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S D S : sodium dodecyle sulfate 

SV F : sérum de veau foetal 

T : thymine 

TEMED : N,N,N',N'-tetrametbyletbylenediamine 

Tris-H Cl : tris(hydroxymetbyl)-aminometbane bydrocbloride 

T 90 : temps nécessaire pour voir diminuer le nombre de particules infectieuse 

ou le nombre de copies génomiques de 90 %. 

U : uracile 

UV : ultra-violet 

v 1 v : volume à volume 

X-gal : 5-bromo-4-cbloro-3-indol-8-D-galactoside 



INTRODUCTION 



Plus de 5 millions de personnes, soit environ 10 % de la population française, résident 

en permanence sur le littoral, lequel représente seulement 4 % de la surface du territoire. La 

fréquentation estivale fait décupler le nombre d'habitants dans certaines petites communes 

littorales. Cette densité humaine n'est pas sans conséquence sur la qualité de l'environnement 

littoral. La pollution marine est malheureusement aujourd' hui un fait établi qui concerne 

l'ensemble des mers et des océans du globe. Ce phénomène est le résultat de l'introduction par 

l' homme, directement ou indirectement, de microorganismes, de substances ou d'énergies dans 

le milieu marin entraînant une altération de la qualité de l' eau. L' origine de ces pollutions n'est 

pas seulement locale, les fleuves en déversant les eaux continentales peuvent également 

contribuer à cette dégradation de la qualité des eaux littorales. Les conséquences néfastes sont 

nombreuses, autant sur l' exploitation des ressources vivantes, que sur les activités maritimes ou 

encore sur la santé humaine. 

Dans le but de prévenir les risques sanitaires liés aux rejets biologiques d'origine 

humaine ou animale, des critères de salubrité ont été proposés pour régir l'exploitation et la 

vente des coquillages, ou pour contrôler la qualité des eaux de baignade. Du point de vue de la 

qualité microbiologique, seules les bactéries entériques (coliformes totaux et fécaux, 

streptocoques fécaux, ainsi que salmonelles) sont prises en compte (Directive européenne, 

1991). Toutefois, les indicateurs bactériens ne suffisent pas pour apprécier les risques liés aux 

virus humains pahogènes, car il ne semble pas y avoir de corrélation entre la présence de 

certains virus et le niveau de la contamination bactérienne. Cependant, la contamination virale 

d'origine entérique ne fait pas l'objet d'une surveillance systématique. Seulement pour les eaux 

de baignades et lorsqu'une enquête effectuée dans la zone en révèle la présence possible ou 

indique une détérioration de la qualité des eaux, les analyses bactériologiques doivent êrre 

complétées par une vérification de l'absence d'entérovirus dans 10 litres d'eau (Directive 

européenne, 1975). 

De nombreux virus entériques pathogènes peuvent également contaminer le littoral 

marin. Les plus importants sur le plan épidémiologique sont les virus responsables des gastro­

entérites et les virus des hépatites (hépatites A et E). De part leurs propriétés physico­

chimiques, les rotavirus (agents responsables de gastro-entérites) conservent leur pouvoir 

infectieux dans le milieu hydrique où ils sont rejetés. Bien que des travaux aient décrit l'origine 

hydrique d'infections à rotavirus, aucune étude, à notre connaissance, n'a établi clairement une 

relation entre la contamination de coqui llages par les rotavirus et le développement d'épidémies 

de gastro-entérites. Pourtant, les rotavirus ont été mis en évidence dans des eaux marines et ils 

peuvent être accumulés par les coquillages élevés en zone contaminées. 
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Ce manque d'information est en partie lié aux diflïcultés rencontrées pour rechercher la 

présence des virus dans l'environnement. La technique de détection par multiplication virale sur 

culture cellulaire est la seule à mettre en évidence le pouvoir infectieux des virus. Toutefois, 

cette méthode est peu sensible, longue et ne permet pas de caractériser l'ensemble des virus. 

Les nouveaux outils de la biologie moléculaire permettent de détecter rapidement, avec une 

grande spécificité et sensibilité, la présence de contaminations virales. L'amplification 

enzymatique en chaîne (PCR) est de plus en plus utilisée dans le diagnostic médical et aussi 

pour rechercher la présence de contamination virale dans l'environnement. 

L'objectif de cette étude est d'évaluer l'utilisation de la PCR pour la détection de 

rotavirus dans l'environnement, au travers d'études ill vitro et ill situ. Cet outil , couplé à 

l'analyse du polymorphisme de restriction des séquences amplifiées devrait permettre également 

d'établir des similitudes entre les rotavirus détectés dans des prélèvements d'eau ou de 

coquillages et les souches impliquées dans des infections humaines. Cette comparaison de 

souches entre population et environnement serait un moyen de vérifier que le milieu marin est 

un facteur de contamination pour l' homme, à travers la consommation des fruits de mer. 
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1. CARACTERISTIQUES GENERALES DES ROTA VIRUS 

I. I. Historique et classification 

C'est en recherchant l'agent responsable des gastro-entérites infantiles que Bishop et ses 

collaborateurs (1973) découvrirent des particules virales dont l'aspect en microscopie 

électronique leur rappellait celui d'une roue (Figure 1). Sur la base de cette caractéristique 

Rewett et al. (1974) donnèrent à ces nouveaux virus le nom de rotavirus, du latin "rota" 

signifiant roue. 

Figure 1. Photographie en microscopie électronique de rotavirus SAlI 
complets (d'après M.K. Estes. communication personnelle). 

Leurs propriétés morphologiques et leurs caractéristiques biochimiques ont permis de 

classer les rotavirus parmi la famille des Reoviridae (Holmes, 1991). Ce sont des virus à ARN 

bicaténaire, possédant une capside icosaédrique et dépourvus d'enveloppe. Le genre Rotavirlls 

se distinguent des autres genres (Ort/wreovirus, Orbivirus, Coltivirus, Aqllareovirus, 

Cypovirus, Phytoreovirus et Fijivirus) , sur des caractères morphologiques et antigéniques. 
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1.2. Structure du virion 

Le genre Rotavirus présente des morphologies communes (Figure 2). Le virion a une 

taille de 76,5 nm de diamètre. La particule est formée d'une capside icosaédrique composée de 

trois couches de protéines. Six protéines structurale VPl, VP2, VP3, VP4, VP6 à VP7 

(classées en fonction de leur mobilité électrophorétique) composent le virion (Estes et Cohen, 

1989). 

Figure 2. Structure des rotavirus (d'après M.K. Estes, communication 
personnelle). 

De droite à gauche : segments génomiques, protéines structurales et non 
structurales codées par les segments, représentation schématique, puis 
tridimentionnelle de la structure du virion montrant les 3 couches protéiques. 

La surface du vtrus est recouverte de spicules (60 spicules) . Ces spicules d'une 

longueur de 12 nm sont formées d'un dimère de protéines VP4 (Prasad et al., 1990). Les 

protéines VP4 et VP7 constituent la couche externe de la capside. Ces deux protéines sont 

nécessaires au maintien du pouvoir infectieux. En effet, lorsque la couche externe est 

destructurée par des traitements avec des chélateurs d'ions calcium (EDTA ou EGTA), la 

particule perd son pouvoir infectieux (Estes el al. , 1979). La protéine VP4 serait responsable de 

l'attachement aux cellules et de la pénétration du virus dans la cellule (Crawford et al., 1994). 

De plus, le clivage de la protéine VP4 par la trypsine en polypeptides VP5* et VP8* augmente le 

pouvoir infectieux du virus en culture de cellules, en facilitant l'internalisation du virus fixé aux 

cellules (Estes et Cohen, 1989). La protéine VP7 est la protéine majoritaire (780 

molécules/virion) de la couche externe. Elle assurerait la cohésion de la capside externe ; un site 

de fixation de l'ion calcium, nécessaire au maintien de la structure particulaire, se trouverait sur 

la protéine VP7 (Mattion et al., 1994). 
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La protéine VP6 est l'unique constituant de la couche interne de la capside (780 

proteines regroupées en trimère) (Estes et Cohen, 1989). En plus de son rôle structural, cette 

protéine serait nécessaire à l'expression de l'activité de l'ARN polymérase ARN dépendante 

virale. La dernière couche protéique est formée par la protéine VP2. Les protéines VP2, VP4, 

VP6 et VP7 interagissent entre elles pour former la structure du virion (Crawford el al. 1994). 

Deux protéines minoritaires VPl et VP3 sont enfermées dans la capside. Ces protéines 

interagissent comme la protéine VP2 avec le génome viral (Labbé el al. , 1994 ; Mattion el al. , 

1994). 

1.3. Structure du génome 

Les rotavirus sont les seuls virus de mammifères et d'oiseaux à posséder un génome à 

ARN bicaténaire (ARNdb) fractionné en 11 segments (Estes et Cohen, 1989) (Figure 2). Le 

génome des rotavirus code pour Il protéines. Six d'entre elles constituent les protéines 

structurales, les cinq autres sont nécessaires à la réplication du virus (protéines non structurales) 

(Figure 2). Ce génome n'est pas infectieux par lui-même car il nécessite la présence d'une 

activité ARN polymérase ARN dépendante d'origine virale pour pouvoir transcrire chaque 

segment en ARN messagers (Cohen, 1977). Plusieurs protéines virales pourraient être 

impliquées dans l'expression de cette activité : la protéine VP1, VP3 et VP6 (Mattion el al., 

1994). 

Le génome fragmenté des rotavirus représente au total approximativement 18 522 paires 

de bases (pb) , pour une masse totale de 11 106 à 14 106 daltons (Estes et Cohen, 1989 ; 

Kapikian et Chanock, 1990). La longueur des segments varie de 667 pb (segment Il) à 

3 302 pb (segment 1). De façon générale, tous les segments sont riches en base A et U (A + U 

représentent de 58 à 67 'lol . Chaque segment possède une coiffe à l'extrémité 5' du brin codant. 

Le cadre ouvert de lecture est précédé et suivi de séquences non codantes. La plupart des 

segments portent un seul cadre de lecture excepté les gènes 7, 9 et Il. Pour ces derniers, un 

seul cadre de lecture serait utilisé. On ne retrouve pas de signal de polyadénylation à l'extrémité 

3' des gènes (Estes et Cohen, 1989). La taille des séquences non codantes en 3' et 5' varie en 

fonction des différents gènes. Cependant, pour un segment donné, ces tailles sont constantes 

d'un isolat à l'autre, à l'exception de l'extrémité 3' des segments 7 et 10. Les extrémités des 

segments ont également des séquences conservées d'une souche à une autre ; ces régions 

comporteraient des signaux nécessaires à la transcription, à la réplication et probablement à 

l'encapsidation du génome (Estes et Cohen, 1989). La partie codante des gènes comportent des 

séquences conservées, mais aussi des séquences qui codent pour des régions variables des 

protéines. Plus particulièrement pour les protéines VP4, VP6 et VP7, certaines de ces régions 

sont impliquées dans l'antigénicité des protéines (Estes et Cohen, 1989 ; Mattion el al. , 1994). 
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1.4. Classification antigénique 

Le genre Rotavirus possède une grande diversité antigénique de virus. Les rotavirus 

sont classés en groupes (ou sérogroupes) principalement à partir de l'antigénicité de la protéine 

VP6 (Kohli et al., 1992 ; Mattion et al., 1994). Sept groupes différents de A à G ont été décrits 

à ce jour. Les virus du groupe A, BouC infectent l'homme ou les animaux, alors que les virus 

du groupe D, E, FouG seraient retrouvés uniquement chez les animaux (Estes, 1990 ; Hoshino 

et Kapikian, 1994). Les rotavirus du groupe A sont ceux le plus fréquemment associés aux 

gastro-entérites infantiles (Kapikian et Chanock, 1990). Ces rotavirus du groupe A peuvent être 

classés en fonction de la spécificité antigénique des protéines VP6, VP7 et VP4 en sous-groupe 

et sérotypes. 

Les virus du groupe A appartiennent généralement au sous-groupes 1 ou II (Kapikian et 

Chanock, 1990). La spécificité du sous-groupe est également déterminée par la structure 

antigénique de la protéine VP6 (Estes et Cohen, 1989 ; Mattion et al., 1994). A l'intérieur de ces 

sous-goupes sont classés des rotavi rus d'origine humaine ou animale (Hoshino et Kapikian, 

1994). 

Les rota virus du groupe A peuvent être également différenciés en sérotypes, en fonction 

de la réactivité antigénique des deux protéines de la capside externe. La protéine VP4 définit les 

types P, la protéine VP7 définit les types G (Estes et Cohen, 1989). L'appartenance à l'un des 

sérotypes Pet G se fait de façon indépendante (Hoshino et Kapikian, 1994). 

Le nombre de ces sérotypes (G ou P types) est en constante évolution et au moins 14 

sérotypes G ont été identifiés. La majorité des sérotypes ne sont pas spécifiques de rotavirus 

humains ou animaux. Cependant, le sérotype G 12 n'appartiendrait qu'à des virus de l'espèce 

humaine, d'autres seraient uniquement d'origine animale (G 11 , G7, G 13, G 14) (Hoshino et 

Kapikian, 1994). Les rota virus humains de sérotype G 1 à G4 sont les plus importants sur le 

plan épidémiologique, car ce sont les sérotypes les plus fréquemment identifiés à partir des 

prélèvements cliniques (Kapikian et Chanock, 1990). 

La diversité des sérotypes P est également importante .. Au moins 11 sérotypes P ont été 

identifiés et des sous-types au sérotype P sont décrits. Toutefois, le sérotype P reste inconnu 

pour beaucoup de rotavirus. En effet, le sérotype P est défini avec plus de difficultés que le 

sérotype G. Ceci est lié au fait que les anticorps dirigés contre la protéine VP4 sont difficiles à 

obtenir et moins spécifiques que ceux dirigés contre la protéine VP7 (Coulson, 1993 ; Estes et 

Cohen, 1989 ; Gorziglia et al., 1990). La détermination du type P d'une souche s'effectue donc 

plus fréquemment par l'étude de la séquence du gène de la protéine VP4 (alignement de 

séquences ou hybridation moléculaire), ce qui permet d'obtenir le génotype P (Gentsch et al., 
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1992 ; Green et al., 1988 ; Larralde et Aores , 1990 ; Parwani et al., 1992 ; Sethabutr el al., 

1990). Au moins 19 génotypes P sont décrits et le classement des rotavirus en fonction de leur 

génotype est différent de celui réalisé à partir de leur sérotype (Hoshino et Kapikian, 1994). En 

revanche, le classement en fonction du type G est inchangé par les deux approches, génotypique 

ou phénotypique (Hoshino et Kapikian , 1994). 

