présentes dans la population. Les principaux pathogènes impliqués 
dans les épidémies de gastro-entérites d'étiologie microbienne sont d'une part des virus 
d'origine entérique (majoritairement calicivirus humains - parmi lesquels on trouve le virus de 
Norwalk -, astrovirus, adénovirus et rotavirus, Desselberger, 1998) et d'autre part des 
bactéries, principalement Salmonella, Vibrio et Shigella. En France, chaque année, deux 
phénomènes épidémiques de gastro-entérites sont reportés dans la population: l'un en hiver 
dont l'origine serait plutôt virale, l'autre en été de moindre amplitude et probablement 
d'étiologie bactérienne (Letrillart etaI., 1997, Flahault 1997, Maison etaI., 1997). Les agents 
responsables de l'épidémie hivernale seraient principalement les rotavirus, les astrovirus, les 
calicivirus humains et les entérovirus. Cependant, la part respective de chacun de ces virus 
reste inconnue. Le croisement de plusieurs systèmes de surveillance en France, 
comprenant des médecins généralistes, des hôpitaux et des laboratoires d'analyses 
médicales, laisse supposer l'importance des rotavirus dans les gastro-entérites hivernales 
des enfants de moins de 15 ans (Désenclos et al., 1999). 

Concernant la part des calicivirus dans ce phénomène épidémique hivernal, peu 
d'informations sont encore disponibles et publiées en France. Des travaux présentés 
récemment montrent qu'en population générale les calicivirus interviennent dans 20% des 
diarrhées aiguës hivernales et les rotavirus dans 17 % (Kohli et al., 1999 ; Brachet et al., 
1999). Par contre, la diversité des souches circulant dans la population n'est pas connue. 

· Aux Pays-Bas et aux USA, les calicivirus interviennent respectivement dans 91 % et 96 % 
des épidémies sporadiques (cas groupés) de gastro-entérites enregistrées au cours de 
l'année, avec une prédominance du génogroupe Il (souches virales type SMA et Hawai) 
(Vinjé et Koopmans, 1996 ; Fankhauser et al., 1998). Ces virus sont présents toute l'année 
avec, cependant, une saisonnalité plus marquée en fin d'hiver et début de printemps. 
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Les astrovirus représentent la seconde cause d'hospitalisation à la suite de gastro-entérites 
d'étiologie virale chez les enfants après les rotavirus (Glass et al., 1996). 

Les diarrhées aiguës ne constituent pas un symptôme principal des infections à entérovirus, 
mais plusieurs cas de gastro-entérites à échovirus ont été enregistrés (Desselberger, 1998). 

2.3.3. Le coquillage en tant que facteur de risque viral 

Les épidémies de gastro-entérites d'origine virale observées après consommation de fruits 
. de mer sont fréquemment décrites dans la littérature; elles sont dues essentiellement aux 

calicivirus (Murphy et al., 1979 ; Morse et al., 1986 ; Pontefract et al., 1993). De même, de 
nombreuses études font état d'épidémies d'hépatite A qui seraient liées à la consommation 
de coquillages (Mackowiak et al., 1976 ; Ohara et al., 1983 ; O'Mahony et al., 1983 ; Goh et 
al., 1984 ; Mele et al., 1989 ; Wang et al., 1990 ; Leoni et al., 1998). Ces études 
épidémiologiques mettent en évidence statistiquement la relation entre consommation de 
coquillages et pathologie observée. Elles peuvent être accompagnées d'analyses 
microbiologiques dans les selles de malades. Par contre, les recherches de virus dans les 
coquillages suspectés sont rares (Desenclos et al., 1991 ; Kohn et al., 1995 ; Le Guyader et 
al., 1996). Cependant, l'opportunité de disposer d'un échantillon de coquillages restant du lot 
consommé est souvent improbable, surtout dans le cas d'une épidémie d'hépatite A, car, du 
fait de la période d'incubation, le repas remonte à plusieurs semaines. Par contre, lors 
d'épidémies de gastro-entérites à durée d'incubation courte, cela reste possible . 

En France, les produits de la mer, poissons et fruits de mer, interviennent dans 11 % des 
toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) pour lesquels l'aliment vecteur a été identifié 
ou fortement suspecté (Haeghebaert et al. , 1998) (tabl. 1). Ces données agrégées ne 
permettent pas de connaître la part réelle des coquillages. L'agent étiologique reste inconnu 
dans 76 % des recherches réalisées, en surveillance de routine. 

Par contre, des études plus ciblées ont permis de soupçonner les coquillages comme 
. vecteur d'épidémies de gastro-entérites à calicivirus (Charlet et al., 1994 ; Daurat, 1994) ou 

d'hépatites A (Niaouet et al. , 1993). Lorsque cela était possible, des études 
épidémiologiques de type cas-témoin ont souligné la relation entre la maladie et les 
coquillages consommés. Récemment, une enquête épidémiologique, également de type 
cas-témoin, a suspecté l'implication de coquillages dans une épidémie de gastro-entérite 
(Miossec et al., 1998). Les analyses réalisées dans les prélèvements de coquillages et dans 
les selles de malades ont permis de mettre en évidence par biologie moléculaire (RT-PCR) 
la présence d'une souche de calicivirus. Le séquençage a montré l'homologie des souches 
humaines et environnementales. 

En conclusion, les coquillages ne semblent pas constituer un facteur de risque prédominant 
ou majeur des épidémies hivernales de gastro-entérites enregistrées chaque hiver sur le 
territoire français (Letrilliart et al., 1997 ; Maison et al., 1997). Mais ils sont régulièrement 
impliqués dans des épidémies sporadiques de gastro-entérites ou d'hépatites A (Delarocque 
et al., 1998 ; Miossec et al., 1998). 
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Salmonelles 

Autres Non Clostridium 5taphylococcus Autres Agents 
Total des 

1 Enteritidis Typhimurium agents 
sérotypes sérotypées perfringens Agents indéterminés 1 aureus 

identifiés 

Poissons et 
2 (1,7%) 3 (7,3%) 0 1 (2 ,3%) 2 (4 ,7%) 5 (6,4%) 33 (56%) 8 (10%) 54 (11 ,3%) ! 

Fruits de mer 

Total 

! 
(aliments 118 41 16 43 43 78 59 80 478 

analy_sés) 

Autres agents: Campylobacter, Coli, Dinoflagellés, Norwalk, Shigella, Toxique, Vibrio parahaemolyticus 

Tableau 1 : Part de la catégorie Poissons et Fruits de mer dans les agents identifiés (TIAC déclarées aux DDASS ou DSV, France 1997). 
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3. Matériel et méthodes 

3.1. Protocoles d'échantillonnage 

3.1.1. Prélèvements de coquillages (figure 3) 

- Dans l'étang de Thau, 3 points d'huîtres (Crassostrea gigas) ont été échantillonnés : la 
station 1, devant le rejet de Bouzigues-Poussan, la station 12, devant le rejet de Mèze­
Loupian, la station 20, devant la ville de Marseillan . 

. - Dans l'étang du Prévost, l'échantillonnage a été réalisé sur un point de moules (Mytilus 
galloprovincialis) , situé sous influence du rejet de Montpellier. 

- Dans les canaux de Sète, le point d'échantillonnage de moules (Mytilus galloprovincialis) 
était situé près des quais. 

La fréquence d'échantillonnage, mensuelle, a couvert la période août 95 - septembre 98. 
Les prélèvements de coquillages ont été réalisés par l'équipe IFREMER de Sète et expédiés 
pour analyse au laboratoire Microbiologie de l'IFREMER à Nantes et à Brest. 

3.1.2. Prélèvements des selles de malades dans la population 

La collecte des selles de malades diarrhéiques a eu lieu sur deux périodes annuelles lors 
des phénomènes épidémiques de gastro-entérites observés en hiver (de la période de Noël 
à la mi-janvier) et en été (de la mi-juillet à la mi-août). La collecte de selles de malades 
diarrhéiques, a permis d'obtenir les échantillons suivants: 

• Eté 96 (pré·étude): 3 selles provenant de Sète (échantillonnage en juillet). 

• Hiver 96-97 

• Eté 97 

• Hiver 97-98 

• Eté 98 

: 20 selles, 14 provenant de Montpellier, 6 du secteur de Sète 
(période d'échantillonnage: 24/12/96 au 2/01/97). 

: 6 selles, 5 échantillonnées sur Montpellier, 1 sur Sète 
(échantillonnage en juillet). 

: 22 selles, provenant de Montpellier, Sète et de communes proches de 
ces villes (période d'échantillonnage: Noël 97 - début janvier 98). 

: 36 selles, provenant toutes de Sète (échantillonnage en septembre). 

Tous ces prélèvements de selles ont été assurés par la DDASS de l'Hérault, puis transmis 
pour analyses virales au laboratoire de Virologie de l'Hôpital du Bocage de Dijon. 

Un échantillonnage spécifique portant sur 10 selles d'enfants hospitalisés pour gastro­
entérites a été réalisé au cours de l'hiver 97-98 au CHU Lapeyronie de Montpellier. 

En cas de phénomène épidémique d'hépatite A, il était envisagé de recueillir des selles de 
malades après identification des cas auprès des médecins signalés par les laboratoires 
d'analyses médicales du département. Un phénomène épidémique d'hépatite A a été 
enregistré sur le secteur au début de l'année 1998. Seule une selle de malade a pu être 
récoltée au CHU Lapeyronie de Montpellier. 

Les prélèvements effectués au CHU Lapeyronie de Montpellier ont été transmis pour 
analyses au laboratoire de Virologie de l'Hôpital du Bocage de Dijon. 
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3.2. Méthodes analytiques 

3.2.1. Recherche de virus entériques 

3.2.1 .1. Préparation de l'échantillon pour la recherche de virus 

* dans les coqui!lages 

Dès réception au laboratoire, les coquillages sont ouverts et, après dissection, les 
hépatopancréas sont congelés sous aliquots de 1,5 g. 

* dans les se!les de malades 

Les prélèvements de selles sont expédiés en glaciaire réfrigérée au laboratoire de Virologie 
de l'Hôpital du Bocage de Dijon. Ils sont, alors, aliquotés dans des tubes de 2 ml, puis 
congelés à -40°C. 

3.2. 1.2. Analyses virales des échanti!lons 

Une homogénéisation des techniques utilisées pour détecter les virus par biologie 
. moléculaire, dans les coquillages et dans les selles de malades a été faite dès le début de 

l'étude. Ainsi les résultats ont-ils pu être comparés. Seule la phase d'extraction des virus 
présente des différences méthodologiques suivant les compartiments étudiés, c'est pourquoi 
elle est détaillée pour chacun d'entre eux. La suite de l'analyse est commune à tous les 
compartiments. 

3.2.1.2.1 Extraction des acides nucléiques 

~ dans les coquillages 

Les tissus sont broyés dans un tampon PBS/NaCI, puis les virus sont élués par un mélange 
chloroforme/butanol. Après centrifugation, les capsides virales sont cassées par digestion 
enzymatique par la protéinase K en présence d'un milieu détergent au bain marie à 56° C 
pendant 30 mn. Les acides nucléiques sont purifiés par extraction au phénol-chloroforme, 
précipitation au cethyltrimethylammonium bromide (CTAB) puis reconcentrés par 
précipitation éthanolique (Atmar et al., 1995) . 

~ dans les se!les de malades 

L'ARN viral est extrait grâce à la méthode OIAmp Viral RNA (Oiagen) adaptée aux 
prélèvements de selles. 

Remarque: Certains virus ont fait l'objet d'un examen préalable par une méthode ELISA: 
les rotavirus, selon la technique décrite par Pothier et al. (1987), et les astrovirus (IDEIA ™ 
DAKO). Lorsque les résultats sont positifs, la recherche par RT-PCR est réalisée selon les 
techniques décrites. 

Des recherches d'adénovirus ont également été effectuées dans les selles de malades, par 
méthode ELISA (AdénocloneR 40/41, Meridan diagnostic). 

3.2.1.2.2. Amplification des ARN viraux 

Les virus recherchés étant des virus à ARN, une première étape de transcription en ADN est 
nécessaire avant l'amplification. Celle-ci est réalisée par une reverse transcriptase -
50 U/réaction (MuLV-RT Perkin-Elmer) en présence d'un mélange de nucléotides - O,5mM 
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(dATP, dCTP, dGTP, dTTP - Pharmacia) et de l'amorce de transcription - 2,5 ~M (Genset) 
dans un volume de 20 IJI pour 2 IJI d'extrait, pendant 15 mn à 42° C. Pour les Rotavirus, 
virus à ARN double brin, il est nécessaire de dénaturer l'ARN à l'aide 
d'hydroxyméthylmercure - 10 mM (Serva) pendant 5 mn à température ambiante afin que la 
transcript ion ait lieu. 

Puis 30 ~I de réactif de PCR contenant la deuxième amorce sont ajoutés. Après une 
dénaturation initiale de 1 mn à 94° C, 40 cycles d'amplification sont réalisés (Thermocycleur 
Perkin-Elmer 9600 ou 2400), à l'aide d'une DNA polymérase - 5 U/réaction (Amplitaq DNA 
Polymerase - Perkin-Elmer), avec pour chaque cycle une étape de dénaturation de 30 s à 
94° C, une hybridation de 30 s à une température spécifique à chaque couple d'amorces, et 
une élongation de 30 s à 72° C. Une élongation finale de 3 mn à 72° C est ensuite effectuée. 

La liste des amorces utilisées suivant les virus est détaillée par la suite. Il s'agit: 

- pour les entérovirus, d'amorces spécifiques du groupe situées dans la région 5'NC 
(Kopecka et al. 1993 ; Le Guyader et al., 1994) ; 

- pour le virus de l'Hépatite A, d'amorces situées dans la région codant pour la protéine 
de capside VP1 (Le Guyader et al., 1994) ; 

- pour les rotavirus, d'amorces spécifiques du groupe A situées sur le gène 9 dans la 
région codant pour la protéine de capside VP7 (Dubois et al. , 1997) ; 

- pour les calicivirus, de six amorces, dont une amorce dégénérée pour la RT, situées 
dans la région codant pour la 3D polymérase (Le Guyader et al., 1996) ; 

- pour les astrovirus, d'amorces situées dans la région 3'NC (Mitchell et al., 1995). 

La révélation est effectuée par électrophorèse des produits d'amplification en gel de 
polyacrylamide à 9 %, suivie d'une coloration au bromure d'éthidium. La lecture est 
effectuée sous UV à l'aide d'un analyseur d'images (Fluor-S Multilmager - Biorad - fig. 4) . 

. ! 

- - ! - . i 
• <i! 4, ~ 

Figure 4 : Produits d'amplification des Astrovirus 

T- : témoin négatif 
M5 : Marqueur V Boerhinger 
141-148 : échantillons 
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3.2.1.2.3. Hybridation des produits d'amplification 

Afin d'augmenter la sensibilité et la spécificité de la réaction, une étape d'hybridation des 
produits de PCR avec des oligosondes spécifiques marquées est réalisée. Différentes 
sondes sont utilisées pour mettre en évidence la totalité des virus recherchés (5 sondes pour 
rotavirus et calicivirus, 1 sonde pour entérovirus, virus de l'hépatite A et astrovirus). Ces 
sondes sont au préalable marquées à froid par la digoxygénine, pour permettre une 

. révélation par chemiluminescence (kit de marquage 3' End Labelling Kit Boerhinger). 

Les produits d'amplification sont dilués dans un tampon TrisHCI 10mM/EDTA 1 mM 
dénaturés par chauffage à 95° C pendant 5 mn puis brusquement refroidis. Ils sont ensuite 
déposés sur une membrane de nylon (Boerhinger), chargée positivement, et fixés à celle-ci 
par aspiration sous vide (technique du dot-blot). L'adhésion est renforcée par les UV. 

Après une pré hybridation de 30 mn, la membrane est mise en contact avec la sonde 
marquée pendant 2 heures à la température d'hybridation correspondante (50° C pour 
entérovirus, calicivirus et astrovirus, 45° C pour virus de l'hépatite A, 42° C et 38° C pour 
Rotavirus). Une série de lavages est ensuite effectuée. 

La révélation est réalisée par fixation à la sonde d'un anticorps marqué à l'aide d'une 
phosphatase couplée à une molécule de digoxigénine (AntiDig-AP - Boerhinger), puis par 
action de cette enzyme sur un composé chemiluminescent (CSPD - Boerhinger) provoquant 
l'émission de lumière. La membrane est ensuite mise en contact avec un film 
photographique pendant 40 mn à 3r C, puis le film est révélé (fig. 5) . 

T- 141 i42 143. 144 

•• , e 
145 146 147 148 .. '" .. 

T- 149 . 150 151 152 •• • • 153 154 155 156 .... ., 

Figure 5 : Hybridation des produits amplifiés pour Astrovirus 

T - : témoin négatif 
141-156 : échantillons 

3.2.1.2.4. Contrôle de l'inhibition 

Les chairs de coquillages sont fortement chargés en substances pouvant inhiber les 
réactions enzymatiques utilisées ici pour la recherche des virus (détergents, acides 

. humiques, polysaccharides, ions, ... ). Afin de vérifier l'efficacité de l'étape de purification, une 
réaction d'amplification d'un Contrôle Interne exogène a été mise au point par le laboratoire 
(Le Guyader et al., 1997). Ce contrôle interne consiste en un fragment de génome de 
Poliovirus type 1 dont une petite partie de 121 pb a été délétée afin de permettre sa mise en 
évidence distinctive sur gel de polyacrylamide. 
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Un nombre connu de copies du contrôle interne est introduit avec l'extrait dans une réaction 
de transcription et soumis à l'amplification. La révélation par électrophorèse permet de 
vérifier si ce fragment a été amplifié ou non, mettant ainsi en évidence l'efficacité de cette 
amplification et l'effet d'éventuels inhibiteurs. En cas de présence d'inhibiteurs des étapes 
supplémentaires de purification sont effectuées (colonne de séphadex, cellulose granulaire) 
ou une nouvelle extraction est réalisée. 

3.2.1.2.5. Séquençage des amplicons 

Afin de typer les souches au plan moléculaire et de pouvoir comparer celles trouvées dans 
l'environnement et dans la population, les PCR positives en VHA ou CV détectés dans les 
échantillons de coquillages et de selles ont été séquençées. Ce séquençage est réalisé sur 

· les produits d'amplification de la RT-PCR. 

Le séquençage a été réalisé sur séquenceur automatique ABlprism 373 (Perkin Elmer) à 
l'aide des réactifs ABIPrism AmpliTaq FS Dyedeoxyterminator (Perkin Elmer). Les fragments 
amplifiés inférieurs à 200 paires de base ou en quantité faible ont été clonés dans E. coli 
(TA cloning kit, Invitrogen). Après culture sur milieu solide les clones positifs ont été 
sélectionnés par minipréparation (Sam brook et al., 1989). Pour chaque fragment au moins 
deux clones ont été séquencés. 

Le génotypage des rotavirus a porté sur les groupes G et P (Gouvea et al., 1990 ; Gentsch 
et al., 1992). 

Le séquençage des échantillons de coquillages a été effectué par la société ESGS , celui 
des échantillons de selles par le laboratoire de Virologie de l'Hôpital du Bocage de Dijon. 

La phylogénie des séquences a été réalisée par création d'un arbre à l'aide du programme 
Phylip après alignement sous clustawl (GCG, version 10, Wisconsin package). 

3.2.2. Recherche de bactériophages 

· Le bactériophage choisi est le F+ARN spécifique appartenant à la famille des Léviviridae 
(MS2), il infecte des bactéries telles que E Coli ou Salmonella spp par l'intermédiaire de pili 
sexuels de fertilité (F). Ce groupe est assez homogène. Il a une structure et une taille 
comparable aux entérovirus (20 à 27 nm). D'autre part il a un ARN monobrin comme la 
plupart des virus entériques humains résistant dans l'environnement ce qui l'a fait choisir 
comme indicateur viral 

3.2.2. 1. Préparation de l'échantillon pour la recherche des bactériophages 
dans les coquillages 

La recherche des bactériophages a été réalisée par le laboratoire de Microbiologie de Brest 
(IFREMER). Les analyses pour la recherche des bactériophages ont commencé sur des 
séries d'échantillons congelés à partir d'août 95 pour le point 12 de l'étang de Thau, en 
janvier 1996 pour le Prévost et février 1997 pour les prélèvements de Sète, puis sur des 
échantillons frais à partir d'août 97 pour l'ensemble des points de l'étude. 