1.4. Evolution du génome viral 

Les modifications génétiques peuvent s'effectuer selon trois mécarusmes : le 

réassortiment de gènes, la modification de séquences sans échange de gènes et le réarrangement 

d'un segment (Estes et Cohen, 1989). 

Les réassortiments sont issus de la coinfection d'une cellule par au moins deux souches 

virales différentes. Au cours de la réplication des virus, les segments de génome peuvent être 

encapsidés de façon plus ou moins aléatoire et ainsi conduire à l'introduction d'un fragment 

d'origine différente dans le virion (Kobayashi et al., 1993 et 1994 ; Kool et al., 1992). Cene 

modification peut entrainer rapidement l'apparition d'une nouvelle souche. L'évolution du 

génome viral peut également s'effectuer sans échange de segments avec un autre virus. Lors de 

la réplication, des mutations peuvent s'accumuler et modifier la séquence. Les mécanismes de 

ces modifications seraient comparables à ceux décrits pour le virus influenza (Estes et Cohen, 

1989). 

Les modifications peuvent être mises en évidence par l'analyse des séquences 

nucléotidiques, mais aussi de façon plus simple par l'observation de modification de la mobilité 

des segments du génome viral en électrophorèse de polyacrylamide. En effet, une modification 

de la séquence peut conduire à une structure secondaire différente de l'ARNdb, retardant ou 

accélérant sa mobilité au travers du gel de polyacrylamide (Estes, 1984). Des modifications 

moins importantes (mutations) peuvent être caractérisées par hybridation moléculaire avec des 

conditions de forte stringence (Street et al. , 1982). 

Le réarrangement du génome a été décrit chez de nombreux virus animaux et humains. 

Cene modification génomique est caractérisée par une augmentation de la tai lle d'un fragment 

(caractérisable par électrophorèse). La plupart des réarrangements concernent le segment Il , 

mais des modifications dans les segments 5 , 6, 8, 10 ont également été rapportées (Estes, 

1990). Les mécanismes moléculaires de ces réarrangements impliqueraient l'ARN polymérase, 

ARN dépendante. Lors de la réplication, cene enzyme ferait des retours en arrière dupliquant 

ainsi une partie de la séquence (Estes, 1990). A quelques exceptions près, les cadres de lecture 

sont conservés et ce serait préférentiellement les séquences non codantes en 3' des gènes qui 
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présenteraient une duplication. Cette localisation peut s'expliquer par l'action d 'une pression de 

sélection qui s'exercerait sur d'autres régions du segment, ou par la présence de site de fixation 

de l'ARN polymérase dans l'extrémité 3' favorisant un retour en arrière de l'enzyme lors de la 

transcription (Ballard et al., 1992). Comme pour le réassortiment ou la mutation d'un gène, le 

réarrangement d'un segment pourrait mcxiifier l'immunogénicité ou la pathogénicité des 

rotavirus. En particulier lorsqu'elles affecteraient la séquence ccxiante et qu'elles seraient 

accompagnées d'une délétion, ces mcxiifications génétiques pourraient aboutir à une nouvelle 

protéine fonctionnelle (Tian el al., 1993). 

II. LES INFECTIONS A ROTA VIRUS 

11.1. Signes cliniques 

Depuis leur découverte, les rotavirus ont été associés à la plupart des gastro-entérites 

infantiles. Ces virus sont responsables de 35 à 50 % des hospitalisations de jeunes enfants 

présentant une diarrhée sévère (Kapikian et Chanock, 1990). Le temps d'incubation avant 

l'apparition des premiers symptômes est de 1 à 4 jours. Les virus infectent principalement les 

cellules épithéliales de l'intestin grêle. Les principaux symptômes associés à cette infection 

virale et leur fréquence sont présentés dans le Tableau 1. Les rotavirus pourraient également 

avoir une pathologie associée extra-intestinale faite d'atteintes respiratoires (Christensen, 1989). 

Les signes cliniques persistent généralement de 4 à 7 jours. Durant cette période, la quanti té de 

virus rejetée dans les selles est très importante et de 109 à 1011 particules virales ont été 

identifiées par gramme de selles (Rewett et Woode, 1978). 

Tableau 1. Fréquence des symptômes associés 

aux infectiona à rotavirua (données citées par Uhnoo et al., 1986). 

Symptômes 

Diarrhée 

Diarrhées > 10 fols par jours 

Vomissement 

Vomissements > 5 fois par jour 

Fièvre 

Douleur abdominale 

Sang dans les selles 

98 

28 

87 

51 

84 

18 
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A travers le monde les rotavirus seraient responsables de 18 millions de cas de diarrhées 

sévères, entraînant la mort de 870 000 enfants par an (lnstitute of Medecine, 1986). Les décès 

observés sont en rapport avec l'importance de la déshydratation initiale, le retard à y porter 

remède et la malnutrition, ceci principalement dans les pays en voie de développement (Sem 

el al. 1992). 

II.2. Données épidémiologiques 

Plus de 90 % des enfants entre 0 et 3 ans acquièrent une immunité contre les rotavirus 

(Kapikian et Chanock, 1990). Les gastro-entérites à rotavirus sont principalement mises en 

évidence chez les enfants âgés de 6 mois à 2 ans. Lors des 6 premiers mois, les anticorps 

maternels protègeraient l'enfant, alors que les enfants plus âgés développeraient dans 88 % des 

cas une infection symptomatique (Kapikian et Chanock, 1990). Au delà de 3 ans, les cas 

d'infection symptomatique sont de moins en moins fréquents. En principe, l'immunité acquise 

dès le plus jeune âge réduit le risque de développer une nouvelle fois la maladie. Toutefois, des 

cas de réinfection chez l'enfant ont été décrits avec des souches de sérotypes différents mais 

aussi de même sérotype (Sem el al. , 1992 ; De Champs el al., 1991). 

De même, le maintien d'un fort taux d'anticorps tout au long de la vie suggère que des 

réinfestations se produisent régulièrement (Kapikian et Chanock, 1990). Seulement 45 % des 

adultes développeraient une infection symtomatique. De plus, celle-ci nécessiterait que rarement 

une hospitalisation (Christensen, 1989). Mais, les rotavirus peuvent provoquer des troubles 

plus importants chez des personnes âgées. Dans des services de gériatrie les épidémies 

entrainent parfois la mort de personnes aux défenses immunitaires affaiblies (Christensen , 

1989). Des gastro-entérites symptomatiques ou sévères peuvent également survenir lorsque des 

individus sont atteints par une nouvelle souche contre laquelle ils ne possèdent pas ou peu 

d'anticorps protecteurs (Murphy, 1981 ; Ward el al., 1986a). Ainsi en Chine, l'apparition d'une 

souche du groupe B a provoqué des diarrhées importantes chez des enfants mais aussi des 

adultes (Fang el al., 1989). 

Il existe une très grande diversité des souches impliquées dans les infections à rotavirus. 

Cette diversité était initialement étudiée en comparant les électrophérotypes des rotavirus 

présents dans les selles des malades (Estes el al., 1984), mais de plus en plus, la recherche du 

type G ou P des isolats à remplacer cette méthode de caractérisation. Lors d'une recrudescencé 

des gastro-entérites, plusieurs souches peuvent être ainsi identifiées (Estes el al. , 1984 ; Noel el 

al., 1991 ; Tabassum el al. , 1994). Les souches impliquées sont différentes d'une région à 

l'autre (Noel el al., 1991). De plus, elles évoluent constamment dans le temps (Estes el al. , 

1984 ; Sreet el al. , 1982). Un suivi sur 6 années des infections apparues à Londres n'a pas 
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permis d'identifier une souche devenant endémique au sein de la population (Noel el al., 1991). 

De même, lorsqu'une souche caractérisée par son électrophérotype disparait de la population, 

elle n'est plus jamais retrouvée (Noel el al., 1991). Cene évolution génotypique peut être 

associée à la diversité des sérotypes régulièrement impliqués dans des gastro-entérites. Ainsi, à 

chaque électrophérotype correspondrait un seul sérotype. En revanche plusieurs 

électrophérotypes peuvent être associés à un sérotype (Oouvea el al., 1990b ; Tabassum el al., 

1993). La diversité des sérotypes est généralement moins importante. Les sérotypes 01 à G4 

sont les plus fréquemment identifiés dans le monde entier (Sem el al. , 1992 ; Rasool el al. , 

1993 ; Tabassum et (I l., 1993) . Des sérotypes peuvent devenir dominants, mais la dominance 

d'un sérotype varie dans l'espace (d'une région à une autre) mais aussi dans le temps (d'une 

année à une autre) (Gouvea et al. , 1990b ; Noel el al., 1991 ; Zheng el al. , 1989) (Figure 3). 

Des infections mixtes impliquant deux sérotypes différents ont également été montrées 

(Masendycz el al. 1994; Tabassum el al. 1994). 
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Figure 3. Distribution des sérotypes de rotavirus caractérisés à l'hôpital des 
enfants de Londres de 1986 à 1990 (d'après Noe! et al .. 1991 J. 

La gravité de la maladie pourrait dépendre de la souche infeclante. Une étude sur 

plusieurs milliers d'enfants infectés par des rolavi rus au Sengladesh montre, après typage des 

différentes souches, que les sérotypes G2 et 03 étaient responsables de déshydratations plus 

imporlan tes que d'autres (Sem el al. , 1992). Mais les complications les plus importantes étaient 

principalement dépendantes des soins prodigués aux enfants et d'une malnutrition parfois 

associée. 
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Les rotavi rus sont présents dans le monde entier, par contre le caractère épidémique des 

gastro-entérites à rotavirus es t étroitement lié aux conditions climatiques des régions étudiées. 

Dans les pays tempérés, les infections à rotavirus se développent principalement lors des mois 

les plus froids de novembre à avril (Ansari el al. , 1991 ; Cook el al., 1990) (Figure 3). Pendant 

cette période, les infections à rotavirus sont responsables de plus de 50 % des hospitalisations 

d'enfants pour une gastro-entérite, alors qu'en juillet ou août ce taux tombe entre 0 et 5 % 

(Gouvea el al. , 1989b ; Kapikian et Chanock, 1990 ; Noel el al., 1991). Dans les pays 

tropicaux la saisonalité est moins marquée, les infections pouvant survenir à tout moment de 

l'année (Cook el al., 1990). Dans les pays tempérés, l'absence de cas cliniques durant les mois 

d'été ne doit pas être associée à celle de vi rus dans la population. En effet, des rotavirus sont 

détectés dans les eaux usées tout au long de l'année (Hejkal el al., 1984). La concentration 

virale est toutefois moins importante en période estivale par rapport aux mois d'hiver. Les 

infections à rotavirus seraient épidémiques dans les zones rurales alors qu'elles pourraient 

devenir endémiques dans des villes d'environ 5 000 personnes (Estes el al. 1984). La 

recrudescence des infections sur les mois d'hiver pourrait être liée à une sensibi lité accrue des 

individus ou également à des conditions plus favorables de transmission des virus (Ansari et al. 

1991) . 

Il.3. Transmission des infections 

Le mode de transmission le plus important est la transmission oro-fécale (Ansari et al., 

1991 ; Kapikian et Chanock, 1990). Le passage peut se faire d'un enfant à un autre, mais aussi 

d'un adulte à un enfant ou inversement (Fang el al. , 1989 ; Gaggero el al., 1992) . Cette 

transmission entre adulte et enfant n'a pas été clairement établie car le pl us sou vent les infections 

chez les adultes sont asymptomatiques. Toutefois, la séroconversion récente d'adultes ayant 

cotoyés des enfants malades étaye cette hypothèse (Kapikian et Chanock, 1990). 

Une seconde voie de transmission par le tractus respiratoire est également envisagée. La 

présence de virus dans les voies aériennes a été montrée et des troubles respiratoires ont été 

associés aux infections à rotavirus (Christensen el al., 1989) . De plus les rotavirus sont stables 

sous la forme d'aérosol (Ansari el al. , 1991). L'épidémiologie des infections à rotavirus avec 

son pic saisonnier lors des mois frais et son expansion générale ferait également davantage 

penser aux maladies vi rales transmises par voie respiratoire (comme la rougeole) qu'à celles 

surtout transmises par voie fécale-orale (comme la poliomyélite)(Cook el al. , 1990). 

Un certain nombre de travaux ont montré qu'il serait possible que les barrières de 

spécificité d'espèce initialement admises pour les rotavirus puissent être franchies. Ainsi, des 

homologie ont été recherchées entre une souche ayant infecté un enfant fréquemment au contact 
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de chats et des ViruS d'origine humaine ou animale (Nakagomi et al., 1990). Les auteurs 

montrent, en utilisant l'hybridation, une étroite similitude entre le génome du virus de l'enfant et 

celui d'une souche d'origine féline. Cette ressemblance était bien plus importante que celle qui 

existait avec d'autres souches d'origine humaine. Divers travaux, faits sur les souches de 

différentes espèces par hybridation ou par comparaison de séquences, semblent indiquer que 

des transmissions interspécifiques puissent exister ou auraient existé chez les rotavirus au cours 

de leur évolution (Brüssow el al., 1992; Gema el al. , 1992; Minamotoet al., 1991 ; Nakagomi 

et al., 1991; Nakagomi et Nakagomi, 1991). L'origine des virus a été également étudiée par 

l'analyse du polymorphisme de restriction des séquences virales (Gouvea el al., 1993 ; 

Vonsover el al., 1993). Les rotavirus animaux seraient en général moins virulents chez 

l 'homme, induisant une séroconversion mais pas ou peu de troubles gastriques (Kapilàan et 

Chanock, 1990 ; Silberstein el al., 1995). Ces propriétés ont suggéré que les virus animaux 

pouvaient être utilisés comme un moyen de vaccination (Kapilàan et Chanock, 1990 ; Hoshino 

et Kapilàan, 1994). 

La dose minimale infectieuse par voie orale est très faible. Ward et al. (1986a) font 

adsorber à des volontaires (sujets dont l'acidité gastrique a été réduite avec 50 ml de bicarbonate 

de soude à 4 %) des quantités de virus humain variant de 0 à 9 104 virus infectieux par dose 

(50 ml solution saline). Dans ces conditions, une particule virale, infectieuse en culture de 

cellule (correspondant à environ l,56 104 particules virales) est suffisante pour déclencher une 

multiplication virale ill vivo et/ou une séroconversion. Ces résultats ont été confirmés par 

Graham et al. (1987) sur un modèle animal (porcelets). Toutefois, une quantité importante de 

rotavirus inactivés pourraient également provoquer des diarrhées par un mécanisme comparable 

à celui d'une toxine (Shaw et al. , 1995). En effet, de fortes concentrations de virus (3 108 

particules par dose de 50 1'1), ayant perdu leur pouvoir infectieux en culture cellulaire par 

trailemenl au psoralène et aux UV, produisent des diarrhées chez de jeunes souriceaux. Dans ce 

cas, les diarrhées seraient induites par l'attachement et/ou l'entrée des virus dans les cellules. 

Il.4. Résistance aux traitements physico-chimiques 

Les rotavirus sont sensibles aux températures élevées. En 15 min à 56 oC, le pouvoir 

infectieux diminue de 99 % et l'inactivation est totale en 1 min à 80 oC (Meng el al., 1987) . 

Toutefois, le rotavirus SA 11 présente une certaine thermo-stabilité en présence de 2 M de 

MgSO., mais pas avec d'autres sels comme le MgCl" le CaCI, ou le NaCI (Estes et al., 1979). 

La stabilité du virus augmente au fur et à mesure que la température d'incubation diminue (Meng 

et al., 1987). A température ambiante ils peuvent persister plusieurs jours sur des surfaces 

poreuses ou non (Ansari et al., 1991). Leur stabilité est alors comparable à celle du virus de 

l'hépatite A, et apparaît supérieure à celle des poliovirus ou des adénovirus (Abad el al., 1994a). 
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Les rotavirus peuvent être conservés à -20 °Cet leur pouvoir infectieux ne semble pas altéré par 

la congélation et la décongélation (Estes el al., 1979 ; Meng el al., 1987). Par ailleurs , les 

rotavirus sont résistants à la dessication, à la lyophilisation et aux ultra-sons, mais ils sont 

sensibles aux rayons ulta-violets (UV) (Estes el al. , 1979 ; Meng et al. , 1987 ; Smirnov el al., 

1991) Les UV seraient efficaces dans la désinfection virale de l'eau: une dose de 25 mW.stcm' 

réduit de 99,9 % le titre infectieux d'une suspension de virus SA Il dans du tampon phosphate 

(Chang et al., 1985). Cette dose est comparable à celle nécessaire pour inactiver poliovirus 1 

dans les même conditions (21 mW.stcm') , mais elle est très supérieure à celle requise pour 

détruire des bactéries (5 à 15 mW.stcm') . L'effet virucide dépend également de la charge en 

particule et matière organique de l'eau (Sobsey, 1989). La photo-inactivation a été également 

proposée pour la désinfection de l'eau. L'effet virucide de la lumière naturelle est accentué par la 

présence de bleu de méthylène ou de dioxide de titane dans les eaux à traiter (Melnick, 1978 ; 

Watts et al., 1995). La photo-inactivation en présence de dioxyde de titane (250 mg/I) est plus 

active sur le poliovirus 1 que sur les bactéries coliformes. Toutefois les temps nécessaires pour 

diminuer de 99 % le nombre de virus ou de bactéries sont longs (30 min pour les virus, 150 min 

pour les bactéries). Cette méthode, moins onéreuse que les précédents traitements cités, serait 

adaptée à l'épuration des eaux dans les pays en voie de développement qui ont un ensoleillement 

important et qui peuvent tolérer des temps d'épuration relativement longs (Watts et al., 1995). 

Les rotavirus perdent de façon importante leur pouvoir infectieux dans l'eau distillée. 

Comme cela a été précédemment décrit, l'absence de sels en particulier d'ions calcium 

déstabilise la couche externe de la capside (Estes el al. , 1979). Le pouvoir infectieux est stabilisé 

par l'apport de 1,5 à 10 mM de CaCI, (Shirley el al., 1981). Il n'est pas modifié à des pH 

variant de 11 à 3,5 (Estes el al. , 1979 ; Meng el al., 1987). Par contre, les virus sont sensibles à 

pH supérieur ou égal à 11,5 et inférieur ou égal à 3. Cette propriété explique la nécessité de faire 

absorber au préalable du bicarbonate à des volontaires ou à des animaux, quand les virus sont 

administrés par voie orale notamment pour des études sur la dose minimale infectieuse (Graham 

el al., 1987 ; Ward el al., 1986a). Dans les conditions naturelles, le pH gastrique serait diminué 

par les aliments ingérés (Ward el al., 1986a). 

Tous les désinfectants ne sont pas efficaces sur les rotavirus (Pirtle el al. , 1991). Ils 

présentent une résistance à un grand nombre de procédés chimiques comme les traitements à 

l'éther ou au chloroforme, ce qui est expliqué par l'absence d'enveloppe autour de la particule 

mâture (Estes, 1990 ; Estes et al., 1979 ; Meng et al., 1987). En revanche, les rotavirus perdent 

leur pouvoir infectieux en présence de chélateurs d'ions calcium (Estes el al. , 1979). Ces virus 

sont efficacement inactivés en présence d'éthanol à 70 %, de phénol à 2 % et de formaldéhyde à 

8 %. Ces composés peuvent être utilisés comme désinfectants de contact (Meng et al., 1987). 
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Les traitements à base de chlore sont les plus fréquemment utilisés pour purifier les 

eaux. Le temps d'inactivation de 99 % des virus SA 11 purifiés en présence de 0,5 mgll de 

chlore est de 1,4 min à pH 10 contre moins de 0,25 min à pH 6. Inversement le dioxide de 

chlore est plus efficace à pH basique qu'à pH acide, 0,5 mgll de dioxide de chlore inactive 99 % 

des virus en 0,56 min à pH 6 et en moins de 0,25 min à pH 10 (Berman et Hoff, 1984). Les 

monochloramines en revanche sont totalement inefficaces sur les rotavirus , le temps nécessaire 

pour obtenir le même effet se compte en heures avec des concentrations élevées de 10 mgll 

(Berman et Hoff, 1984). Cependant, les virus entériques sont excrétés sous la forme de 

particules adsorbées à des membranes cellulaires ou agglomérées entre elles (Williams, 1985) , 

autant de facteurs qui réduisent l'action du chlore (Hejkal et al., 1979; Berman et Hoff, 1984). 

Dans les mêmes conditions que celles précédemment décrites, le temps de contact doit être de 2 

à 7 fois plus long pour inactiver le virus SAil associé à des débris cellulaires (Berman et Hoff, 

1984). La sensibilité du virus SA Il au traitement chloré est comparable à celle du rotavirus 

humain Wa (Vaughn et al., 1986). En revanche, les rotavirus apparaissent plus résistants à la 

désinfection que le poliovirus et leur stabilité serait comparable à celle du virus de l'hépatite A 

(Abad et al., 1994b). 

Ces données permettent d'expliquer l'inefficacité de la chloration sur les effluents de 

station d'épuration à des concentrations de chlore de 1 à 3 mgl l, car bien souvent les eaux 

épurées sont riches en matières organiques, les modifications des composés chlorés y sont 

importantes et les temps de contact trop brefs (Berman et Hoff, 1984; Sobsey 1989). De plus , 

lors des traitements des sous-produits peuvent se former. Ces sous-produits moins germicides 

sont en revanche toxiques pour la santé humaine, ou pour les organismes vivants aquatiques 

(Paillard et Sibony, 1986). 

Des traitements moins toxiques pourraient se substituer à la désinfection des eaux par le 

chlore. L'ozone a une efficacité de désinfection supérieure à celle du chlore et il ne formerait pas 

de sous-produits toxiques (Vaughn et al., 1987). Des études in vitro montrent une inactivation 

de 99,9 % des virus en 6 sec avec 0,25 mg/!. L'efficacité de désinfection serait supérieure sur 

les rotavirus humains (Wa) par rapport aux rotavirus animaux (SAli) (Vaughn et al., 1987). 

Mais les traitements par ozone seraient également moins performants avec des effluents 

d'épuration riches en matières organiques (Sobsey, 1989). L'acide peracétique est également 

virucide, mais il serait plus actif sur les bactéries que sur les virus. A doses et temps de contact 

comparables (5,3 à 5,6 mgll pendant 20 min, en eau de station) , l'inactivation de poliovirus 2 , 

pris comme modèle pour les virus entériques, est de 62 % avec l'acide peracétique contre 93 % 

d'hypochlorite de sodium (Morris, 1993). 
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III . CONTAMINATION DU MILIEU HYDRIQUE PAR LES ROTA VIRUS 

Les virus, excrétés dans les selles ou les urines, sont regroupés sous le nom de virus 

entériques. Ces virus infectent les cellules du tube digestif, mais ils peuvent également présenter 

un tropisme pour les cellules d'autres organes, ils provoquent parfois des troubles très variés. 

Plus de 140 types de virus entériques humains, susceptibles d'être rencontrés dans 

l'environnement, appartenant à plusieurs familles et genres sont répertoriés (Tableau 2). Les 

rotavirus font partie des virus les plus importants sur le plan épidémiologique, ceux-ci étant 

responsables d'hépatites ou de gastro-entérites (Gerba et al. 1985). 

Tableau 2. Virus pathogènes pour l'homme susceptibles d 'être rencontrés 

dans le milieu hydrique (d'après Schwartzbrod 1991). 

Famille Genre Espèce Maladie provoquée 

Ptcomavtrfdae Entérovirus VIrus Poliomyélitique Paralysie. m éningite. fièvre. 
poliomyélite. 

Virus Coxsackle A Méningite. infection respiratoire. 
herpangtne. conjonctMte 
hémorragique. 

Virus Coxsackle B Myocardite. éruption cutanée. fièvre. 
méningite. infection respiratoire. 
pleurodynie. 

Echovirus Méningite, éruption cutanée, fièvre. 
infection respiratoire. diarrhée. 

Entérovtrus 68 à 71 Méningite, encéphalite. atteinte des 

voles respiratoires. conjonctiVite 

hémorragique. 
Hépatovtrus Virus de l'hépatite A Hépatite Infectieuse. 

Reovtrfdae Réovlrus Réovlrus humains Non établie. 
Rota virus Rotavlrus humains Castro-enté rite. 

Caltctvlridae CallcMrus Callclvlrus humains Gastro-entértte. 
Virus d e Norwalk Gastro-entértte. 
Small round virus Gastro-entértte. 
Virus de l'hépatite E Hépatite Infectieuse. 

Non précisée Astrovlrus Astrovlrus humains Gastro-entértte. 

Non précisée Non précisée Parvovtrus-llke virus Gastro-entértte. 

Coronavtrfdae Corona virus Coronavlrus humains Entérocolite . 

Torovtrfdae Coronavtrus-llke Gastro-entértte. 

Adenovtrfdae Mastadénovtrus Adénovirus humains Infection respiratoire. conjonctiVite 

et gastro-entértte. 
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111.1. Cycle de contamination du milieu hydrique 

Comme il a été précédemment présenté, la concentration virale dans les selles peut être 

très importante et les infections asymptomatiques également nombreuses lors d'épidémies. Ceci 

se traduit principalement par une libération massive de virus dans les eaux usées (Hejkal et al., 

1984 ~ Mehnert et Stewien, 1993 ; Rao et al., 1987). Des concentrations de 1,4 104 rotavirus 

infectieux par litre ont été mesurées dans les eaux usées de la ville de Barcelone (Bosch et al., 

1988). Selon Hejkal (1984), chaque virus infectieux isolé à partir de selles correspondrait à 3,8 

105 particules virales. Par conséquent, le nombre de particules virales dans les eaux est en réalité 

beaucoup plus important et il a été estimé, par le même auteur, à 107 particules par litre. La 

charge virale dans les eaux usées d'origine domestique est fonction du contexte épidémiologique 

et sanitaire de la population (Melnik et al., 1978). Pour les rotavirus, les variations de 

concentration correspondraient aux variations saisonnières de gastro-entérites (Mehnert et 

Stewien, 1993). La présence de rotavirus dans les eaux brutes a également été montrée pendant 

les mois d'été, hors des périodes de recrudescence des infections à rotavirus . Cependant, les 

concentrations en rotavirus sont de 10 à 100 fois moins importantes que celles mesurées en 

hiver et au printemps (Hejkal et al., 1982 et 1984 ; Mehnert et Stewien, 1993 ; Rao et al., 

1987). Ces eaux usées constituent le premier maillon du cycle de contamination de l'eau 

(Figure 4). 

Matières fécales 
d'origine humaine et animale 

Figure 4. Modes de transmission possibles des virus entériques par l'eau 
(D'après Melnick et al. , 1978). 
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111.2. Epuration des .eaux usées 

Le traitementdes eaux usées , avant rejeten merou dans les rivières se généralise. Selon 

Lewis et Metcalf ( 1988b), dans des conditions idéales de fonctionnement, une station 

d'épuration pourrait diminuer de 8 unités logarithmiques la charge virale d'une eau brute 

(Figure 5). Le traitement primaire (dégrillage, dessablage, décantation) éliminerait 10 % des 

virus entériques. Un traitement secondaire par boues activées réduirait de plus de 95 %la charge 

virale. Cette diminution serait dûe pour moitié à l'adsorption des virus aux boues et à l'action 

d'origine microbienne inactivatrice. Les traitements tertiaires par coagulation, floculation, et 

sédimentation, élimineraient 99,99 % de virus, en éliminant les particules fines en suspension 

sur lesquelles sont adsorbées les virus. La désinfection finale (20 mgll de chlore pendant 60 

min) pourrait inactiver jusqu'à 99,99 % des virus restants (Lewis et Metcalf, 1988b). La 

chloration finale est d'autant plus efficace que l'épuration de l'eau est importante (Gerba et al. , . 

1975) (Figure 5). Mais comme cité précédemment, en pratique les concentrations de chlore et 

les temps de contacts sont moins importants. 