La préparation de l'échantillon se fait de la même manière que pour la recherche de virus de 
façon à ce que les résultats soient comparables. Dès réception au laboratoire, les 
coquillages sont ouverts et, après dissection, les hépatopancréas sont analysés directement 
ou congelés. Pour l'analyse, ces tissus sont broyés en présence de PBS/NaCI et de 
chloroforme/butanol. Les particules phagiques et virales sont précipitées par ajout de cat-

· floc, après 15 min de décantation à 20° C, l'échantillon est centrifugé 15 min à 4° C et à 
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13500 g. Le surnageant est repris dans 3 ml de PEG/NaCI puis agité 1 h à 4° C. Une 
dernière centrifugation (20 min, 11 000 g à 4° C) permet de récupérer un culot qui est dilué 
dans de l'EPS pour analyse (Atmar et al., 1995) . 

3.2.2.2. Analyse des bactériophages 

La méthode de détection est basée sur la norme ISO 10705-1 (1995) qui concerne la 
détection et le dénombrement des F+ARN spécifiques dans les eaux. 

Le principe de la méthode est simple (fig. 6). Il consiste à mélanger un volume connu de 
. l'échantillon avec une culture de la bactérie hôte, à incorporer le tout à de la gélose molle 

(semi-solide maintenue en surfusion à 50°C) et à couler le mélange dans une boîte de Pétri. 

Après une incubation de 18 h à 3]0 C, chaque phage présent dans l'inoculum est multiplié 
au dépens du tapis de bactéries hôtes, ce qui se traduit par la formation de halos clairs 
correspondant aux plages de lyses. La quantification est réalisée en comptant les plages de 
lyses et en les rapportant à 100 ml d'eau ou au poids de coquillage analysé. Les résultats 
sont exprimés en Plage Formant Unité - PFU/100 ml. 

Analyse des bacteriophages 
Méthode de la double couche 

1 ml 

Echantillon à n 
analyser Gélose sem j- solide 

50 'C 

1 ml 

~ 

!",7.;~:'" ~ U ... , 

~ .. ;"" ... " 

Figure 6 : Analyse des phages 

La souche hôte utilisée pour cette méthode est Salmonella WG 49 résistante à l'acide 
nalidixique, ce qui permet de disposer d'un critère d'élimination de la flore bactérienne 
présente dans l'échantillon à analyser. Un plasmide permettant à la bactérie de produire des 
pili sexuels a été introduit dans la Salmonelle, 

Un contrôle de qualité de cette bactérie est effectué avant l'analyse. Par ailleurs un témoin 
constitué d'une solution de phages de titre connu permet de vérifier le bon état de la bactérie 
hôte. 
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4. Résu Itats 

4.1. Contamination virale dans les coquillages: 

4.1.1. Analyses de la contamination virale des coquillages par secteur sur 
trois années 

L'analyse des résultats porte sur la période août 95 - juillet 98 et sur 176 échantillons de 
coquillages (105 dans l'étang de Thau, 35 dans l'étang du Prévost et 36 dans les canaux de 
Sète). Rappelons que ces analyses virales permettent de mettre en évidence l'ARN viral. 

Le tableau 2 présente le pourcentage de résultats positifs pour chacun des virus recherchés 
dans les trois secteurs d'étude sur la période considérée. Le secteur de l'étang de Thau, 
classé A, ne présente pas de contamination par le virus de l'hépatite A. Tous les autres virus 
recherchés sont détectés dans des proportions proches de 20 % sauf pour le rotavirus 
présent dans plus de 28 % des échantillons. Par contre, dans les deux autres secteurs 

. d'étude classés respectivement C et 0 tous les virus recherchés sont trouvés. Le 
pourcentage de résultats positifs en virus de l'hépatite A est comparable d'un secteur à 
l'autre, inférieur à 20 %. Concernant les autres virus, les pourcentages varient entre 26 et 
49 % dans l'étang du Prévost où l'astrovirus est le virus le plus souvent détecté et entre 41 
et 61 % dans les canaux de Sète. Dans ce cas, c'est de nouveau les rotavirus qui 
prédominent. De ces deux secteurs, ce sont les canaux de Sète qui apparaissent les plus 
contaminés. 

Thau (A) Prévost (C) Canaux de 
Sète (0) 

Tableau 2 : Importance de la contamination virale dans les coquillages au cours de la 
période d'étude. 

Les figures suivantes (fig. 7 et fig. 8) présentent la répartition mensuelle de cette série de 
données (août 1995 à juillet 1998) pour chacun des virus étudiés. A cette étape, l'analyse 
des résultats est présentée de façon globale, s,ans tenir corn te des anné s, afin de 
souligner la saisonnalité des phénomènes de contamination virale de l'envIronnement littoral, 
enregistrés dans les coquillages. Nous présenterolJ.§.. par la suite les variations annuelles 
observées. Nous avons regroupé les résultats obtenus dans l'étang du Prévost et dans les 
canaux de Sète dans la figure 8, car les données, correspondant pour chaque secteur à un 
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seul point échantillonné mensuellement, sont quantitativement insuffisantes pour permettre 
. une analyse pertinente comme le montrent les tableaux 3 et 4. 

Prévost VHA 1 CV 1 AV 1 EV 
1 

RV 
N .• ~ 3 

1 
3 

1 
3 

1 3 1 3 
octobre 0 0,0 33,3 66,7 33,3 

novembre 

~ 
33,3 66,7 66,7 33,3 

décembre 100,0 66,7 100,0 100,0 66,7 
janvier . ,3 100,0 66,7 66,7 100,0 
février 33,3 33,3 66,7 33,3 66,7 
mars 0,0 33,3 66,7 33,3 33,3 
avril 0,0 0,0 66,7 33,3 66,7 

mai 0 0,0 0,0 0 0,0 
juin 0 0,0 66,7 33,3 66,7 

juillet 0 0,0 a 0,0 0,0 
Août 0 0,0 0,0 33,3 66,7 

septembre 0,0 0,0 33,3 0,0 0,0 

Tableau 3 : Détection de particules virales dans les coquillages de l'étang du Prévost suivant 
les virus recherchés au cours de la période d'étude (résultats exprimés en %). 

Canaux VHA 
1 

CV 
1 

AV 
1 

EV 
1 RV 

N '1 3 1 3 1 3 j 3 
1 

3 
octobre a 33,3 66,7 33,3 66,7 

novembre 0,0 66,7 100,0 66,7 33,3 
décembre 0,0 100,0 100,0 100,0 66,7 

janvier 33,3 66,7 66,7 100,0 66,7 
février 0,0 33,3 33,3 33,3 66,7 
mars 33,3 66,7 100,0 100,0 66,7 
avril 33,3 33,3 33,3 66,7 100,0 
mai 0 0,0 66,7 a 66,7 
juin 0 33,3 0,0 0,0 66,7 

juillet 0 0,0 0 0,0 0,0 
Août a 66,7 66,7 66,7 33,3 

septembre 33,3 33,3 33,3 66,7 100,0 

Tableau 4 : Détection de particules virales dans les coquillages de les canaux de Sète 
suivant les virus recherchés au cours de la période d'étude (résultats exprimés en %). 

Dans l'étang de Thau (fig. 7), la contamination par les calicivirus est sporadique avec une 
absence de résultat positif en février, avril et août. Par contre, elle est forte en novembre où 
près de 90 % des échantillons sont positifs. Les rotavirus, les astrovirus et les entérovirus 
présentent une saisonnalité hivernale, avec un maximum en décembre pour le premier (près 
de 90 % des échantillons sont positifs) et en janvier pour les derniers (respectivement 78 et 
56 % des analyses positives). De plus pour les entérovirus, on observe un second pic de 
contamination en août, de moindre amplitude toutefois (38 % de recherches positives). 
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Figure 7 : Contamination virale dans les coquillages dans l'étang de Thau (secteur A) . 
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Figure 8 : Contamination virale dans l'étang du Prévost et dans les Canaux de Séte, classés 
respectivement C et D. 
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Le contraste entre la figure 7 et la figure 8 souligne la forte contamination virale des secteurs 
classés en C et D avec une saisonna lité hivernale marquée couvrant également la fin de 
l'automne et le début du printemps. Un maximum est observé en décembre, pour le virus de 
l'hépatite A (50 % des échantillons sont positifs) et pour les calicivirus (83 % des analyses 
sont positives). De même, les coquillages prélevés en décembre sont fortement contaminés 
en astrovirus et en entérovirus puisque 100 % des échantillons sont positifs pour ces virus. 
Les maxima sont observés en janvier et en avril pour les rotavirus avec plus de 80 % des 
échantillons contaminés ; ce groupe de virus reste largement présent dans les coquillages 
tout le long de l'année, la plupart du temps dans plus de 40 % des échantillons. Aucun des 
virus recherchés n'a été détecté en juillet. 

4.1.2. Etudes des variations annuelles 

Pour chaque virus, les résultats sont présentés chronologiquement de 1995 à 1998. La série 
de données est limitée dans le temps et basée sur un petit nombre de points d'observation. 
C'est pourquoi les résultats ont été regroupés par saison. L'été correspond à juillet, août et 
septembre, l'automne à octobre, novembre et décembre, l'hiver à janvier, février et mars et 
le printemps à avril, mai, juin. Les résultats correspondant à l'été 95 et l'été 98 sont peu 
représentatifs car ils ne reposent que sur deux mois de prélèvements pour le premier et sur 
un mois seulement pour le second. Comme précédemment et pour les raisons évoquées 
plus haut, nous avons regroupé les résultats observés dans les deux zones très 
contaminées, l'étang du Prévost et les canaux de Sète. 

Le virus de l'hépatite A est présent uniquement dans les secteurs C et D, principalement à 
l'automne et en hiver et plus sporadiquement au cours des autres saisons. Les fréquences 
de détection de ce virus ne diffèrent pas d'une année à l'autre (fig. 9). 
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60,0 

% 
40,0 

20,0 

0,0 

Saison 

co 
al 
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ûj 

HAV (CD) 

HAV (A) Secteur 

Figure 9 : Présence de virus de l'hépatite A dans les coquillages des deux secteurs 
contaminés (l 'étang du Prévost - C, et canaux de Sète - D) au cours de la période 
d'étude. 
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Concernant les autres virus, ils sont présents à la fois dans l'étang de Thau et dans les deux 
autres secteurs étudiés. Par contre pour chacun des autres virus recherchés, la 
contamination des coquillages est plus importante dans l'ensemble Prévost-Canaux de Sète. 
De plus, et ceci pour l'ensemble des secteurs étudiés,· elle semble plus marquée au cours 
des deux premières années de l'étude. 