Primaire 

TRAITEMENTS 

Secondaire 

Boue activée 
(40-90 %) 

Tertiaire 

Floculation/ sédimentation 
(99-99,99 %) 

Adsorption au charbon actif 
(0-50 %) 

Figure 5. Rendements théoriques d'épuration virale et de désinfection lors 
du traitement d'eaux usées (d'après Gerba et al. 1975). 

Les procédés d'épuration en réalité ne sont pas aussi efficaces. Ils ne réduisent que 

partiellement les concentrations virales dans les eaux. Des études in situ sur l'élimination de 

rotavirus naturellement présents dans les eaux usées rapportent une réduction de la charge virale 

de 44 à 55 o/o par ces boues activées. Une épuration complète allant jusqu'à la désinfection finale 

(boues activées et chloration) permet d'éliminer 93 à 99% des rotavirus (Rao et al., 1988) . . Les 

rendements peuvent varier en fonction des saisons. Selon Keswick et al. ( 1984). en période de 
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sécheresse de 25 à 93 % des virus sont éliminés (station d'épuration de conception physico­

chimique) alors qu'en période de pluies la charge virale est réduite de 0 à 43 %. De plus, lors de 

ces études la qualité chimique et bactériologique des efnuents ne reflète pas la qualité 

virologique. L'absence d'une corrélation entre la contamination virale et bactérienne serait en 

partie due à la résistance généralement supérieure des vi rus par rapport aux bactéries vis-à-vis 

des traitements des eaux usées (Sobsey, 1989) . De même les rendements d'épuration des virus 

entériques sont différents d'une espèce à l'autre (Sobsey, 1989) . Les rotavirus seraient moins 

facilement éliminés que les entérovirus lors des traitements (Farrah el al. , 1978 ; Goyal el al. , 

1979). 

111.3. Contamination du milieu hydrique 

Malgré ces abattements , les eaux épurées contien.nent des particules virales. La charge 

virale en moyenne serait de 10' à 10' virus entériques par litre (Schwartzbrod, 1992). La 

concentration en rotavirus peut atteindre 103 particules infectieuses par litre (Smith et Gerba, 

1982). Des billions de litres d'eaux usées traitées ou non sont directement déversées par jour 

dans les rivières, les fleuves, les mers ou les océans du globe. Selon Schwartzbrod el al. (1979) 

une agglomération de 300 000 habitants traitant ses eaux usées déverserait plus de 109 virus 

entériques infectielLx par 24 h. Des rotavirus infectieux ont été également détectés dans de l'eau 

de distribution, dans des eaux de rivières, dans les estuaires à des concentrations parfois 

voisines de 10' vi rus par litre (Deetzel al., 1984; Genthe el al., 199J ; Rao el al. , 1986 ; Rose 

el al. , 1987). 

Les vi rus entériques peuvent persister dans les eaux continentales ou marines, la salinité 

des eaux n'étant pas un facteur d'inactivation pour les rotavirus (Hurst et Gerba, 1980). La 

stabilité des virus dans le milieu hydrique dépend de nombreux facteurs , dont la prédation 

exercée par les microorganismes autochtones (Enriquez el al., 1993 ; Girones el al., 1989 ; 

Ward el al., 1986b). Mais le principal facteur semble être la température (Girones el al., 1989 ; 

Melnick et Gerba, 1980 ; Yates et al. , 1985). La stabil ité du pouvoir infectieux est inversement 

proportionnelle à la température. Par contamination in vitro d'eau de mer naturelle avec le viru 

SA Il , Chung et Sobsey (1993) décrivent des temps d'inactivation (diminution de 99,99 % du 

titre viral) de 22 jours à 25 oC contre 871 jours à 5 oC. Cette étude indique également, que le 

rotavirus est plus résistant que poliovirus 1 en eau de mer, mais plus sensible que le virus de 
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l'hépatite A. Cette différence dans la stabilité des virus confirme de précédentes observations 

(Girones et al. , 1989 ; Hurst et Gerba, 1980). Les coliphages F+ seraient également plus 

rapidement inactivés que les virus humains, alors que la stabilité du phage de Bacteroides 

fragilis serait comparable à celle des virus entériques (Chung et Sobsey, 1993). Ce phage 

pourrait être utilisé comme indicateur de contamination virale car il n'existe pas de relation entre 

la contamination en bactéries fécales d'une eau et sa teneur en virus (Goyal, 1983). Des eaux 

déclarées salubres d'un point de vue bactériologique peuvent véhiculer des rotavirus. De même 

la présence ou l'absence d'entérovirus comme le poliovirus ne présage pas d'une contamination 

ou non en rotavirus (Gerba et al., 1979; LaBelle et al., 1980). 

Les virus dans le milieu hydrique sont adsorbés principalement aux particules 

sédimentaires fines (argile ou vase de taille inférieure ou égale à 0,3 pm) en suspension dans 

l'eau (Melnicket Gerba, 1980; Metca1f et al., 1984 ; Rao et al., 1986). Lors d'études in vitro, 

les rotavirus s'adsorbent spontanément aux sédiments plus facilement dans des conditions de 

faible salinité (Metcalf el al., 1984). Par contre l'adsorption est durable et cet état est stable dans 

différentes conditions de salinité et de pH (LaBelle et Gerba, 1979). La stabilité des rotavirus 

dans l'eau de mer est généralement augmentée par l'apport de sédiments. Le rotavirus SA Il en 

eau de mer conserve son pouvoir infectieux pendant 9 jours. En revanche en présence de 

particules sédimentaires, il est infectieux pendant au moins 19 jours (Rao el al., 1984 et 1986). 

Ces particules peuvent se déposer, la concentration virale est parfois plus importante dans les 

sédiments que dans l'eau sus-jacente (Metca1f el al., 1984 ; LaBelle el al., 1980 ; Rao el al., 

1986). Les sédiments agiraient en stabilisant la structure des capsides, notamment les particules 

seraient moins thermolabiles (Liew et Gerba, 1980). Les virus ·adsorbés aux sédiments 

pourraient également être protégés contre les actions microbiennes (LaBelle et Gerba, 1982). 

Inversement, le sédiment peut parfois être défavorable à la stabilité des rotavirus (Chung et 

Sobsey, 1993). L'inactivation virale ou la protection apportée par le sédiment pourrait dépendre 

de la nature minéralogique des sédiments et de la présence ou non de composés virucides 

associés aux particules sédimentaires (Melnicket Gerba, 1980). 

Le plus souvent, l'adsorption des rotavirus aux sédiments fins en suspension dans l'eau 

leur permet d'être transportés sur de longues distances (Metcal el al., 1984; Rao el al., 1984). 

Les virus adsorbés aux particules sédimentaires sont retenus pl us facilemenl par des organismes 

filtreurs marins comme les coquillages (Landry el al., 1983). Ces coquillages concentrent les 

virus dans leur tractus digestif (Romalde el al., 1994). La concentration virale dans ces animaux 

peut-être alors supérieure à celle de l'eau (Gerba et Goyal, 1978 ; Goyal el al., 1979). Bober 

(1991) a détecté jusqu'a 10' virus pour 100 g de chair d'huîtres. Ces coquillages contaminés 

peuvent être épurés des virus qu'ils contiennent. Dans des conditions expérimentales, Boher et 
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Schwartzbrod (l993) montrent que des coquillages faiblement contaminés (moins de 30 virus 

par gramme) peuvent être complètement épurés en 72 h. Si la concentration virale est plus 

importante l'épuration ne serait que partielle dans 23 % des cas. Pour ces coquillages encore 

contaminés, la diminution de la concentration virale est de 82 % à 99,7 %. La qualité de 

l'épuration dépend aussi du coquillage étudié (la vitesse de filtration est différente d'une espèce 

à l'autre) , de la qualité de l'eau (salubrité de l'eau, salinité) et de sa température (les coquillages 

filtrent moins à basse température qu'à température plus élevée) (Gerba et Goyal, 1978). Le 

façon générale, les coquillages s'épurent plus facilement des bactéries entériques que des virus 

et les bactéries ne représentent pas de bons indicateurs de la contamination virale (Gerba et 

Goyal , 1978; Gerba et al. , 1980). Les coquillages ne sont pas les seuls animaux aquatiques à 

contenir des virus entériques, les crabes peuvent également accumuler les virus principalement 

dans leurs tractus digestif et dans l'hémolymphe (Hejkal et Gerba, 1981 ; Seidel el al., 1983). 

111.4. Transmission des rotavirus par le milieu hydrique 

Bon nombre d'épidémies de gastro-entérites ont été associées à l'eau de boisson 

contaminée par des germes entériques. Le virus de Norwalk ou les virus apparentés sont plus 

fréquemment impliqués (Gerba el al., 1985 ; Hedberg et Osterholm , 1993 ; Hunter, 1994). 

Toutefois , les rotavirus ont été également associés à des épidémies d'origine hydrique (Ansari el 

al. , 1991 ; Gerba el al., 1985). Peu d'études précisent le groupe auquel appartiennent les virus. 

Selon Kapikian et Chanock (1990) , il serait peu probable que les rotavirus du groupe A soient 

responsables d'épidémies d'origine hydrique. La plus importante épidémie d'origine hydrique à 

rotavirus décrite à ce jour a eu lieu en Chine, avec plus d'un milion de personnes contaminées 

(enfants et adultes) (Hung, 1988). Cette épidémie a débuté par la consommation d'eau 

contaminée, puis les infections se sont transmises d'individu à individu. Toutefois, le virus 

responsable de ces gastro-entérites était un rotavirus du groupe B. Seul, Cubitt (1991) cite une 

épidémie d'origine hydrique (l 750 cas) aux Etats Unis qui a été attribuée aux rotavirus du 

groupeA. 

A notre connaissance aucune épidémie à rotavirus n'a été associée à la présence de 

rotavirus dans des coquillages. Les coquillages crus sont rarement consommés par les jeunes 

enfants et chez les adultes les infections sont le plus souvent asymptomatiques (Ansan el al. , 

1991). L'absence de relations établies entre les infections et la contamination des coquillages 

serait égalementdfie aux difficultés à multiplier en culture cellulaire certaines souches sauvages 

(Richard, 1985). 
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IV. METHODES DE RECHERCHE DES ROTAVIRUS DANS 

L'ENVIRONNEMENT 

IV.1. Détection par inoculation sur cultures cellulaires 

La multiplication en culture cellulaire (lignée cellulaire MAI04) des rotavirus est la 

principale méthode employée pour détecter la présence de contaminations dans les eaux usées, 

les eaux de surfaces, les sédiments et les coquillages. Cette méthode permet de quantifier les 

virus contenus dans une suspension virale soit par numération des plages de lyse ou par 

détection immunologique des foyers de multiplication virale, le plus fréquemment par 

immunofluorescence indirecte (Bryden el al., 1977). Pour des échantillons extrèmement riches 

en particules virales, comme les eaux usées, les virus peuvent être détectés par inoculation des 

échantillons (préalablement détoxifiés par traitement au chloroforme et décontaminés par 

addition d'antibiotiques) sur les tapis cellulaires (Lucena el al. , 1991). Pour des prélèvements 

d'eaux moins riches, il est nécessaire de concentrer les virus. Les virus ont les propriétés d'un 

colloïde hydrophile à caractère amphotère dont la charge électrique varie en fonction du pH et de 

la force ionique du milieu environnant. La plupart des méthodes de concentration et d'extraction 

des virus mettent à profit ces propriétés. 

Pour la concentration des virus contenus dans des eaux, généralement 3 étapes se 

succèdent: l'adsorption des virus à des filtres ou membranes, l'élution des virus retenus dans 

un volume réduit de tampon et la concentration secondaire des éluats. Smith et Gerba (1982) 

décrivent la concentration de rotavirus introduits dans 20 litres d'eau par différents procédés de 

filtration. Les virus SAlI en présence de chlorure d'aluminium et à pH de 3,5 s'adsorbent au 

filtre en fibre de verre, ou d'esters de cellulose. A pH neutre et sans sel, les virus sont retenus 

par des filtres électropositifs en cellulose. En fonction de la turbidité des eaux des filtres de 

différentes porosités peuvent être utilisés comme préfiltres pour réduire le colmatage (Lucena el 

al., 1991). Cependant, la filtration des eaux usées est souvent difficile en raison du colmatage 

important des membranes. L'élulion des virus adsorbés aux filtres et au préfiltre s'effectue 

généralement dans une solution de faible volume (de 50 à 150 ml) à pH voisin de 10 en tampon 

glycine ou en solution d'extrait de boeuf (Lucenael al. , 1991). Le pH alcalin produit l'inversion 

du potentiel de charge des particules virales et ainsi permet leur libération dans la phase liquide, 

les protéines favorisent la compétition virus-protéines pour les sites d'adsorption et les sels 

minéraux évitent l'inactivation des virus et favorisent la dispersion moléculaire. 

L'efficacité de la concentration varie principalement en fonction de la nature de l'eau. Par 

filtration sur fibre de verre les rendements de concentration du virus SA Il sont de 80 % en eau 

distillée, 55 % en eau d'adduction, 48 % en eau épurée et 29 % en eau usée (Smith et Gerba, 

1982). Bosh el al. (1988) trouvent des rendements de récupération comparables, par filtration 
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sur poudre de verre des eaux contenant des concentrations connues de virus. Dans l'eau distillée 

54% des virus sont récupérés, 46% en eau d'adduction et dans l'eau usée seulement 5 % des 

virus sont récupérés. L'efficacité de rétention des virus sur les filtres est diminuée par la 

présence de matières organiques qui entre en compétition avec les virus pour les sites 

d'adsorption (Bosh et al., 1988). L'efficacité de concentration des rotavirus par filtration sur 

fibre ou poudre de verre, mais aussi sur d'autres filtres nécessitant un abaissement du pH, est 

inférieur à celle des entérovirus (Lucena et al., 1991 ; Smith et Gerba, 1982). Cette différence 

est expliquée par la sensibilité des rotavirus aux pH acides, comme cela a été précédemment 

montré. Pour cette raison les filtres électropositifs permettant de retenir les virus à des pH 

proches de la neutralité sont choisis préférentiellement pour la concentration des rotavirus 

(Dahling, et al. , 1989; Keswick et al., 1984; Rose et al., 1987). Après élution en tampon 3 % 

extrait de boeuf et 10 % de bouillon tryptone phosphate pH 10, la totalité des virus SA 11 

introduits dans l'échantillon (eau d'adduction) a été récupérée (Toranzos et Gerba, 1989). 

D'autres méthodes de concentration peuvent être utilisées. Selon Bosh et al. (1988), la 

floculation des virus contenus dans les eaux usées grâce au sulfate d'ammonium permet de 

concentrer 67 % des virus SA 11 sans étape de filtration. Ce rendement est comparable à ceux 

obtenus à partir d'eaux sans matière organique (70 à 73 %). Toutefois, cette méthode est plus 

adaptée à la concentration de petits volumes d'eau (environ 600 ml) alors que la filtration permet 

de concentrer les virus à partir de volumes beaucoup plus importants (de plusieurs centaines de 

litres). 

L'analyse virologique des sédiments reprend généralement le même pnnc1pe de 

concentration. Les particules sédimentaires en suspension dans l'eau sont retenues par des 

filtres, puis les virus adsorbés aux particules sont extraits dans 3 volumes de tampon glycine 

0,05 M, 10 % de bouillon tryptone phosphate et à pH 9,5 (Metcalf et al., 1984 ; Rao et al., 

1986). 

Pour les coquillages, différentes méthodes ont été utilisées. Le plus fréquemment, les 

virus sont élués, de la chair dilacérée, en tampon glycine à un pH généralement compris entre 9 

et 10 (Béril et Schwartzbrod, 1989 ; Lewis et Metcalf, 1988a). L'éluat obtenu est fortement 

chargé en matière en suspension. La clarification est principalement obtenue soit par 

centrifugation ou floculation. La centrifugation est la méthode la plus rapide et la plus simple ; 

elle s'effectue à 10 000 g pendant30 à45 min à 4 oc (Boher et Schwartzbrod, 1993 ; Lewis et 

Metcalf, 1988a). Les méthodes par floculation visent non seulement à éliminer les matières en 

suspension, mais aussi à supprimer ou à réduire la toxicité des éluats de coquillages, sans 

entraîner la perte de virus. Deux techniques sont plus fréquemment utilisées : l'une utilise le 

Fréon et la seconde utilise un floculant cationique. Le Fréon est utilisé comme solvant des 

lipides et agent de rupture des liaisons entre les virus et leur support. Le Fréon est mélangé au 
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liquide d'élution (l à 3 volumes de Fréon), puis après centrifugation les débris fonnent un culot 

alors que les virus restent dans la phase aqueuse (Bemiss el al. , 1989). L'utilisation d'un 

polyélectrolytecationique comme le Cat-Roc est le plus employé (Williams et Fout, 1992). La 

proportion de Cat-Roc dans l'éluat varie de 0,01 à 0,5 %. Après homogénéisation le Ooc est 

éliminé par centrifugation, les virus restent dans le surnageant. 

Après filtation et élution des eaux, ou élution à partir des sédiments et des coquillages, 

les éluats sont une fois de plus concentrés par différentes méthodes. Rao el al. (1986) 

concentrent les éluats de sédiments par une nouvelle adsorption des virus à l'oxyde de fer 

magnétique à pH 3 ,5, suivi d'une élution des virus en tampon glycine 0,5 M, 2 % caséine à pH 

8,5. Les rendements de récupération par cette méthode varient de 50 à 61 %. Toranzos et Gerba 

(1989) ont comparé divers méthodes de concentration des rotavirus. La Ooculation inorganique, 

qui nécessite un pH acide, pennet de récupérer dans le meilleur des cas 15 % des virus (souche 

SA 11) contenus dans un éluat (de filtres électropositifs). La Ooculation inorganique au chlorure 

d'aluminium est plus performante avec 40 % de récupération. A la différence des résultats 

obtenus par Bosh el al. (1988) précédemment cités , Toranzos et Gerba (1989) indiquent que les 

rotavirus ne sont pas efficacement récupérés par Ooculation inorganique au sulfate d'ammonium 

(13 % des virus récupérés). Ces variations pourraient être dues à la différence en composition et 

en teneur en matière organique entre les échantillons traités dans ces delL,( études. Car les 

rendements peuvent varier en fonction de la qualité des extraits de boeuf utilisés (comme apport 

de matière organique) (Torenzos et Gerba, 1989). En revanche l'hydroextraction à l'aide du 

polyéthylèneglycol (PEG) est la méthode de concentration la plus perfonnante avec un 

rendement maximum de 59 %. 

Le PEG agit probablement en piégeant l'eau autour des virus provoquant ainsi leur 

précipitation. Il est mélangé à la suspension virale (pH 7,5) et homogénéisé pendant au moins 2 

h à 4 oc. Le précipité fonné est récupéré par centrifugation et resuspendu dans du tampon 

phosphate pH 7,5 (Boher et Schwartzbrod, 1993 ; Lewis et Metcalf, 1988a) . Lewis et Metcalf 

(1988a) généralisent l'emploi de l'hydroextraction à la concentration secondaire des virus. Pour 

les eaux, les éluats sont précipités avec 8 % de PEG 6 000. De 77 % (souche Wa) à 87 % 

(souche SA 11) des rotavirus sont ainsi récupérés. Avec les éluats clarifiés (par centrifugation) 

de coquillages la même concentration de PEG pennet de récuperer 40 % (Wa) à 97 % (SAlI) 

des virus. Pour les éluats obtenus à partir de sédiments, la concentration en PEG doit être élevée 

à 15 %. Dans ces conditions, 78 % des virus (Wa) sont récupérés. Lors de ces études le 

rendement de purification de la souche Wa est inférieur à celui de la souche SA 11. De même, le 

rendement de concentration de poliovirus à partir des coquillages est légèrement plus important 

que ceux des rotavirus. 
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La multiplication des VIruS en culture cellulaire nécessite parfois de détoxifier les 

concentrats. Béril et al., (1991) filtrent sur colonne de gel Séfadex LH20 des concentrats de 

coquillages à pH 9, les substances cytotoxiques sont retenus par le gel, le filtrat contenant les 

virus est neutralisé. L'extraction au chloroforme permet également de réduire la toxicité et de 

décontaminer les échantillons en détruisant les bactéries et les champignons (Beril et 

Schwartzbrod, 1989). Cette extraction ne peut être employée que sur les virus dépourvus de 

lipides. La contamination bactérienne et fongique des échantillons à inoculer est également 

éliminée par addition d'anti biotiques. 

IV.2. Détection par les techniques de biologie moléculaire 

Les techniques de biologie moléculaire ajoutent à leur spécificité et sensibilité, la rapidité 

de mise en oeuvre par rapport à la culture cellulaire. De plus eUes permettent de détecter des 

virus qui sont difficiles ou même impossibles à multiplier en culture cellulaire. La première 

méthode utilisée pour détecter la présence de génomes viraux dans les prélèvements de 

l'environnement a été l'hybridation moléculaire. De Leon et Gerba (1991) ont utilisé une sonde 

ADNc correspondant au segment 4 du rotavirus humain (souche Wa) , pour caractériser la 

présence de rotavirus dans des eaux usées, des eaux de surface et dans l'eau d'adduction. Zhou 

et al. (1991) utilisent une sonde différente, produite à partir du gène 3 et gène 6 du virus SA 11 

pour rechercher et détecter la présence de rotavirus dans des coquillages. Les virus sont 

concentrés à partir des échantillons, comme pour la multiplication en culture cellulaire, soit par 

filtration soit par élution et hydroextraction. Les ARN viraux sont ensuite libérés par digestion 

enzymatique avec la protéinase K puis extraits au phénol-chloroforme. Les acides nucléiques 

sont enfin purifiés par précipitation au CTAB (Zhou el al., 1991) ou par filtration sur Séphadex 

G200 (De Leon et Gerba, 1991). Ces purifications augmentent la sensibilité de détection des 

séquences virales (séquences dénaturées et adsorbées sur des membranes) par les sondes en 

réduisant les signaux non spécifiques. La sensibilité de détection est de 10' vi rus SA 11 

infectieux dans 20 g de chair de coquillages (Zhou el al. , 1991). 

L'usage des techniques d'amplification enzymatique en chaîne (PCR) se développe de 

plus en plus, pour rechercher les principaux. virus entériques humains dans des ex.traits d'acides 

nucléiques obtenus à partir de prélèvements de l'environnement. Le virus de l'hépatite A, le 

virus de Norwalk, les entérovirus, et l'adénovirus ont été recherchés par cette méthode dans 

l'eau et les coquillages (Almar et al. , 1993 et 1995 ; Deng et al., 1994 ; Divizia et al., 1993 ; 

Jaykus el al. , 1993 ; Kopecka el al., 1993 ; Lees et al. , 1994 ; Le Guyader et al., 1995a ; Puig 

et al., 1994; Schwab et al. , 1993). Le principal avantage de cette méthode est sa sensibilité, de 

1 000 à 10 000 fois supérieure à celle de l'hybridation moléculaire (Alvarez et al. , 1993 ; 
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Kopecka el al., 1993). Cependant, les principaux inconvénients de la PCR sOnt de ne détecter 

que des contaminations virales sans préciser si les virus sont infectieux et de ne donner que des 

résultats qualitatifs et non quantitatifs (Alvarez et al. , 1993). De récents tmvaux montrent que 

l'ARN non encapsidé de poliovirus est plus mpidement dégradé en eau de mer que le génome 

encapsidé. Les auteurs concluent à la présence dans l'environnement principalement de 

particules virales et non d'ARN nu (en revanche le pouvoir infectieux des particules reste 

inconnu) (Tsai et al., 1995). De plus, Atmar et al. (1995) ont montré que l'emploi d'un contrôle 

interne d'amplification permet de quantifier les particules virales détectées dans des coquillages, 

en compamntles rendements d'amplification du contrôle interne et de la séquence virale. 

Cette technique est également sensible aux inhibiteurs de réaction enzymatique contenus 

dans les prélèvements de l'environnement. La nature de ces inhibiteurs est certainement très 

variée. Le glycogène des coquillages ou l'acide humique dans les sédiments font panie de ces 

inhibiteurs (Atmar et al., 1993 ; Jaykus et al., 1993 ; Tsai et Oison, 1992). Les inhibiteurs 

peuvent être co-purifiés avec les virus lors de phase de concentration des prélèvements et il est 

parfois préfémble d'analyser les prélèvement bruts à la place des concentrats (Kopecka el al., 

1993). Les principaux efforts méthodologiques se portent sur la recherche d'amorces 

spécifiques des virus recherchés, ainsi que pour les échantillons contenant peu de virus, sur le 

développement de procédés d'extraction ayant des rendements importants tout en réduisant la 

co-purification d'inhi biteurs. 

Comme pour l'analyse par hybridation moléculaire des prélèvements de 

l'environnement, les méthodes de concentration sont inspirées de celles utilisées pour la 

détection des virus par multiplication en culture cellulaire. En revanche, l'extraction des ARN 

s'effectue de différentes façons selon les auteurs. Atmar el al. (1993) réalisent une digestion 

avec la protéinase K, puis une extraction au phénol-chloroforme et une précipitation 

éthanolique, les acides nucléiques sont ensuite purifiés au CT AB. Les colonnes de Séphadex 

(G-200) peuvent également être utilisées pour éliminer les inhibiteurs des extmits (Tsai et OIson, 

1992). La seconde méthode d'extmction la plus couramment utilisée est celle initialement décrite 

par Chomczynski et Sacchi (1987). Les acides nucléiques sont extraits au thiocyanate de 

guanidium qui sont précipités en présence d'éthanol ou purifiés par adsorption sur des particules 

de silice (Lee el al., 1994 ; Puig et al., 1994). Selon Gajardo el al. (1995), cette dernière 

méthode suivie par une purification est la plus performante pour l'analyse des eaux usées . La 

présence dans les extraits d'inhibiteurs peut être mise en évidence en introduisant de l'ARN viral 

dans les extraits négatifs par PCR et en les analysant de nouveau (Le Guyader et al., 1994b), ou 

directement lors de la réaction d'amplification en utilisant un contrôle interne d'amplification, 

qui est amplifié en l'absence d'inhibiteur (Cone el al., 1992; Atmarel al., 1995). 

27 



Peu de uavaux ont décrit l'utilisation de la RT -PCR pour détecter la présence de 

rotavirus dans l'environnement. Les premières applications de cette technique sont décrites dans 

le domaine médical afin de réaliser le suivi épidémiologique. Différentes approches ont été 

développées, elles diffèrent principalement par la séquence des amorces utilisées pour mettre en 

évidence les rotavirus et caractériser le sérotype de la souche. Les gènes codant pour les 

protéines de la capside externe des rotavirus, VP7 et VP4 sont les plus appropriés à 

l'amplification génique. Leur séquence est connue pour un grand nombre de souches de 

rotavirus (Dessen et al., 1990). La comparaison de ces séquences permet de définir des régions 

conservées à l'intérieur d'un groupe ou d'un sérotype et de synthétiser les amorces 

correspondantes. 

Pour le gène de la protéine VP7 un couple d'amorce reconnait les deux extrémités du 

segment 9 (ou 8 selon les souches) (Gouvea et al., 1990a ; Xu el al., 1990). Ces extrémités font 

partie de la séquence non codante du gène et apparaissent conservées à l'intérieur du groupe A 

des rotavirus. Pour le gène de la protéine VP4 les amorces choisies hybrident dans la partie 

codante du gène mais elles sont également conservées au sein du groupe A de rotavirus 

(GenlSch el al. , 1992). 

Les gènes ou portions de gènes amplifiés servent au typage des souches grâce à la 

présence de régions hypervariables dont certaines sont impliquées dans l'untigénicité des 

protéines. Pour préciser le type des particules virales, Gouvea et aL (l990a) utilisent six 

amorces, chacune complémentaire d'une séquence variable, d'un sérotype à un autre, mais 

conservée à l'intérieur d'un même sérotype. L'utilisation de ces amorces lors d'un second cycle 

d'amplification permet de définir, d'après la taille du fragment amplifié, le sérotype (G type) de 

la souche. Gentsch et al. (1992) reproduisent cette expérience sur le fragment amplifié du gène 

de la protéine VP4 en utilisant quatre amorces spécifiques des quatre sérotypes (P types) . Cette 

méthode permet de classer des souches sans sérotype identifiable par réaction immunologique et 

elle est de plus en plus utilisée pour réaliser des études épidémiologiques (Gouvea el al., 1990a ; 

Gentsch el al., 1992). 