Les entérovirus (fig. 10) ont été régulièrement retrouvés dans les échantillons jusqu'au début 
1997 (maxima observés en été 96 dans l'étang de Thau - 56 % de résultats positifs - et en 
automne 95 et 96 puis en hiver 97 dans l'ensemble Prévost-Canaux de Sète - 83 % de 
résultats positifs). 

% 

secteur 

Figure 10 : Contamination des coquillages par les entérovirus de 1995 à 1998 
respectivement dans l'étang de Thau (secteur A) et dans les deux autres secteurs 
(étang de Prévost - C, et canaux de Sète - D) . 

La contamination par les calicivirus (fig. 11) a été plus importante au cours de la deuxième 
année d'étude (67 % de résultats positifs en automne 96 contre 33 % en automne 95 et 
automne 97 en valeur maximale observée dans l'étang de Thau et 100 % en hiver 97 contre 
50 % et 33 % en automne 95 et 97 dans l'ensemble Prévost-Canaux de Sète). 

Concernant les astrovirus et les rotavirus (fig. 12 et fig . 13), les variations annuelles sont 
plus délicates à observer et ne sont pas reproductibles d'un secteur à l'autre. Le 
pourcentage de détection des astrovirus dans les coquillages de l'étang de Thau est 
légèrement plus marqué au cours de l'hiver 96 (56 %) par rapport aux deux autres années 
(hiver 97 et 98, 33 %). Par contre dans l'ensemble Prévost-Canaux de Sète, c'est en 
automne 96 que les détections sont les plus importantes (100 %). Pour les rotavirus , le 
maximum de contamination a été observée en hiver 96 pour l'étang de Thau (100 % de 
résultats positifs), par la suite les pourcentages de détection n'ont jamais dépassé 50 %. 
Dans l'ensemble Prévost-Canaux de Sète, les maxima ont été enregistrés au printemps 96 
et à l'automne 96 (100 % de détections positives) ; mais la fréquence observée en hiver 98 
est peu différente (0,83). 
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Figure 11 : Contamination des coquillages par les calicivirus de 1995 à 1998 respectivement 
dans l'étang de Thau (secteur A) et dans les deux autres secteurs (étang de Prévost -
C, et canaux de Sète - 0). 
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Figure 12 : Contamination des coquillages par les astrovirus de 1995 à 1998 respectivement 
dans l'étang de Thau (secteur A) et dans les deux autres secteurs (étang de Prévost -
C, et canaux de Sète - 0) . 
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Figure 13 : Contamination des coquillages par les rotavirus de 1995 à 1998 respectivement 
dans l'étang de Thau (secteur A) et dans les deux autres secteurs (étang de Prévost -
C, et canaux de Séte - D) . 

4.1.3. Contamination des coquillages par les bactériophages 

La contamination des coquillages par les F+RNA spécifiques peut s'observer surtout dans 
les zones conchylicoles de faible qualité (fig. 14) . Pour ce dernier, des valeurs élevées se 
retrouvent systématiquement pendant l'hiver en début d'année 1996, 1997 et 1998, mais au 
cours de ces trois années, elles décroissent globalement. On observe également une 
décroissance de ces valeurs au cours des trois années étudiées. En ce qui concerne les 
canaux de Sète, les concentrations en F+RNA spécifiques sont toujours élevées au cours de 
la période étudiée avec une moyenne de 125 UFP pour 1,5 g de glande digestive analysée 
et il n'y pas vraiment de phénomène de saisonnalité bien marqué. 
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Figure 14 : Contamination des coquillages par les F+RI\lA spécifiques dans les secteurs du 
Prévost et des canaux de Sète. 

Pour le secteur de l'étang de Thau, zone classée A (fig. 15), on note une grande similitude 
des résultats obtenus pour ces trois points en ce qui concerne la présence de 
bactériophages. Les résultats se situent en grande majorité en dessous de la limite de 
détection c'est-à-dire inférieurs à 2,5 UFP pour 1,5 g de glande digestive analysée. On note 
cependant une forte contamination du point 12 en mars 1998, contamination identique à 
celle observée au même point à la même période en 1996. 

Dans la zone A, seulement 29 % des résultats sont positifs en phages, contre 66 % pour les 
échantillons issus de l'étang du Prévost et 86 % pour ceux des canaux de Sète. 
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Figure 15 : Contamination des coquillages par les F+RNA spécifiques dans l'étang de Thau. 
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4.1.4. Représentativité des entérovirus comme indicateur viral 

Nous avons testé la validité des entérovirus comme indicateur de la présence des autres 
. virus, en séparant les résultats obtenus dans chacun des secteurs A, C et D (tabl. 5, 6 et 7). 

Les rapports de simultanéité suivants ont été calculés (résultats exprimés en pourcentage) : 

- présence simultanée d'entérovirus et de virus de l 'hépatite A, 
- présence simultanée d'entérovirus et de calicivirus, 
- présence simultanée d'entérovirus et d'astrovirus, 
- présence simultanée d'entérovirus et de rotavirus, 
- présence simultanée d'entérovirus et d'au moins un des virus suivants (VHA, CV, 

AV ou RV = Autr.vir.), 
- présence simultanée d'entérovirus et d'au moins un des virus responsables de 

gastro-entérites (CV, AVou RV = Vir gastr.). 

Dans l'étang de Thau (tab/. 5), les entérovirus ont été retrouvés 21 fois sur 105 échantillons 
analysés. Les rapports de simultanéité des entérovirus avec les autres virus sont inférieurs 
ou égaux à 50 % pour chacun des autres virus testés (rappelons que le virus de l'hépatite A 
n'a jamais été détecté dans les échantillons de l'étang de Thau). Ce rapport reste limité 
(57 %) lorsqu'on compare la présence simultanée des entérovirus avec l'un au moins des 
autres virus recherchés (A ut. Vir = Vir. Gast., dans ce cas de figure en l'absence de virus de 
l'hépatite A). Les entérovirus n'apparaissent pas comme de bons indicateurs viraux dans les 
zones faiblement contaminées. 

Secteur A n % 

EV total 21 

EV/VHA -
EV /CV 7 33,3 

EV/AV 9 42,9 

EV / RV 

1 

11 52,4 

EV / Autr. Vir 12 57,1 

EV / Vir.Gast. 12 57,1 

Tableau 5 : Rapport de simultanéité entre les entérovirus et les autres virus recherchés dans 
le secteur A (étang de Thau). 

Dans l'étang du Prévost (tab/. 6), plus fréquemment contaminé, les entérovirus ont été 
détectés dans 14 des 35 échantillons testés. Les rapports de simultanéité observés sont 
plus importants que dans le cas de l'étang de Thau, ils sont compris entre 43 % pour le virus 
de l'hépatite A et 86 % pour les astrovirus. En revanche, les entérovirus sont présents 
simultanément avec au moins un des virus recherchés dans 93 % des cas. 

Secteur C n % 

EV total 
1 

14 
1 

EV / VHA 
1 

6 
1 

42,9 

EV /CV 
1 

7 
1 

50 

EV/AV 12 85,7 

EV / RV 10 71,4 

EV / Autr. Vir 13 92,9 

EV / Vir.Gast. 13 92,9 

Tableau 6 : Rapport de simultanéité entre les entérovirus et les autres virus recherchés dans 
le secteur C (étang du Prévost). 
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Dans les canaux de Sète (tabl. 7) , les entérovirus ont été retrouvés dans plus de la moitié 
. des échantillons (19 sur 36). Les résultats pour chaque virus pris individuellement sont 

comparables à ceux enregistrés dans l'étang du Prévost, soulignant également l'importance 
de la contamination virale dans ce secteur. Par contre, seule la relation EV/CV, proche de 
58 % est plus forte ici. Plus globalement, lorsque l'un des virus suivants - VHA, CV, AV ou 
RV - est détecté, il est accompagné à chaque fois d'un entérovirus. Après élimination du 
virus de l'hépatite A, il est présent avec l'un des virus responsables de gastro-entérite dans 
95 % des cas. 

Dans les secteurs contaminés, les entérovirus laissent apparaître des dispositions en tant 
qu'indicateur viral. Cependant, ces premiers résultats restent limités car ils portent sur un 
petit nombre d'échantillons. 

Secteur D n % 

EV total 19 

EV/VHA 4 21,1 

EV /ev 11 57,9 

EV / AV 15 78,9 

EV / RV 13 68,4 

EV / Autr. Vir 19 100 

EV / Vir.Gast. 18 94,7 

Tableau 7 : Rapport de simultanéité entre les entérovirus et les autres virus recherchés dans 
le secteur D (canaux de Sète). 

4.2 - Contamination virale observées dans la population 

Le tableau 8 présente le nombre de selles récoltées dans la population générale au cours de 
chaque période d'échantillonnage ainsi que les informations recueillies simultanément sur 
cette population échantillonnée. L'échantillonnage est très faible, essentiellement centré sur 
Sète et Montpellier. La population échantillonnée est constituée principalement d'adultes. 
Compte tenu de ces éléments, l'interprétation des résultats reste très limitée. 

Caractéristique de la population Origine 
Nbri! Enfant Adulte Inconnu Montpellier Sète Autre Inconnu 
selle 

Eté 1996 3 1 2 - - 3 - -

Hiver 1996-1997 20 - 18 2 14 5 1 -
Eté 1997 6 - 3 3 5 1 - -

Hiver 1997-1998 22 - 22 - 14 1 2 5 

Eté 1998 36 18 15 3 - 36 - -

Tableau 8 : Caractéristiques de la population échantillonnée (selles de malades) pendant la 
période d'étude 

A ce tableau s'ajoutent l'échantillon obtenu au CHU Lapeyronie de Montpellier sur des 
enfants hospitalisés pour gastro-entérites au cours de l'hiver 97-98. Il s'agit de 10 selles 
d'enfants toutes positives en rotavirus. Des souches classiques ont été retrouvées: G1 P[8] 
(n=5) ; G4P[8] (n=4) ; G2P[4] (n=1). 
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Les échantillons de selles de malades diarrhéiques, récoltées en hiver dans la population 
générale, présentent une contamination virale à dominante calicivirus, 65 % au cours de 
l'hiver 1996-1997, 45 % au cours de l'hiver 1997-1998. Parmi les autres virus, seul 
l'astrovirus a été détecté une fois. Ces résultats sont obtenus sur des adultes (tableau 9) . 