Un troisième segment de génome a été amplifié pour mettre en évidence des rotavirus du 

groupe A présents dans les selles de malades. Ce segment correspond au gène de la protéine 

VP6. La séquence des amorces a été choisie pour pennetlre l'amplification spécifique d 'un 

segment de 259 pb en amont du gène dans une région conservée au sein du groupe A (Wilde et 

al., 1990). Mais ce gène présente moins d'intéret pour des études épidémiologiques, car il 

semble relativement conservé d'une souche à une autre, ce qui se uaduit par une faible diversité 

antigénique des protéines VP6 (Mattion el al., 1994). 
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Le développement des connaissances sur les rotavirus n'appartenant pas au groupe A a 

pennis de mettre au point la technique d'amplification de séquences génomiques des virus du 

groupe B ou C. Ainsi deux couples d'amorces l'un spécifique du gène 3 (souche murine du 

groupe B), l'autre du gène Il (souche humaine du groupe B), ont pennis de mettre en évidence 

différentes souches du groupe B et d'établir des diagnostics (Eiden el al., 1991). Toutefois, les 

souches humaines analysées sont reconnues spécifiquement par des amorces déduites de la 

séquence du génome d'un rotavirus humain alors que la souche bovine testée ne réagit qu'en 

présence des amorces sélectionnées à partir du génome du rotavirus de rat. Les souches murines 

réagissent en présence des deux couples d'amorces. Ces amorces hybrident probablement avec 

des séquences si tuées dans des régions moyennement conservées à l'intérieur du groupe B et ne 

sont pas spécifiques de tous les virus de ce groupe. En revanche le gène 8 peut être également 

utilisé pour pennettre la recherche de souches animales et humaines, grâce à des amorces 

choisies dans une région conservée à l'intérieur du groupe B (Gouvea el al., 1991). Les 

difficultés rencontrées pour trouver des séquences conservées sont certainement liées à 

l'importance de l'hétérogénéité génétique des souches du groupe B (Petrie et al., 1991) . Pour la 

recherche des virus du groupe C, l'amplification enzymatique de séquences a été réalisée grâce à 

la sélection d'amorces spécifiques de la séquence du gène 6 de virus du groupe C (Gouvea 

et al. , 1991). 

La sensibi lité de cette technique de détection des rotavirus est très importante, elle pennet 

d'identifier selon les protocoles choisis par les auteurs, de 10 à 4 000 virus présents dans le 

mélange réactionnel (Eiden et al., 1991 ; Gentsch et al., 1992 ; Gouvea el al., 1990 et 1991 ; 

Wilde et al. , 1990 ; X u el al., 1990). Cette sensi bili té dépend de la spécifici té des amorces et de 

la présence ou non d'inhibiteurs de réaction enzymatique dans les échantillons (Eiden et al., 

1991). Lors de ces études sur des prélèvements cliniques, les inhibiteurs ont été élirninés en 

purifiant les acides nucléiques sur poudre de verre (Gentsch el al., 1992; Xu el al., 1990) ou en 

purifiant les ARNdb par adsorption sur cellulose ou hydroxyapatite (Eiden et al., 1991 ; Gouvea 

el al., 1990 et 1991 ; Wilde el al., 1990). Les conditions d'extraction peuvent améliorer le 

rendement. La rétrotranscription est une étape limitante non absolument résolue. En particulier, 

cette étape pourrait conduire à une diminution de la sensibilité d'un facteur dix (Xu el al. , 1990). 

Toutefois comme pour les méthodes de détection d'autres virus entériques, la technique 

d'amplification des rotavirus est de 500 à 50 000 fois plus efficace que les techniques 

immunologiques, de 200 à 20 000 fois plus que l'hybridation moléculaire et 100 000 fois plus 

sensible que l'analyse par électrophorèse du génome viral (Eiden el al., 1992 ; Gentsch el al., 

1992 ; Xu el al., 1990) . 
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L'amplification génique trouve des applications, dans la synthèse de sondes (Rores el 

al., 1990 ; Larralde el al. , 1992 ; Parwani el al. , 1992 et 1993 ; Rosen et al., 1992), dans le 

clonage et le séquençage de gènes (Ballard el al. , 1992 ; Petric el al. , 1991 ; Tosser el al. , 

1992), ou encore dans l'expression de gènes (Eiden el al., 1992). 

Tsai et al. (1994) sont les premiers à utiliser la RT -PCR pour rechercher des rotavirus 

dans des prélèvements d'eaux. L'amorce End9 décrite par Gouvea et al. (l990a) est employée 

en combinaison avec une nouvelle amorce et les produits d'amplification sont hybridés avec une 

amorce interne. Bien que cette technique ait une sensibilité de détection estimée à 3 virus 

infectieux dans 2 }'I de concentrat, elle n'a pas permis aux auteurs de mettre en évidence la 

présence de rotavirus dans des prélèvements d'eau de mer concentrés par filtration. Plus 

récemment, Gajardo el al. (1995) réussissent à détecter et à typer les rotavirus présents dans des 

eaux usées par RT-PCR selon le principe décrit par Gouvea el al. (199Oa) pour l'analyse d'eaux 

usées. Différentes méthodes d'extraction des ARN viraux ont été également évaluées. Selon ces 

auteurs, la plus apropriée est la lyophilisation de 1 ml d'échantillon brut, remis en suspension 

dans de l'eau, suivie comme nous l'avons indiqué, d'une extraction de la suspension au 

thiocyanate de guanidium et purification des ARN sur des particules de silice. Cette extraction 

permet de détecter en RT-PCR 2104 virus infectieux par ml et 20 virus/ml en seminested PCR. 

Compte tenu de sa sensibilité et de la rapidité des analyses, la RT-PCR est l'outil de choix pour 

la recherche de virus dans l'environnement. 
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MATERIELS ET METHODES 



1. VIRUS ET MULTIPLICATION VIRALE 

1.1. Souche virale 

Les mises au point méthodologiques et les études in vitro sont réalisées avec la souche 

de rotavirus simien SA II (ATCC VR 899). Cette souche nous a été fournie par le Professeur 

L. Schwartzbrod (faculté de pharmacie de Nancy). 

1.2. Réplication virale sur cultures cellulaires 

La lignée cellulaire MA 104 constituée à partir de cellules de rein embryonnaire de singe 

(African green monkey) est utilisée pour la réplication de la souche SA 11. Cette lignée cellulaire 

nous a été donnée par le Docteur J. Cohen (INRA de Jouy-en-Josas). 

1.2.1. Entretien de la lignée cellulaire 

Les cellules sont cultivées à 37 oC en atmosphère humide enrichie en CO, (5 %), dans 

des flacons de ISO cm' (Greiner) contenant 50 ml de milieu de croissance constitué à partir du 

milieu minimum d'Eagle (MEM) avec sels de Earle (Gibco) complété par 10 % (v/v) de sérum 

de veau foetal (SVF) (Laboratoire J . Bio), 0,03 % (p/v) de glutamine (Seromed), 0,075 % 

(p/v) de bicarbonate de soude, 160 U/ml de pénicilline (Specia/Rhône-Poulenc) et 0,008 % 

(p/v) de gentamycine (Unicet) (densité cellulaire ensemencée égale à 1,5 105 cellules/ml). Les 

cellules forment un tapis continu en 1 semaine. 

Des sous-cul tures sont effectuées par dissociation du tapis cellulaire en présence de 

trypsine. Le milieu de croissance est éliminé du flacon puis 6 ml de trypsine (2 ml trypsine à 

2,5 % [Row 1 dans 100 ml d'EDT A 1/5000 [Sigma]) sont additionnés. Après quelques minutes 

à 37°C, l'action de la trypsine est stoppée en ajoutant 2 ml de MEM + 10 % SVE Les cellules 

sont centrifugées (5 min à 900 g), puis le culot est remis en suspension avec 3 ml de MEM + 10 

% SVE Trois nouveaux flacons de ISO cm' sont ensemencés avec 1 ml de suspension (2 105 

cellules) puis complétés de SO ml de milieu de croissance et incubés à 37 oC dans les conditions 

précédemment décrites. 
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1.2.2. Conservation de la lignée cellulaire 

La lignée cellulaire est conservée par congélation. Les cellules sont mises en suspension 

dans du MEM contenant 20 % de SVF et 10 % de diméthylsulfoxide (DMSO) à une 

concentration cellulaire de 2 106 cellules/ml. Cette suspension est ensuite répartie dans des 

cryotubes (2 ml/tubes) et congelée à -80 oc (congélation lente). La décongélation des cellules 

avant remise en culture doit être rapide. Le cryotube est placé dans un bain-marie à 37 oc et 

utilisé pour ensemencer un flacon de 75 cm2 contenant 20 ml de milieu de croissance. Le milieu 

est renouvelé après 24 heures d'incubation à 37 oc, pour éliminer les cellules mortes non 

adhérentes. 

1.2.3. Préparation d'une suspension virale 

Le stock de rotavirus SA-11 est préparé par inoculation sur une culture de cellules 

MA 104 en flacon de 150 cm2
. 

Lorsque le tapis cellulaire est continu, il est rincé avec du MEM sans SVF. Le virus est 

inoculé sur le tapis cellulaire (5 ml d'une suspension virale titrant environ 105 particules 

infectieuses/ml), puis mis à incuber à 37°C pendant 1 h 30 min. Après adsorption du virus, 80 à 

100 ml de milieu de survie (même composition que le milieu de croissance mais sans SVF) 

contenant 0,5 Jtg/ml de trypsine (fraction IX, Sigma) sont ajoutés. La trypsine favorise dans ce 

cas l'internalisation du virus dans la cellule. 

Après 48 h à 72 h, un effet cytopathique (ECP) apparait, caractérisé par un 

arrondissement des cellules et un détachement du support. Lorsqu'il est total, la culture est 

congelée à -75 oc puis décongelée 3 fois de façon à faire éclater les cellules et pennettre la 

libération des particules virales intracellulaires. La suspension est vigoureusement mélangée à 

un volume de fréon (Sigma) puis centrifugée à 3 000 g pendant 10 min pour isoler les virions 

des débris cellulaires. La phase aqueuse contenant les virus est collectée et conservée à -80 oc. 

1.2.4. Concentration des particules virales complètes 

Les particules double capside du virus SA 11 sont concentrées par ultracentrifugation 

différentielle d'une suspension virale obtenue en culture cellulaire. Les particules double 

capside possèdent un coefficient de sédimentation supérieur à celui des particules incomplètes 

(Tableau 3). 
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Tableau 3. Centrifugation différentielle des particules de rotavirua. 

Particule 

Core viral 

simple capside 

double capside 

• D'après Estes 1990. 

Coefficient de sédimentation 
en Sweiberg (S) • 

280 s 

380-400 s 

520-530 s 

Temps 
de centrifugation b 

33 min 

24,6 à 23,4min 

18 à 17,6 min 

b Temps nécessaire pour que toutes les particules forment un culot à 40 000 
tours par minute avec un rotor TLA-1 00.4 (Bekman) dans des tubes de 5,1 ml (k 
à 40 000 tours par min = 156); le temps exprimé en minute est estimé à partir de 
l'équation tmax = k / S x 60 (Fritsch, 1975). 

Trois tubes de 5,1 ml de suspension virale sont ultracentrifugés pendant 20 min à 

86 900 g ( 40 000 tours par min) et à 4 oc. Les sumageants sont éliminés et les culots sont 

conservés dans la glace. 

II. QUANTIFICATION DES VIRUS SUR CULTURES CELLULAIRES 

La numération des particules virales infectieuses dans les échantillons est réalisée par 

inoculation sur cultures cellulaires développées en plaques de microtitration (96 puits). La 

multiplication virale est détectée soit par immunofluorescence indirecte, soit par l'observation de 

l'apparition d'un ECP. 

II .1. Cultures cellulaires en microplaq ues de titration 

Le tapis cellulaire continu d'un flacon de 150 cm2 est dissocié dans les conditions 

précédemment décrites. Le culot de cellules isolées obtenu après centrifugation est remis en 

suspension dans 3 ml de MEM + 10 % de SFV. Pour 1 ml de cette suspension est ajouté 24 ml 

de milieu de croissance. Le mélange est utilisé pour ensemencer une plaque de microtitration, à 

raison de 250 }li/puits (1 ,5 Hf cellules/ml). Après 3 jours d'incubation à 37 oc, les tapis 

cellulaires sont rincés 2 fois avec 250 Jlllpuits de MEM sans SVF. Les plaques sont ensuite 

incubées 2 h à 37 oc avec le même volume de MEM sans SVF, pour éliminer les traces de 

sérum inhibitrices de l'adsorption virale. 
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11.2. Inoculation sur cultures cellulaires 

Les échantillons sont dilués en progression logarithmique dans du milieu MEM de 

survie (sans sérum) additionné d'un antifongique (fongizone [Squibb], 2 }4g/ml). Chaque 

dilution est inoculée en 4 répliquats à raison de 200 }41 par puits. Des puits témoins ne sont pas 

inoculés, mais recouverts de milieu utilisé pour les dilutions. Après inoculation les plaques sont 

incubées 48 h (pour quantification par immunofluorescence) ou au moins 72 h (pour 

quantification par détermination de la dose infectante 50 % [0150]) à 37 oc avant 1 'observation 

de la multiplication virale. 

11.3. Titrage du pouvoir infectieux par immunorévélation 

La révélation de la multiplication virale ainsi que la détermination du titre viral par 

imm unofl uorescence indirecte est effectuée selon le protocole décrit par Schwartz brod ( 1991). 

Après incubation pendant 48 h, les tapis cellulaires sont fixés par addition d'un mélange 

d'acétone (2 volumes) et d'éthanol (8 volumes), puis séchés à l'air. Les cellules sont 

réhydratées puis incubées avec 50 }41 de sérum de lapin anti rota virus dilué au 112000 pendant 1 

h à 37 oc (le sérum nous a été fournis par le Docteur J. Cohen). Après trois lavages, 50 }41 de 

sérum de chèvre couplé à l'isothiocyanate de fluorescéine (Sigma) dilué au 11400 sont ajoutés et 

laissés en contact pendant 1 h à 37 °Cà l'abri de la lumière. Les cupules sont rincées trois fois 

et séchées avant l'observation au microscope à fluorescence (longueur d'onde d'excitation 450 

à 490 nm). La quantification est réalisée par comptage des foyers de fluorescence (ff) (émission 

d'une fluorescence de 520 nm). Le titre est exprimé en rapportant le nombre de foyers observés 

par rapport au volume et à la dilution inoculée (fflml). 