. En été 1996, astrovirus et adénovirus ont été parfois détectés (tabl. 9) mais sur un 
échantillonnage non représentatif. Aucun virus n'a été mis en évidence dans les six selles 
récoltées au cours de l'été 1997. Huit pour cent de l'échantillon récolté en septembre 1998 
présente une contamination virale (entérovirus et adénovirus). Ce dernier échantillon a été 
prélevé lors d'une épidémie survenue brusquement à Sète au début septembre 98, 
probablement associée à la consommation d'eau de distribution. Une étiologie parasitaire à 
Crytosporidium parvum a été suspectée. 

Périodes Entérovirus Rotavirus Astrovirus Adénovirus Calicivirus 
40/41 

Eté 96 0/3 0/3 213 1/3 0/3 
adultes adultes 

Hiver 96-97 2120 0/20 1/20 0/20 13/20 
(65 %) 

adulte dont 
12 adultes 

origine : Sète origine : 
3 Sète 

10 Montpellier 

Eté 97 1/6 0/6 0/6 0/6 0/6 

Hiver 97-98 2122 0/22 0/22 0/22 10/22 
(45 %) 

tous adultes 

origine: 
8 Montpellier 
1 Juvignac 

1 indéterminé 

Septembre 98 2/36 0/36 0/36 1/36 0/36 

enfants suspecté 

Tableau 9 : Résultats analytiques obtenus dans les selles de malades échantillonnées 
pendant la période d'étude. 

Le tableau 10 donne par comparaison les caractéristiques cliniques des gastro-entérites 
dans l'ensemble de la population échantillonnée au cours de l'hiver 1997-1998 et celles 
concernant les individus dont les selles sont positives en calicivirus. Les gastro-entérites à 

. calicivirus touchent un groupe d'individus à peine plus âgés (médiane 49 ans contre 42 ans). 
Par contre, les symptômes ne sont pas différents ; seule leur durée est légèrement plus 
réduite pour les cas de gastro-entérites à calicivirus. 

La selle, obtenue auprès d'un patient hospitalisé pour une hépatite A lors de l'épidémie 
observée au début de l'année 1998, était positive en VHA. Il s'agissait d'un adulte né en 
1950 mais ne résidant pas dans l'Hérault. 
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Age Durée Symptôme 

Nre Médiane Min-Max N 1 jour 2 jours N Vomissement Diarrhée Nausée Fièvre 

Echantillon global 22 42 19 - 86 15 13 (87 %) 2 (13 %) 16 12(75%) 16 (100 %) 13(81 %) 5 (31 %) 1 

1 

Gastro entérites 10 49 31 - 86 9 9 (100 %) - 9 7 (78 %) 9 (100 %) 7 (78 %) 2 (20 %) 1 

à calicivirus 
- --- ~ '------- -- - -- _ . ~ -- -

Tableau 10: Caractéristiques cliniques des gastro-entérites dans la population échantillonnée au cours de l'hiver 1997-1998 

~ 

33 



4.3. Comparaison entre les épidémies de diarrhées dans la population et 
la contamination virale des coquillages: analyse des séquences. 

4.3.1. Epidémiologie moléculaire CV 

Diversité des amorces utilisées pour détecter les CV : 

Des études précédentes ont montré l'importance de l'utilisation de plusieurs couples 
d'amorces pour détecter toutes les souches de CV. En effet la diversité génomique des CV 
n'a pas permis pour le moment de définir une seule paire d'amorces consensus pouvant 
amplifier toutes les souches comme c'est le cas pour les EV ou VHA par exemple. Les 
résultats obtenus ici démontrent l'intérêt d'utiliser plusieurs couples (tabl. 11). 

Méthode P110/P36 P110/P112 P110/P69 P110/SR 

Coquillages hybridation 34 (67%) 40 (78%) 1 (2%) 15 (29%) 
(n=51) 

Coquillages directe 7 (50%) 2 (14%) 0 5 (36%) 
(n=14) 

Selles (n=20) directe 11 (55%) 6 (30%) 7 (35%) 15 (75%) 

Tableau 11 : Pourcentage de détection des calicivirus en fonction des amorces utilisées. 

Ainsi les échantillons de coquillages positifs ont été détectés en majeure partie avec deux 
couples d'amorces (P11 0/P36 et P110/P112). Le couple d'amorce P110/SR a également 
permis d'amplifier un certain nombre de séquences tandis qu'un seul échantillon a été 
détecté avec P11 0/P69. Certains échantillons ont donné des résultats positifs avec au moins 
deux couples d'amorces : cela peut s'expliquer soit par des communautés de séquences 
(deux couples d'amorces pouvant amplifier la même souche avec des sensibilités 
différentes) soit par un mélange d'au moins deux souches dans un même échantillon. La 
majorité des résultats présentés ici correspondent à des contaminations très faibles et donc 
les signaux, obtenus avec les amorces, ne sont détectés qu'après hybridation. 

Les pourcentages de détection des calicivirus sont sensiblement comparables pour chaque 
couple d'amorces en méthode directe (sur gel) ou après hybridation, sauf dans le cas du 
couple P11 0/P112. Car en détection directe, le couple P11 O/SR présente une plus grande 

. efficacité que le couple P11 0/P112. 

Concernant l'analyse des selles, la concentration en virus est beaucoup plus importante et 
les résultats peuvent être obtenus directement sur gel sans nécessité d'augmenter la 
sensibilité par l'hybridation. Le couple P110/P36 a sensiblement la même efficacité 
d'amplification pour la mise en évidence des CV dans les selles que pour leur détection dans 
les coquillages. Par contre ces proportions sont inversées dans le cas des couples 
P11 0/P112 et P11 O/SR ; le premier est plus efficace pour la mise en évidence des CV dans 
les coquillages, le second dans les selles. Le couple P110/P69 amplifie 35 % des selles 
positives; parmi celles-ci, une seule selle a été amplifiée uniquement par ce couple, alors 
que les autres l'ont été également par d'autres couples d'amorces. 
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Analyse des séquences: 

La contamination virale des coquillages étant très faible, seule une partie des résultats 
positifs en calicivirus après hybridation a pu être séquencée. Parmi ces 23 séquences, 10 
ont été obtenues à partir des amorces P11 0/P36, 6 avec P11 0/P112, 1 avec P11 0/P69 et 6 
avec P110/SR. 

. L'analyse phylogénétique des séquences montre une relative diversité des souches 
détectées (fig. 16). En effet des souches proches des différents prototypes tels que virus de 
Norwalk, de Southampton mais aussi de Snow Montain Agent, Hawai ou Mexico ont été 
détectées. La distribution des souches dans l'arbre ne parait pas corrélée à une distribution 
selon la période ou selon le lieu de prélèvement: des souches proches du virus de Norwalk 
ont été détectées en 1995, 1996 et 1997 et aussi bien à partir des échantillons des canaux 
de Sète que de l'étang de Thau. De même, des souches ayant une séquence très proche 
ont été détectées de 1995 à 1997 dans l'étang de Thau, du Prévost et les canaux de Sète. 
Une séquence identique a été détectée au point 12 de l'étang de Thau en novembre 1995 et 
mars 1996 et au point 20 en novembre 1995. De façon similaire une même séquence a été 
trouvée en novembre 1996 dans un échantillon prélevé dans l'étang de Thau et dans un 
échantillon prélevé dans les canaux de Sète. Deux échantillons prélevés dans les canaux de 
Sète en novembre 1995 et en décembre 1996 contenaient deux séquences différentes. 

La diversité de séquences, observée dans les coquillages, se retrouve dans les échantillons 
de selle. En effet quatre échantillons sont proches du virus prototype Norwalk tandis que les 
autres séquences sont plus proches des virus de type SMA et Hawai. 

On enregistre une prédominance des souches proches du prototype Norwalk au cours du 
premier hiver (96-97), des souches proches de type SMA et Hawai au cours du second hiver 
(97-98) . 

. Aucune séquence n'a été trouvée identique à celle détectée dans les coquillages. Certaines 
homologies sont cependant retrouvées entre par exemple la selle 3M (adulte résidant à 
Montpellier) détectée en décembre 1996 et l'échantillon de coquillage du point 12 de l'étang 
de Thau prélevé en janvier 1997. 

Par contre, quatre séquences obtenues à partir des selles sont relativement divergentes des 
séquences détectées dans les coquillages. Il s'agit de S4M détectée en décembre 1996 
chez un adulte résidant à Montpellier, et de S38M, S34M et 31 M trouvées entre la fin 
décembre 1997 et le début janvier 1998, chez des adultes résidant pour les deux premiers 
respectivement à Montpellier et Juvignac (pour le dernier, le lieu de résidence n'était pas 
précisé). 

35 



.------------lhl-995 

,..----------- c,-0896 

'---------c'- 1296b 
,-------OSV 

,..-----cs-OI 96 
,-----S7M-96 

S6M-96 
'----SI4M-96 

'-------'ou!h 
S3M-96 

or-1196 
cs-0397 

Dr-0397 
lTlJ( 

cs-1196 
Ih12-1196 

Ihl-1195 

Ih20-1195 

Ih12-1195 
lh 12-0396 

Ih20-0697 

,..----SMA 

1 005 1 

SWM-97 

'-____ ---t' J4M-97 

S31M-97 
'------------('-1296" 

Figure 16 : Analyse phylogénique des souches de calicivirus détectées dans les 
prélèvements de coquillages en utilisant le programme 'phylip' (GCG, Infobiogen). 

Légende: Abbréviation et n° d'accession dans GeneBank : 
sap : virus Sapporo , U65427 ; park: virus Parkville, U73124; lod : virus London, 
U95645 ; south: virus Southampton, L07418 ; DSV : virus Desert Shield, U04469 ; nv : 
virus Norwalk, M87661 ; SMA : virus Snow Mountain, L23831; lorsd : virus Lorsdale, 
X866557; hawai : virus Hawai, U07611 ; mx : virus Mexico, U22498. 
pr: étang du Prévost; cs : canaux de Sète; th1 : étang de Thau point 1 ; th12 : étang 
de Thau point 12 ; th20 : étang de Thau point 20. 
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4.3.2. Epidémiologie moléculaire VHA. 

Les amorces utilisées pour détecter les virus de l'hépatite A sont situées dans la région de 
jonction codant pour les protéines de capside VP3-VP1. Cette région a été sélectionnée par 
de nombreux auteurs car c'est une des régions variables qui permet la comparaison des 
souches. Les mêmes amorces ont été utilisées pour amplifier les virus détectés dans les 
coquillages et dans les selles de malades. 

Parmi les dix échantillons de coquillages positifs (six échantillons dans l'étang du Prévost et 
quatre dans les canaux de Sète), sept séquences ont été obtenues (quatre à partir des 
échantillons du Prévost et trois à partir des canaux de Sète). La diversité entre les 
différentes séquences est assez importante et laisse supposer des sources de 
contamination diverses (fig. 17). Cependant, il est surprenant de constater que les souches 
sont plutôt reliées par site que par date de prélèvement. Les échantillons sont différents des 
deux souches de référence (HM175, et CF53). 

La séquence de la selle, prélevée chez un patient hospitalisé pour une hépatite A à 
Montpellier au début de l'année 1998, présente la plus forte homologie observée avec une 
séquence détectée en décembre 1995 dans l'étang du Prévost. Mais les pourcentages de 
similitudes ne sont pas suffisamment importants pour conclure à une ressemblance entre 
ces souches; donc, ces deux souches virales sont différentes. 
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Figure 17 : Analyse phylogénique des souches de virus d'hépatite A détectées dans les 
prélèvements de coquillages en utilisant le programme 'phylip' (GCG, Infobiogen). 

Légende: pr: étang du Prévost; cs : canaux de Sète; selle: souche de malade; CF53 et 
HM175: souches de référence, M16632. 
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5. Discussion 

Cette étude présente la contamination virale enregistrée dans des coquillages provenant de 
trois secteurs géographiquement distincts au cours d'une période de suivi de trois ans. Les 
résultats obtenus démontrent l'efficacité des nouvelles techniques de biologie 
moléculaire pour la mise en évidence de particules virales dans des échantillons 
environnementaux. Quatre des cinq virus recherchés ont été trouvés dans les coquillages 
de l'étang de Thau, secteur conchylicole classé A. Il s'agit des entérovirus, des calicivirus, 
des rotavirus et des astrovirus. Par contre, le virus de l'hépatite A n'a jamais été mis en 
évidence dans les huîtres de ce secteur A. Les cinq virus ont été détectés dans les deux 
autres secteurs, classés C et D. Ces derniers sont apparus qualitativement et 

· quantitativement plus contaminés que le secteur A, confirmant ainsi le gradient de 
contamination bactériologique enregistré par le REMI. 

Plusieurs auteurs ont souligné l'intérêt des méthodes de biologie moléculaire pour la mise en 
évidence de virus entériques dans les échantillons de l'environnement. Celles-ci permettent 
la détection rapide et spécifique de virus peu ou non cultivables, comme le virus de l'hépatite 
A et les calicivirus (Metcalf et al., 1995 ; Pommepuy et Le Guyader, 1998 ; Sellwood et al., 
1998). Cependant, l'utilisation de cette technique pose le problème des faux positifs (liés aux 
risques de contamination lors de la manipulation en laboratoire) et des faux négatifs 
(persistance d'inhibiteurs). Le développement de contrôles internes permet de pallier en 
partie ces problèmes en évitant l'utilisation de souches virales de contrôle (présentant des 
risques de contamination secondaire des échantillons). Leur emploi autorise également 
l'évaluation de l'efficacité d'amplification dans chaque échantillon. De plus, à terme, ces 
contrôles internes permettront de fournir une estimation semi-quantitative de la 
contamination virale (Le Guyader et al., 1997). 

La question de l'intégrité structurale et de l'infectiosité du virus détecté par PCR reste 
toutefois posée. Elle est largement débattue dans la littérature (Metcalf et al., 1995 ; Chung 
et al., 1996 ; Slomka et Appleton, 1998). La persistance du génome viral nu dans l'eau de 
mer est peu probable car il est sensible aux conditions physico-chimiques du milieu 
environnant et à la présence d'enzymes (RNases, DNases) d'origines bactériennes 

· notamment. De ce fait, il est détruit rapidement. Par conséquent, l'ARN détecté par PCR est 
très probablement contenu dans la capside virale. Cependant, l'état de cette dernière après 
un séjour dans les eaux usées puis en milieu marin n'est pas connu et rien ne permet pour 
l'instant d'affirmer que la détection de particules virales dans des coquillages, 
indépendamment d'un contexte de toxi-infection alimentaire, implique un risque de 
pathologies pour le consommateur. Néanmoins, dans l'état actuel des connaissances, les 
résultats de la PCR soulignent la présence de virus entériques dans des échantillons 
environnementaux. Cette technique devrait passer en routine à court ou moyen terme, 
ouvrant ainsi des perspectives intéressantes comme indicateur potentiel du risque viral. 

De nombreuses études publiées depuis plus de 30 ans ont démontré la présence de virus 
entériques dans les coquillages. Parmi celles-ci, Goyal et al. (1979) ont mis en évidence, par 
culture, la présence d'entérovirus dans des échantillons de coquillages naturellement 
contaminés, provenant de zones autorisées à l'exploitation comme de zones prohibées. 
Depuis, d'autres auteurs ont confirmé, en appliquant cette fois des techniques de PCR, que 
des zones répondant aux normes bactériologiques pouvaient être contaminées par des 
particules virales d'origine entérique tels que les entérovirus, le virus de l'hépatite A, les 
rotavirus et les calcivirus (Le Guyader at al., 1994 ; Abad et al., 1997 ; Henshilwood et al., 
1998 ; Green et Lewis, 1999 ; Lee et al., 1999). En général, ces études soulignent que le 
niveau de contamination virale est plus élevé en zone insalubre. C'est également ce 
que nous avons observé dans notre secteur d'étude. Signalons toutefois que dans l'étang de 

· Thau, les analyses ont porté sur des huîtres, et, dans l'étang du Prévost et les canaux de 

38 



Sète, sur des moules. Or les moules filtrent de plus grandes quantités d'eau que les huîtres. 
Cependant, à l'équilibre, on peut supposer que les niveaux de contamination sont 
comparables car si les moules sont susceptibles de concentrer davantage de particules 
virales que les huîtres, elles ont également la faculté de s'épurer plus rapidement. 

La contamination virale observée dans les coquillages pendant l'étude s'est 
caractérisée par une composante saisonnière. Dans l'étang de Thau, les quatre virus 
détectés ont majoritairement été retrouvés pendant la mauvaise saison, en automne et en 
hiver. Cependant, pour les entérovirus, on a enregistré un second pic de contamination en 
été. Cette saisonnalité hivernale a été également observée dans les deux autres secteurs 
d'étude, pour quatre des cinq virus recherchés (EV, VHA, CV et AV) ; en revanche, les 
rotavirus ont été détectés toute l'année. 

L'hypothèse d'une saisonnalité de la contamination virale des coquillages est peu 
développée dans la littérature. En effet, des résultats portant sur une période aussi longue 
(trois ans) n'ont, à notre connaissance, encore jamais été publiés. Henshilwood et al. (1998) 
ont observé, cependant, une contamination des coquillages par les calicivirus plus 
importante pendant la période hivernale. De même, des particules virales d'hépatite A ont 
été détectées, dans les moules, uniquement pendant l'automne et l'hiver au cours d'un suivi 
d'un an (Lee et al., 1999). A contrario, aucune particule virale d'astrovirus n'a été trouvée 

. dans les échantillons d'eau de mer et de sédiment au cours d'un suivi limité à la période 
estivale (Egglestone et al., 1999). 

Cette saisonnalité de la contamination virale observée dans les coqUillages résulte 
probablement de phénomènes épidémiques enregistrés dans la population. En effet, les 
virus éliminés dans les selles de malades se retrouvent dans les eaux usées. Or les 
capacités épuratoires des stations d'épuration sont limitées pour les virus et les eaux 
épurées, rejetées dans les eaux superficielles ou directement en milieu marin, contiennent 
encore des particules virales. 

Les infections à étiologie virale (virus entériques) présentent, en effet, des conditions 
épidémiologiques saisonnières. Les gastro-entérites causées par les rotavirus et les 
astrovirus sont observées pendant l'hiver (Desselberger, 1998). Les infections à calicivirus, 
bien que présentes toute l'année, semblent plus fréquentes à l'automne et pendant hiver 
ainsi qu'au printemps (Kapikian et Chanock, 1990 ; Vinjé et al., 1997 ; Evans et al., 1998 ; 
Otsu, 1999). En France un système de surveillance centrée sur la communauté urbaine de 
Lyon a mis en évidence deux périodes épidémiques pour l'hépatite A, l'une en automne, 
l'autre en hiver (Sepetjan, 1992). La distribution des infections à entérovirus dans la 
population présente un pic épidémique pendant l'été et le début de l'automne dans les pays 
tempérés (Melnick, 1996). En France, on observe chaque année une recrudescence des cas 
de méningites à entérovirus au cours des mois d'été (Bulletins du Groupe Français des 
entérovirus, responsable B. Lina). Cependant, compte tenu du polymorphisme des 

. pathologies dues aux entérovirus, on peut supposer que ceux-ci sont rejetés dans 
l'environnement tout au long de l'année, avec néanmoins un pic plus marqué en été. Cette 
analyse bibliographique conforte notre hypothèse d'un lien étroit entre phénomènes 
épidémiques dans la population et contamination microbiologique de l'environnement littoral 
et des coquillages: la saisonnalité de la pollution virale du milieu marin reflète le cycle 
épidémique des virus entériques dans la population générale. 

Des fluctuations annuelles de la contamination virale ont été enregistrées pendant la période 
étudiée. La contamination des coquillages par les entérovirus, les calicivirus et les astrovirus 
a été plus marquée au cours de l'hiver 96-97, alors que pour les rotavirus, elle était 
comparable à celle de l'hiver précédent. Cependant, l'importance de cette contamination 
virale, tous virus confondus, a été notablement réduite à partir du printemps 97 jusqu'à la fin 
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de l'étude. Nous reviendrons dans le rapport de fin d'étude traitant la partie "eaux de station 
d'épuration - indicateurs de contamination virale" (financement Plan Etat Région) sur les 
fluctuations annuelles de la contamination virale des coquillages observées sur les trois 
années d'étude, probablement associées à des dysfonctionnements observés dans les 
stations dépuration sous l'effet de conditions météorologiques défavorables. 