11.4. Détermination de la dose infectante 50 %. 

Le calcul de la 0150 est effectuée selon la méthode de Karber (cité dans Huraux et al., 

1985) dont la formule est la suivante: 
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Log (DI50) = 1 + d (S - 0,5) 

avec pour paramètres: 1 = logarithme décimal de la première dilution (concentration la plus 

forte en virus), 

d = logarithme décimal du facteur de dilution, 

S = somme des pourcentages des cupules de cellules infectées à chaque 

dilution, 

0,5 = facteur constant à retrancher. 

Le résultat est exprimé en DISO/ml en rapportant la valeur par rapport au volume de 

l'inoculum. 

III. LES EAUX DE MER 

I11.l. Eaux naturelles 

L'eau de mer naturelle est prélevée en bidon plastique (récipients à usage unique) de 5 

litres et transportée jusqu'au laboratoire où elle est conservée à 4 oc. Les mesures de salinité, de 

pH, de turbidité et la concentration en coli formes fécaux et totaux ont été effectuées par 

différents laboratoires IFREMER. Après analyses, l'eau est directement utilisée pour les études 

ill vitro. 

Deux eaux de mer de différentes origines ont été utilisées : 

- de l'eau de mer prélevée dans la baie d'Argenton (Finistère) le 31 janvier 1994. Ùi 

qualité chimique et microbiologique a été analysée par le Laboratoire de microbiologie (Centre 

IFREMER de Brest). Les caractéristiques de cette eau sont une salinité de 34 0/00, une turbidité 

de 3,5 NTU, un pH = 8,2, une flore bactérienne hétérotrophe de 2,8 10" CFUlml (numération 

sur gélose Trypticase Soja [AES], incubation à 20 oC pendant 4 jours) et une flore fécale 

(coliformes fécaux) inférieure à 1 CFU/100 ml (numération par filtration de 100 nù d'eau sur 

filtre GA 0 ,22 ~m [Millipore] et dépôt du filtre sur gélose Mac Conkey [Difco] incubé à 44,S OC 

pendant 24 h). 

- de l'eau de mer prélevée à PorI Navalo (Morbihan) le 14 juin 1993. La qualité 

chimique et microbiologique a été analysée par le Laboratoire IFREMER de Nantes. Les 

caractéristiques de cette eau sont une salinité de 36 0/00 , une turbidité de 1,7 NTU, un pH = 8 , 1, 
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un nombre de coliformes totaux égal à 8 CFU/100 ml (numération par la méthode du nombre le 

plus probable [NPP] sur bouillon lactosé bilié au vert brillant [Difco] incubé à 37 oc pendant 

48 h [Hervé, 1993]) et un nombre d 'Escherichia coli. inférieur à 8 CFU/100 ml (méthode du 

NPP sur bouillon lactosé bilié au vert brillant [Difco] et sur eau peptonée exempte d'indol 

[Difco] incubés à 44 oc pendant 24 h [Hervé, 1993]). 

111.2. Eau de mer artificielle 

L'eau de mer artificielle de salinité35 %o et de pH= 8,2 est constituée par dissolution de 

43 g de sel Instant Océan dans 1litre d'eau distillée. La salinité est ajustée au réfractomètre. La 

solution est filtrée sur 0,22 J.4m, puis stérilisée en flacon de verre (1 litre) par autoclavage 20 

min à 120 oc. Le flacon est conservé à 4 oc. 

111.3. Contamination artificielle des eaux de mer. 

111.3.1. Contamination par le virus SA 11. 

Le vtrus SAli multiplié en culture cellulaire pms purifié par ultracentrifugation 

différentielle est utilisé pour contaminer de l'eau de mer artificielle et de l'eau de mer 

d'Argenton (Figure 6). Les virus purifiés à partir de 15 ml d'une solution stock contenant 8 106 

0150/ml sont remis en suspension dans 2litres d'eau de mer artificielle. L'eau de mer naturelle 

est contaminée de la même façon. Les eaux sont ensuite réparties dans des fioles coniques de 

verre contenant chacune 1 litre. Les fioles sont bouchées avec du coton cardé puis enveloppées 

dans du papier d'aluminium. Les eaux sont incubées sans agitation à 20 oc +1- 1 oc (étuve 

réfrigérée) et à 6 °C+I- 2 oc (chambre froide). 

Ainsi, quatre conditions d'incubation sont suivies sur 100 jours: 

- SA 11 en eau de mer artificielle à 6 °C, 

- SA 11 en eau de mer artificielle à 20 °C, 

- SA 11 en eau de mer naturelle à 6 oc, 
- SA 11 en eau de mer naturelle à 20 oc. 

Des prélèvements de 40 ml d'eau (en tube de polypropylène) sont effectués entre le 

temps initial et après 100 jours d'incubation, à partir de chacune des fioles vigoureusement 

agitées. Tous les échantillons correspondant aux 4 conditions d'incubation sont conservés à -

20 oc avantd'êtreanalysés simultanément. 
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CENTRIFUGATION · 
40 000 RPM - 20 min 

Stock virallS ml 
(8 106 DITCSO/ml) J. 
~ 25 ml d'eau de mer ---.1 

( REMISE EN SUSPENSION l 

A 

6 ·c 20"C 

Figure 6- Contamination des eaux de mer par le rotavirus SAll. 

III.3.2. Contamination par de l'ARN viral nu et encapsidé 

Les acides nucléiques extraits à partir de 1 g de selle (voir paragraphe V.2.) contenant 

des rotavirus sont dilués dans de 1 'eau de mer de Port Navalo. En parallèle, 1 g des mêmes 

selles était dilué dans l'eau de mer sans avoir subit de traitement déprotéinisant. Les deux 

mélanges ont été incubés séparément à 10 oc sous agitation et à l'obscurité dans des tubes 

fermés en polypropylène. 

IV. SITES D'ETUDES ET PRELEVEMENTS 

IV .1. Le littoral du Morbihan 

IV.l.l. Le golfe du Morbihan 

Le Morbihan est un département maritime francais qui présente 513 km de côtes. 

L'étendue du littoral est en partie due au golfe du Morbihan dans lequel se répartissent 70 îles. 

Le département est une importante région conchylicole française. Essentiellement ostréicole, elle 

produit environ 19 000 tonnes d ' huîtres par an. D' autres coquillages sont également exploités 

38 



comme les moules (4 000 tonnes par an). D'une manière globale, les élevages de coquillages 

sont effectués dans des conditions de salubrité bactériologiquement correctes, avec parfois 

quelques dépassements du seuil de salubrité de 300 coliformes fécaux/100ml de chair de 

coquillages (Belin et al., 1993). Le réseau d'assainissement est prévu pour 908 000 équivalents 

habitants, alors que la population est de 479 000 habitants. Toutefois, un certain nombre 

d'élevage de bovins (Sànc département français producteur de lait), de porcins (4m.e au rang 

national) et de volailles (1 cr producteur de dindes), ainsi que 1' exploitation de zones maraîchères 

pourraient, en se surajoutant à la fréquentation estivale (capacité d'accueil totale de 616 000 

personnes), être responsable de dégradation de la qualité des eaux littorales. 

lOKm 

• •• • 0 •• 0 0 ••• 0 • • 0 •• 0 ••• 0 •• • ••••• 0 •••• • 0 •• •• • 0 •• • • • • 

• 0 •• 0 •••••••••••••• 0 0 •••• • • •• • • •• • • •• • •• • • 0 •••••••• 

• • • • • • • • • • • • 0 ••••••••• 0 •••• • 0 • 0 •••••••••••••••••••• 

• • • 0 0 • 0 ••• •• 0 •••• 0 • • • •••• • ••• 0 ••• • ••• 0 •••• • • 0 ••••• 0 

Figure 7 . Localisation des points de prélèvements de coquillages dans la 
région du Morbihan. 

Des palourdes ( e ) ont été prélevées à Rosvellec (point 1 ), Truscat (point 2) et 
Moulin Verdon (Point 5). Des huîtres (A ) ont été ramassées à Illuric (point 3) et 
Men er Roue (point 4). 

1 V .1. 2. Points de prélèvement des coquillages 

Des coquillages ont été prélevés par le l...aboratoire IFREMER de la Trinité sur mer, lors 

de quatre campagnes : le 15 juin 1992, le 12 Octobre 1992, le 21 juin 1993 et le 14 Octobre 

1993. Ces dates précédaient et suivaient les périodes estivales fortement touristiques. Les 5 

points de prélèvement sont répartis dans 3 zones conchylicoles du département (Figure 7). l...a 
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première est le golfe du Morbihan, où 3 points ont été suivis. Aux points 1 et 2 ont été prélevés 

des palourdes (Ruditapes philippinarum), au point 3 des huîtres (Crassostrea gigas). Les sites 

de Truscat (point 2) et d'Illuric (point 3) sont salubres alors que Rosvellec (point 1) est un site 

toujours contaminé bactériologiquement(>300 coliformes fécaux/100ml de coquillages) et donc 

classé insalubre. Le quatrième point (Men er Roue) situé au nord de la baie de Quiberon est une 

zone salubre où ont été prélevées des huîtres. La dernière zone conchylicole est située sur la 

rivière d'Etel au Moulin Verdon (point 5), là ont été prélevées des palourdes. Ce site est 

considéré comme occasionnellement contaminé. 

Une partie des prélèvements a été utilisée pour la recherche d 'Escherichia coli. Les 

analyses bactériologiques ont été effectuées par conductancemétrie (Dupont et al., 1994 et 

1996), par le laboratoire IFREMER de la Trinité sur mer. Pour les analyses virologiques, les 

coquillages restants étaient écoquillés puis conservés à -20 oc dans des flacons (25 g/flacon) 

avant traitement. 

IV .2. Le littoral de la Martinique 

IV .2.1. La baie de Fort de France 

La Martinique est une île des Antilles de 65 km de long sur 12 à 30 km de large, elle 

possède 300 km de côtes. L'île héberge une population d'environ 330 000 habitants et accueille 

environ 153 000 touristes. Les deux plus importantes villes de l'île, Fort de France (chef-lieu, 

avec 100 000 habitants) et Lamentin (27 000 habitants) bordent la baie de Fort de France. Les 

eaux usées de ces agglomérations sont drainées par de nombreux cours d'eau et rivières dont la 

Lézarde (33 km) qui se déverse dans la baie. L'agriculture est surtout orientée vers la 

production de cannes à sucre, de bananes et d'ananas. Les martiniquais pratiquent également 

l'élevage de bovins (52 000 têtes), de porc (42 000 têtes) et de moutons (73 000 têtes). 

Toutefois, le tourisme joue un rôle de plus en plus important sur le plan économique. 

IV.2.2. Points de prélèvements d'eaux 

Les travaux sur les eaux superficielles de la Martinique ont été réalisés dans le cadre 

d'un programme intitulé "Etude de la qualité du milieu marin littoral en Martinique", cofinancé 

par l'IFREMER et le Ministère de l'Enseignement Supérieur et de la Recherche. Une partie des 

travaux avaient pour objectif de définir l'impact des activités sur la qualité microbiologique 

(bactériologique et virologique) des eaux de la baie. 
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Les eaux issues des principaux apports situés autour de la baie ont été choisies en accord 

avec les autorités sanitaires locales (DDASS et DDAF). Nous nous sommes intéressés, au 

cours d'une campagne en mars 1993, à la qualité virologique de 19 rivières et rejets issus des 

stations d'épuration (Figure 8). Des flacons de 40 ml en polypropylène ont été utilisés pour 

réaliser les prélèvements. 
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Figure B. Localisation des prélèvements d'eaux effectués en Martinique. 

e : eaux de rivières. Il : eaux d 'effluents de stations d 'épuration. 

IV. 2.3. Echantillons cliniques 

Dix selles d'enfant présentant une gastro-entérite à rotavirus du groupe A nous ont été 

confiées par le Laboratoire de l' hôpital de Fort de France. Le laboratoire recherchait la présence 

de virus par test d'agglutination au latex (Slidex Rota-Kit 2 de Bio Mérieux). 

L'ensemble des prélèvements (eaux de rivières ou effluents et selles) a été congelé à -

20°C puis transporté dans des boîtes réfrigérées jusqu'au laboratoire (en France). 
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IV.3. Le littoral de la Loire-Atlantique 

IV.3.1. La presqu'île Guérandaise 

La presqu'île Guérandaise est une région riche en zones maraicageuses à vocation 

touristique et économique (marais salants de Guérande et marais de la Grande Brière) et en 

zones de culture de coquillages dont la plus importante est au Croisic. A cela s'ajoute une 

multitude de gisements naturels coquillers de la Loire à la Vilaine faisant l'objet d'une pêche 

professionnelle et récréative intense. L'agriculture est encore présente, mais peu développée. 

IV.3.2. Points de prélèvements de coquillages 

La plage Benoît est située sur la commune du Pouliguen à l'extrémité ouest de la baie de 

La Baule (Figure 9). Le gisement naturel de coques (Ceraslodermaedule) situé sur cette plage a 

été classé en zone insalubre. La pêche des coques a été réglementée en 1983, en raison de 

dépassements des normes de salubrité en période estivale. La délivrance d'une autorisation de 

pêche est effectuée sur présentation d'un contrat passé par le pêcheur avec un concessionnaire 

du Croisic prévoyant le reparcage des coquillages pour une durée minimale de 30 jours, ou le 

passage en station de purification. Environ 128 à 268 tonnes de coques sont recoltées par an. 

La pêche prôf essionnelle se pratique essentiellement lors des marées de coefficient supérieur à 

80, soit au maximum 10 jours par mois. En période estivale, la pêche est totalement interdite. 

A l'extrémité de l'estran se trouve un gisement naturel de moules (Mylilus edulis) fixées 

sur les rochers des Impairs. Ce gisement n'a pas été encore classé, mais les analyses effectuées 

sur des échantillons prélevés tout au long de l'année amènent à le considérer comme un 

gisement également insalubre. Malgré les interdictions et les recommandations, ces gisements 

de coques et de moules font l'objet d'une pêche récréative. 