La série de résultats concernant la contamination des coquillages par les bactériophages 
est plus limitée que celle se rapportant aux autres virus, du fait des conditions de mise en 
place de cette recherche. Cependant, comme dans le cas des virus entériques, on observe 
une contamination plus faible dans le secteur A que dans les deux autres secteurs, avec des 
résultats inférieurs à la limite de détection. Dans les secteurs contaminés, cette 
contamination est plus marquée pendant les mois d'hiver. Sur les échantillons de moules du 
Prévost, correspondant au secteur suivi le plus longtemps, la contamination par les 
bactériophages a diminué au cours des trois années étudiées. Ces observations sont 
concordantes avec celles faites sur l'occurrence des virus entériques, soulignant un 
comportement similaire de ces virus en milieu marin. Ces premiers résultats complètent les 
données de la littérature scientifique sur une possible utilisation des bactériophages F+RNA 
comme indicateurs de la contamination virale des coquillages. Ce sujet fait l'objet 
actuellement d'un large débat dans la communauté scientifique car les études publiées 
présentent des résultats contradictoires (Havelaar, 1993 ; Armon et Kott, 1996 ; Legnani et 

. al., 1998 ; Chung et al., 1998). Nous reviendrons sur cette hypothèse dans le rapport de fin 
d'étude concernant la partie "eaux de station d'épuration - indicateurs de contamination 
virale". Cependant, un point mérite d'être souligné. Les techniques de mise en évidence des 
bactériophages et des virus entériques sont différentes : les bactériophages sont mis en 
évidence par culture alors que les virus entériques sont détectés par RT-PCR. 

L'étude de la représentativité des entérovirus comme indicateur viral repose sur un petit 
nombre d'observations sur lesquelles il est difficile de discuter. Ces premiers résultats 
soulignent une différence de représentativité suivant l'importance de la contamination 

. microbiologique des secteurs : les entérovirus pourraient être de bons indicateurs de 
contamination virale - tous autres virus confondus - dans les secteurs fortement 
contaminés; leur représentativité semble notablement plus limitée dans des zones où la 
contamination virale est sporadique. Par contre, une analyse des résultats, virus par virus, 
ne met pas en évidence l'efficacité des entérovirus comme indicateur de contamination 
virale. Ces relations spécifiques et limitées ont déjà été observées par le passé et discutées 
par Metcalf et al. (1995). Elles résultent probablement de conditions épidémiologiques 
différentes suivant les virus étudiés, comme cela a déjà été développé au début de cette 
discussion. Les infections à entérovirus présentent de multiples formes : infections du 
système nerveux, infections respiratoires, cutanéo-muqueuses, musculaires et cardiaques, 
pour ne citer que celles-ci. Les entérovirus ne constituent pas une étiologie majeure de 
diarrhées virales mais ils sont souvent retrouvés dans les selles, à des concentrations plus 

. ou moins limitées suivant les manifestations cliniques, car le tractus digestif est le site 
primaire de la réplication du virus (Pozetto, 1998). Cette diversité des manifestations 
cliniques, situation à laquelle s'ajoute la vaccination obligatoire contre la poliomyélite, 
explique une circulation importante des entérovirus dans la population avec cependant une 
fréquence plus importante en été. Ces conditions s'opposent à la présence plus limitée dans 
l'année, au cours de l'hiver principalement, des autres virus étudiés. 

La recherche des virus dans la population atteinte de gastro-entérites a porté sur 87 
analyses de selles. Cet échantillonnage est extrêmement réduit et seuls les quelques 
résultats obtenus sur les gastro-entérites à calicivirus peuvent permettre la discussion. Ces 
virus ont été retrouvés uniquement dans les échantillons récoltés en hiver, dans 65 % des 
selles au cours de l'hiver 96-97 et dans 45 % au cours de l'hiver 97-98. Une étude réalisée 
l'hiver suivant sur l'ensemble du territoire français, en population générale, a montré que les 
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calicivirus étaient présents chez 20 % des cas atteints de diarrhées aiguës (32 sur 159 
selles testées par RT-PCR) toutes classes d'âge confondues. Limitée aux adultes, 
personnes âgées comprises, la fréquence était de 13 % (Brachet et al., 1999). La 
comparaison de ces chiffres avec ceux obtenus au cours de notre étude soulignerait une 
circulation des calicivirus plus importante dans notre secteur d'étude que dans la population 
adulte française. Mais nos observations reposent sur un petit nombre d'échantillons et des 
travaux complémentaires, basés sur un échantillonnage représentatif, sont nécessaires pour 
vérifier cette hypothèse. 

La plupart des études publiées font ressortir l'importance des calicivirus dans l'étiologie des 
phénomènes épidémiques de gastro-entérites concernant les cas groupés (Vinjé et al., 
1997 ; Fankhauser et al., 1998 ; Evans et al., 1998 ; Otsu, 1999). Par contre, l'incidence des 
gastro-entérites à calicivirus est mal connue en population générale (cas sporadiques). Pang 

. et al. (1999) ont montré que les calicivirus humains intervenaient dans 20 % des gastro­
entérites infantiles chez des enfants finlandais de moins trois ans, au cours d'un suivi portant 
sur la période 93-95. Ce résultat est proche de celui de Bon et al. (1999) observé également 
chez des enfants hospitalisés pour une gastro-entérite à Dijon (France) entre 1995 et 1998 
(14 %), de même Brachet et al. (1999) ont détecté la présence de calicivirus humains dans 
28 % gastro-entérites chez les enfants français de moins de trois ans au cours de l'hiver 98-
99. 

Le petit nombre de souches de calicivirus humains détectées dans la population et dans les 
coquillages ne permet pas une interprétation poussée. Aucune souche détectée dans la 
population n'a été retrouvée dans les coquillages et réciproquement. Cependant, la 
diversité des souches observées dans les selles de malades est retrouvée dans 
l'environnement. Ces souches appartiennent aux génogroupes 1 et Il de la famille des 
calicivirus. La souche du virus de l'hépatite A détectée dans un contexte épidémique local 
ne correspond à aucune des souches trouvées dans les coquillages. Mais, nous n'avons pas 
été informé en temps réel du phénomène épidémique survenu début 1998 sur l'ensemble du 
département de l'Hérault et n'avons pu, de ce fait, renforcer dans le temps et dans l'espace, 
notre stratégie d'échantillonnage sur ce secteur littoral. 

Cependant les premiers résultats obtenus sont prometteurs car ils montrent la faisabilité de 
cette approche en épidémiologie moléculaire. La comparaison des souches virales circulant 

. dans la population et de celles détectées dans l'environnement peut permettre, en effet, 
de comprendre les relations entre ces deux compartiments, et, de là, de mieux appréhender 
les risques liés à la consommation des coquillages. 
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6. Conclusions 

Les résultats obtenus dans le cadre de ce travail soulignent une contamination virale de cet 
ensemble lagunaire méditerranéen. L'analyse de cette série de données, portant sur trois 
années seulement, est unique mais reste limitée ; elle permet, cependant, de dégager 
quelques tendances et de soulever un certain nombre d'hypothèses: 

- La contamination virale de l'environnement littoral est observée aussi bien dans un 
secteur classé A au regard de la rég;ementation portant sur l'exploitation et la mise en 
marché des coquillages que dans les autres secteurs. Elle est, cependant, plus limitée 
en zone A, qu'en zones C et D ; 

- Cette contamination semble être sous l'influence de phénomènes saisonniers. Elle est 
plus importante en hiver qu'en été; 

- Des variations annuelles de cette contamination ont été observées au cours des trois 
années de suivi. La fréquence de détection des particules virales dans les coquillages 
était plus importante au cours des deux premiers hivers étudiés; 

- La contamination des coquillages par les bactériophages présente des similitudes 
avec celle des virus. Elle fluctue saisonnièrement et semble plus marquée dans les 
zones C et D ; 

- Les entérovirus ne semblent pas répondre à l'ensemble des critères définissant un 
indicateur viral. Leur représentativité reste limitée dans les zones faiblement 
contaminées par d'autres virus entériques; 

- Dans le cas des calicivirus, on observe simultanément la circulation de ce virus dans la 
population et sa présence dans les échantillons de l'environnement. Les souches 
détectées dans ces deux compartiments, bien que différentes, présentent une variété 
importante. Cette observation, basée sur un petit nombre d'échantillons de selles, 
mérite d'être approfondie. 

Ces résultats sont les premiers en France portant sur la contamination virale en zone 
littorale sur une aussi longue période de suivi. Leur interprétation reste limitée mais sera 
complétée par les données obtenues sur la contamination virale des eaux de station 
d'épuration (Contrat Plan-Etat-Région Languedoc-Roussillon). Par la suite, le 
développement d'études, présentant un protocole similaire associant les spécialistes de 
domaines différents (virologie médicale, épidémiologie, microbiologie et environnement 
littoral) sur un autre secteur géographique (secteur littoral soumis à des phénomènes de 
marées, par exemple) permettra des comparaisons et la validation des hypothèses 
avancées ici. 

Ces données participent à l'évaluation du risque viral associée à la consommation des 
coquillages en France. Elles fournissent une première estimation des niveaux de 
contamination des coquillages destinés, sans traitement secondaire (purification), à la 
consommation car le risque de contamination secondaire des coquillages, lors du 
conditionnement et du transport, reste limité. En l'absence de quantification virale dans les 
coquillages et d'informations précises sur le maintien du pouvoir pathogène de ces 
particules virales, elles permettent d'identifier des "périodes à risques sanitaires" pendant 
lesquelles des mesures de prévention supplémentaires peuvent être envisagées pour 
garantir la salubrité des coquillages distribués sur les marchés, comme des interdictions 
temporaires de commercialisation. D'autres solutions pourraient être retenues comprenant 
les traitements de purification intensifs, sous réserve toutefois d'en tester au préalable 
l'efficacité. 
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ABSTRACT 

Fivc shelllïsh bcds werc sampled for 21 months and evaluated for microbial contamination. Viral extraction 
was performed on disscCled tissues and the clinically mosl imponanl enleric viroses (hepatitis A virus. small 
round structurcd virus. rotavirus and enlerovirus) were searched for by RT-PCR and hybridiution. Among 
the 104 sampi es analysed. 66% were contaminaled by atlcasl one virus and 34% were negative for any virus. 
11le two silcS (egularly contaminated by faecal coliforms had the highesl percenlage of viral contamination 
anù HA V was ùelecled only in thesc siles. However. sampling siles meeting the crileria for 
commerçialisation showed occasional viral contamination and viruses were deleCled in samples with no 
rac,,1 coliform contamination. © 1998 IAWQ Published by Elsevier Science Lld. Ali rights rcserved 

KEYWORDS 

Enterovirus: faecal coliforms; hepatitis A virus; rotavirus; shellfish; small round structured virus. 

INTRODUCTION 

Shellfish are known to concentrate microorganisms such as bacteria or viruses in association with human 
waste or bacterial pathogens indigenous to coastal marine environments (Rippey, 1994). It is known that 
standards based on faecal coliforms (FC) and established to proteet shellfish consumees are not correlated 
with the presence of viruses. In recent years, different methods have been developed to detect viral 
contamination in shellfish (Atmar el al., 1995; Lees el al., 1995; Cromeans el al., 1997). The latest 
developments in shellfish viral bio-accumulation and current knowledge about viruses at the moleeular level 
have led to the elaboration of a specifie, sensitive method which was evaluated in a collaborative study with 
artificially contaminated shellfish (Atmar el al., 1995, 1996), and used to analyse shellfish implicated in an 
outbreak. (Le Guyader el al., 1996b). This paper describes the use of this method in assessing the viral 
contamination of five different shellfish beds over a 21-month period. The c1inically most important viruses 
likely to be accumulated by shellfish were evaluated by RT-PCR and hybridization: hepatitis A virus 
(HA V). small round structured virus (SRSV), rotaviruses (RV) and enteroviruses (EV). 
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Il ,.,U.1,>I/·.R. [./1/"'1'111";1'1' dl' ,11;cI'II/J;o'nglt'. 
-J-J3 1 1 N/ll/le,I, 
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ABSTRAcr S~\','r;d outhr~a~' of g;"tr"c'lIt"lIli, rL'i;lI~d III th,' L'I"'Sllllll'li,", of ,""lIf"h 1I',,'qu"IIlh' ~atcll r;lI' 1 1"" L' hc'L'1l r~I'''II~t! 

in uiff~r!;!1ll part.;, of Ih(' \\'orld. In Europe. htllll:1l1 (,::dil·i\iru .... ÎnkL',iolls 1II;IY ha\'\..' hl.'l'll io \"o l\"l, .. '<1 il1 will"-.. '!" plllhrl..':tJ\..; in fL'L'l'nt ~I..'ar .... 

Jllhough IhL'r~ is lillk nillL' llc~ L'''lllinlli,,~ '11,,11 ,ir:11 ,'''1I1;IIlIi1l;lIi0l1l i1l "hL'illï,h, Thi, '11I,h' 1'1~,,'IlI, III,' 1"1"1 1" " 111" Ill'" IÎL'llI ,"r"L'y 
on vir~1 contaminaliol1 in two ~hdllish han'c",illg ;\1"1::.1\ alollg IhL' french i\l.:diICrralll':l1l l(l:t~l. Thê first. CPlhislillg m;tiJlly of oyslcr 
beds, was cbssilicll in CJlegory A, JS Il,'IC/millet! ny fcc,,1 colifllnll mU1llS ill sh\!llli "h (EllrOpCali COII'"1,,"il)' Dirccli,'c 1J1!~92), anll 
the s~cùnd, J mussel b~d, WJS classilîcll ill c:ltq:ory C. Sh\!lIIÎ,h s;lIupks \Vere L'olkL'led lIl'Huhly hct\\cCIl August, l')!)S alld April. 
1997, JlIlI RT-PCR \Vas l"cllto lIctc,'t linl'c' ~1l0WIl hl hl' illloilcll in olltbrl'a~s of ga'IIIlL' lllcrili,: L'IlI,'/(l\ 'irus, hUlIlali ealic'i' irus, 
rOIJI'irus, Jllll JSllIlVirus, CIIlllJmiliatill1l hy lixal L'IIlir(ll1llS was eqlu"ICd ill thL' ,'''Ill'' sa III pk" YII\'I,,~iL',, 1 rL'sUII' ill ,IrL'llli,h \\,'rl' 
correblell wilh dalJ 011 Iht: ilieilll'llL'C or L'l'idL'IUi,'s or !,!:lstroclllL'rilis ill Ihe L't""I;" p(lpulali(lll tlnl"illed rl'tHIl :1 FrL'llc'h 'un'C", ,\ 
reblionship \Vas obscrvcll bct"e~1l virol"gi"JI result, :ulll cpidellli(llogic,,1 dJla, "IIr Ih~ 2 yCJrs wh~1I Ih~ illL'id"llc~ r: lI~ of );Jsln>en­
leritis WJS mJximJI in \Vinler, Ihe lIlussel bell was alw:lY' COnlJlllinaled by Ihe l'our Iypes ,,1' ,'inlSl's ,crel'nell. Simibr rcsulis wcrc 
obsen'ell for oyslcr bt:ds duri"g Ihe sL'conll winler: whcre"" IWo SJlIlplcs wcrc highly cO"lamin:llcll during Ih,' IIr,1 \\ intel. and J Ilrird 
show~d Jo\\' contaminali,m ("nly rol:,,'irus), ThesL' r~,,,It, '''gge't Ih"l :tn ,'pid,'nliL' (lf ga'lr(lClllc'rili, ill 1 Ir,' h""""1 p"r"l;ui(Hl 
l'olllrÎbull..'O 10 vÎral c..:Olll;lIllÎllaIÎ(l1l of (Ill' 1I1;.rÎlh.' L'II \ irllllllll'rll IhnHlgh <.Ji'dwfl!c of W;I'(L' \\";111. .. '1". 

Jl"TJHlIHTTJ();"J 

Eilleric l'inlscs arc' u:lIlgL'rtlUS Pdlh"!!CIlS ;[hic' III pl'lSi'l in the: 
enl'ironillenl. Th.:y an: inlroulIœd inlO lIIarine ;Jnu esluarine walers 
beeause currcnl sew;Jge-lreallllenl pr;Jcliccs arc in;Jueqll:llc 10 
eliminale lhem from waslewaler ertluenls, Om:c in Ihe Cllliroll­
menl, Ihey can be ;JCCUlllul;Jleu by sheillish anu Jcau l() oUlhreaks 
among human COIlSUI1lCrs. Shelliish-bnrllc uiseascs incluue hepa­
lilis A, Ihe IllOSI serious infeclioll, whiL'h can prlll e fal:t1, ami 
gaslroenlerilis, probably the must frcqucnt pathnlogy, Conse­
quel1lly, viral conl;\lllinalion of shclllïsh anu shelllïsh farming ar­
eas has becollle a maller of inL'reasing publil' Ite:altlt cIlnce:m 
(Gerba anu Goyal 1'I7H, Melcalr l:t al. 1 ()'J,'i 1. 

ln Ihe l 'JX()s, ccii culture IlIetltllus \l'cre: lIsl'd III d,'Ie'('1 L'lIlL'rPI i­
ru~es (EV) in the: ti ,,,ue:s or clams alld ()ySILTS ill Ihe: Unile:d Slate:s 
(Vaughn cl al. l'JXO, Wait ct al. l'JX]), 11()\Veve:r, uillii n:lellll), 
viral pathogens have rarcly been ilkntilied in shl'lllï~h-ass()ci .. 1ICu 
outbreaks because of the lack of u sensitive 1l1e:lhnd l'ur uetcclillg 
viruscs Ilot amplilïeu in ccii cultures, New an;rlylical 1Ill:lhous 
basl:u on lIlulecular biology IH'W allow lhe de:Ie:L'litlll (lI' such cn­
teric viruses as hepatilis A virus (HA V), hUlllali c:t1icivirus (Hli 

CV), anu rolavirus (RV) in environmcnlal sal11ples anu shellfïsh 
implicateo in foou-burne outbreaks (Le Guyaucr Cl al. 1'194, 
19%a, Lees el al. 1995, Chung el al. 1996, HJiliger Cl al. 1997) 

Some viruses uctecleu in the: coastal cllvironnlenl have beell 
assucialcu Wilh gaslroenlcritis. Diarrhea is c()l1l1l1only re:Jl()rled 
among associah::u symploms in infeClions by a number or el1terovi­
ruscs (Melnick 1996), Hu CV, incJuuing Norwalk virus, have becn 
responsible for gastroel1lerilis in chilurcn anu auulls, aslroviruses 
(AV) are comm()n causes of diarrhea in childrcn, anu RVs are Ihe 
most il11p()rlanl eliol()gic :lgClIls of scverc dianh.:al illne:,,~ in in-

r;lIlIS ,,"d ytlllllg lhildrcli 1 !'-''l'ib;1I1 l'!')(,). Tlli, siudy illl'c'stigatl'd 
Ihe Illcurre:lln: tlr 111e:'c' l' iru,,'' ill "helllï"h .... ollcTte:d ()l'e:r a ~ 1-
IlH>Illh perio.! rrlllli ;\h:Jilc'IT;llIe:ln hl'(I~, Virological re~ults Il'er,' 

corrcJaleu wilh 0;1Ia for lhe inciuence of cpiuc' l11irs of gaslroen­
tcrili~ among the: coastal Frellch popuL!lil'l1 anJ are c()l1siuereu III 
tCrt1lS of Iheir implicalions fnr public health , 

:'IL\TERL\LS ,\NO i\IETIIOf)S 

t:l/rirol/lllel//aJ Salllplil/!: 

ShclJlï~1t samples Ilcre: colkc:\e:cI [m'llIhly hl:lwc'el1 August 
1')'J5 and t\pril 19(17 ill lwu harvesting arcas along lhe Frcnch 
~leoilerr;ule:1I1 CD;!Sl. Sile 1 \Vas an oysler (Cms,\(J,\/u' lI gigus­
Thunhcrg. 171),1) bc'cI l'rouuc'ing IIUH)O lon ~ pn ye;lI , UySins \l'cre 
collc .... tcu fro Il 1 Ihree salllplilig p()illlS (Ir Iltis shelllïsit arca classi­
lieu as category A 011 the basis or recal coliforlll counls (European 
COnllllullily Directive '1 1/4l)~). Sile 2, abOlit 30 km l'rom sile l, hau 
a low mussel (My/ill/.\' gal/(JflID";lIc;lI/is-Lamarl'k, 1819) prouuc­
lion of 50 Ions per year. Mussels frolll Ihis categllry C shclJlïsh 
area \l'ere cullecleu al a single saillpling poilil. 

Microbiulugical Allalysis 

Quantitalive estimations of fecal inuicators (ücherichia coli) 
ill shclllïsh were perfOrtllCu by COlluuClal1l:e measuremenl (Duponl 
CI al. l'J%). For viral analysis, sheillish werc shudcd and uis­
sectco, Viruscs wcre elulcu from uigeslive Iissues and conœn­
traleu by precipitai ion . After proleinase K Irealmenl, nucJeic acids 
were purifïcu am] RT-PCR performeu (Almar et al. 1995), Am­
plilication prouucis \Vere oetecll!d by electrophoresis and con­
lirilled wilh specitic probes, For EV, the region aillplifïeu by RT-

1 (,c) 1 