L'insalubrité générale de la plage Benoît serait associée à une pollution essentiellement 

d'origine domestique (Catherine el al. (991). Les plus importants flux de pollution seraient 

apportés: 

- par l'étier du Pouliguen dans lequel se déversent les eaux pluviales de la quasi-totalité 

du bassin versant d'une superficie de 2 800 hectares et hébergeant une population de 15 000 à 

110 000 habitants, ainsi que les eaux uséees des habitations non raccordées au réseau 

d'assainissement. A cela, il faut ajouter certaines pollutions qui peuvent être apportées par le 

port de plaisance situé dans l'étier (900 emplacements). 
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-par l'emissaire de la station d'épuration de Li very situé à proximité sur la côte rocheuse 

du Pouliguen en baie du Scal. 
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Figure 9 . Présentation du site d'étude en Loire-Atlantique et localisation 
des pointa de prélèvements. 

Des prélèvem ents d 'eaux brutes et d 'eaux é purées ont é té éffectués à la station 
d 'épuration d e Livery ( • ). Les traits n oirs convergeant vers la station 
d 'épura tion représente n t le rés eau du co llecteur principal d 'eaux usées. La 
flèche indique l'emissa ire de reje t en m er. 
La plage Benoît est située sur le bass in versant de la partie ou est de la ba ie de 
La ba ule (zone e n g r isée). Sur cette plage , des moules et des coques ont été 
ramassées ( À ). 
L'hôpital de St-Nazaire ( + ) a collecté le s selles d 'enfants prése ntant une 
gastro-entérite sévère n écessitant une hospitalisation. Les infections à rotavirus 
ont été diagnostiquées par le laboratoire hospitalier . 

Au jusant les eaux polluées de l'étier du Pouliguen s'évacuent très largement mais après 

dilution en mer et éventuellement mélange avec les eaux polluées de la baie du Scal lors des 

vents d'ouest persistant, elles reviennent au flot en partie et inondent alors la totalité des 

gisements. Egalement, en période de crue les mouvements de marée associés au débit fluvial 

entraînent le panache de la Loire dans la baie de La Baule. Compte tenu de la faiblesse des 

courants résiduels à cet endroit (lem/sec), les éléments polluants en suspension dans l'eau 

peuvent séjourner pendant quelques jours dans la baie du Pouliguen lors des marées moyennes 

et à plus forte raison, lors des mortes-eaux. 
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Des coques et des moules provenant des gisements naturels de la plage Benoît ont été 

collectés mensuellement (Figure 9) . La zone de prélèvement située à proximité de l'étier du 

Pouliguen est restée inchangée tout au long de l'étude. Les coques ont été ramassées autour des 

premiers rochers du grand Impair, oil les moules ont été également pêchées. Les coquillages 

étaient acheminés vers le laborntoire dans les mêmes conditions que celles décrites pour les 

coquillages du Morbihan. Les analyses bactériologiques (recherche d'Escherichia coli par 

conductance métrie) ont été réalisées par le laborntoire IFREMER de Nantes. 

1 V.3.3 . Points de prélèvements d'eaux 

La presqu'île Guérandaise est dotée d'un réseau d'assainissement centrnlisant les 

effluents des communes avoisinantes sur le site de Livery (Figure 9). Le réseau d'une taille de 

472 km (en 1994) concerne les bourgs, l'assainissement des autres habitations est laissé à 

l'initiative individuelle. La capacité de traitement de la station est de 60 ()()() (en hiver) à 218 ()()() 

équivalents habitants (en été). La population permanente concernée est d'environ 55 ()()() 

habitants, la population moyenne estivale est d'environ 345 ()()() habitants. En période estivale, 

la station traite un volume d'eaux usées qui correspond pratiquement à sa capacité maximale. Le 

fonctionnement du réseau et de la station est perturbé principalement en hiver par des intrusions 

d'eaux pluviales et d'eaux parasites en provenance de la nappe phréatique. En moyenne 

annuelle, 58,3 % des effluents ne seraient pas des eaux usées domestiques. Lors de fortes 

précipitations, la saturntion des collecteurs ou des postes de relevage met en oeuvre des trop­

pleins. 

La station d'épuration est de conception physico-chimique. Son mode de 

fonctionnement est le suivant: 

- en haute saison (juin à septembre) se succèdent les étapes de floculation au chlorure ou 

sulfate d'alumine auquel est ajouté un polymère organique cationique, suivi d'une chlorntion à 

l'hypochlorite de sodium, puis par une décantation. 

- en moyenne saison (mi-avril à mai) les traitements de floculation et chloration sont 

réduits avant décantation. 

- en basse saison (octobre à mi-avril) seule la décantation est employée. 

Un traitement supplémentaire contre les mauvaises odeurs est effectué à certains postes 

de prélèvements par adjonction de sulfate ferreux afin de bloquer la formation de sulfure 

d'hydrogène. 
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Après épuration, les effluents sont rejetés en mer lors du jusant par un émissaire de 6 

km de long, dont l'exutoire se situe en baie du Scal à environ 330 rn du rivage par 6 rn de 

profondeur (Figure 9). 

Les échantillons d'eaux de station (eau brutes et eaux épurées) ont été collectés en 

bouteilles plastiques de 1,5 litre, le même jour que les coquillages. Ces prélèvements étaient 

effectués simultanément entre 11 heure et 13 heure pour minimiser les variations journalières de 

la qualité des eaux. Les prélèvements sont transportés dans une glacière réfrigérée jusqu'au 

laboratoire, où ils sont homogénéisés, par retournement plusieurs fois, puis répartis dans des 

sachets alvéolés (24 x 15 ml) et conservés à -20 oc. 

IV.3.4. Echantillons clinique 

Les selles d'enfants présentant une gastro-entérite nécessitant un suivi médical ont été 

prélevées et analysées par le laboratoire du centre hospitalier de Saint Nazaire dont les eaux 

usées ne sont pas traitées par la station de Livery (Figure 9) . Les échantillons positifs, pour la 

recherche de rotavirus par agglutination au latex (Slidex Rota-Kit 2 de Bio Mérieux), ont été 

conservés en flacon de coproculture à -20 oc. Mensuellement, les prélèvements étaient 

transférés de l'hôpital au laboratoire. 

Sur l'année 1993, 43 prélèvements de selles d'enfants positifs ont été identifiés. Le 

domicile de ces enfants était, pour la majorité d'entre eux, situé dans l'agglomération 

nazairienne, avec cependant quelques cas issus de la presqu'île Guérandaise (Figure 10). 
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Figure 10. Localisation du domicile des enfants admis à l'hôpital de St 
Nazaire pour une gastro-entérlte à rotavirus. 

45 



Cinq cas ne sont pas représentés sur la Figure 10. L'un des enfants était sans domicile 

fixe, le second était domicilié à Sarzeau (Morbihan), le troisième avait un lieu de résidence 

principal à Guémené Penfao situé à l'extrémité nord du département, le domicile des deux 

derniers n'est pas connu. Les 5 échantillons ont été néanmoins inclus dans l'étude, car leur 

hospitalisation à Saint-Nazaire laisse supposer qu'ils étaient en résidence provisoire dans la 

région. 

V. EXTRACTION DES ARN A PARTIR DES ECHANTILLONS 

V .1. Elution et concentration des virus à partir des coquillages entiers 

Le protocole est adapté de la méthode proposée par Lewis et Metcalf ( 1988a) 

(Figure 11). Les virus sont extraits à partir de 25 g de chair de coquillages et d'eau 

intervalvaire mélangés à 5 volumes de tampon glycine 0, 1 M, Na Cl 9 % et Na OH pH 9. 

L'ensemble est homogénéisé à l'aide d'un broyeur (Waring Blendor) pendant 5 min par 

fractions de 30 sec. Les virus sont élués sous agitation magnétique durant 15 min. La solution 

est ensuite centrifugée à 10 000 g pendant 10 min à 4 °C. Le surnageant est alors ajusté à pH 7 

en présence de 8 % de PEG 8 000 (Sigma), puis mis sous agitation 2 h à 4 °C. Après 

centrifugation à 4 oc pendant 30 min à 10 000 g, le culot est repris dans 5 ml d'eau DEPC et 

utilisé pour les extractions des acides nucléiques. 

V .2. Extraction des acides nucléiques en présence de mélange détergent. 

Les extractions sont réalisées à partir de 410 JÛ de concentrat de coquillages, ou de 

prélèvement d'eau, ou de suspension de selles (les selles sont diluées dans de l'eau traitée au 

DEPC pour obtenir une suspension à 50% [p/v]), ou encore de suspension de virus SAll, 

selon le même protocole (Figure 11). 

La digestion enzymatique des protéines de capside est réalisée en présence d'un mélange 

détergent de la façon suivante: l'échantillon est incubé en présence de 100 mM Tris-HCI pH 

7,5, 5 mM EDTA, 1 % SDS et 200 J.tg/ml Protéinase K (volume final 500 }ti) pendant 1 h à 

56 °C. 
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ELUTION /CONCENTRATION 
(tampon glycine pH9/PEG 8%) 

EXTRACTION DES ACIDES NUCLEIQUES 
(protéinue K/ phénol-chloroforme/ précipitation éthanollque) 

DENATURATION DES ACIDES NUCLEIQUES 
(hydroxy-méthylmercure) 

PCR 
(Beg9 /RI 1 dNTP /Taq polymérue) 

Seminested PCR 
(RI/R2/dNTP/Taq polymérase) 

RT 
(DTT / R2 1 dNTP / MMuLV) 

ELECTROPHORESE DES PRODmTS D'AMPLIFICATION 
(polyacrylamides 9%/coloration au BET/ UV) 

ELECTROTRANSFERT 
(membrane de nylon) 

HYBRIDATION MOLECULAIRE/REVELATION 
(sonde SI marquée à la cligoxigénine/ chémlluminescence) 

Figure Il. Présentation synoptique du protocole d'analyse des prélèvements 
naturels et des échantillons cliniques. ,, 
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Les acides nucléiques sont extraits avec 1 volume de phénol/chlorofonne/a1cool 

isoamylique (25:24: l, v/v), puis 1 volume de chlorofonne/a1cool isoamylique et précipités en 

présence de 2 volumes d'éthanol absolu et 300 mM d'acétate de sodium (Sambrook el al. , 

1989). Après une centrifugation pendant 30 min à 12 ()()() g et à 4°C, le culot d'acides 

nucléiques est lavé avec de l'éthanol à 70 % puis séché. Les acides nucléiques sont remis en 

suspension dans 50 }Il d'eau traitée au DEPC. 

V.3. Extraction des ARN en présence de thiocyanate de guanidium 

Un volume de 100 }Il d'échantillon d'eau de mer est prélevé et 800 }Il d ' un mélange 

commercial de thiocyanate de guanidium et de phénol (Bioprobe) sont ajoutés. Après 

homogénéisation, 80 }II de chlorofonne sont ajoutés et le mélange est de nouveau agité 

vigoureusement pendant 15 sec. Après 5 min d'incubation dans la glace, la solution est 

centrifugée à 12 ()()() g pendant 15 min. La phase aqueuse ainsi débarassée des protéines et de 

l'ADN (dans un volume égal à environ 600 }II) est mélangée à 1 volume d'isopropanol, puis 

incubée pendant 15 min dans la glace. Les ARN sont culotés par une centrifugation pendant 

15 min à 12 ()()() g et à 4 oc. Le culot est lavé à l'éthanol à 75 % puis récupéré par une 

centrifugation de 8 min à 7500 g et à 4 oc. Le culot est séché puis remis en suspension dans 10 

}II d'eau traité au DEPC. 

V.4. Purification des acides nucléiques 

V.4.1. Purification par adsorption des acides nucléiques 

Nous avons suivi le protocole préconisé par le Docteur M. Brémont (INRA de Jouy-en­

Josas) (communication personnelle) qui utilise de la cellulose granulaire (CC41, Wahtrnan) 

(Figure Il) . Ainsi, 100 }II d 'acides nucléiques extraits d'échantillons sont mélangés à 100 }Il de 

tampon d'adsorption (20 mM Tris-HCI pH 6,8, 200 mM NaCl, 2 mM EDf A, 66 % d'éthanol) 

et 10 }Il d'une solution de CC41 (10 g de CC41 pour 10 ml de tampon d'adsorption). Le 

mélange est agité pendant 45 min à température ambiante et centrifugé pendant 3 min à 4 ()()() g 

et à 20 oC. Le culot est lavé 3 fois avec le tampon de lavage (10 mM Tris-HCl pH 6,8 , 100 mM 

NaCI, 1 mM EDT A et 70 % éthanol), puis séché rapidement avant d'être resuspendu dans 50 }II 

d'eau traitée au DEPC. Les ARNdb sont récupérés dans le surnageant après une incubation de 

10 min à 56 oC puis une centrifugation de 3 min à 4 ()()() g et à 20 oc. 
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V .4 .2. Purification par filtration 

Des micro-colonnes sont préparées avec 900 ;tl de gel de Sephadex G 150 (Pharmacia) 

à 2 % dans de l'eau traitée au DEPC. L'excès d'eau est éliminé par centrifugation à 300 g 

pendant 4 min. L'extrait d'acides nucléiques (20 ;tl) est alors déposé à la surface du gel et 

l'ensemble est de nouveau centrifugé à 300 g pendant 3 min à 4°C. Les acides nucléiques 

purifiés sont récupérés sous le même volume (20;tl). 

VI. RECHERCHE D'ARN VIRAUX DANS LES EXTRAITS 

VI.l. Choix des amorces et de la sonde 

Cinq amorces et une sonde sont sélectionnées à partir de la séquence du gène de la 

protéine VP7 des rotavirus du groupe A (Figure 12). Leur séquence est donnée dans le 

Tableau 4. 

~~~-~~~~~~m~6~--~~~~~--~~h 1 1 1 1 

1062 

lBe~~ ~~~~ 
P End9 

51~ 71 
R2 

376~ 392 

220.J 239 RI 
SI 

Séquence non codante 

~ Séquence variable 

914~ 934 
RO 

D Séquence codante 

- Amorce ou sonde 

Figure 12. Locallaation, sur le gène de la protéine VP7, des amorces et 

de la sonde utiliséee en RT-seminested PCR et Hybridation. 

Tableau 4: Séquences des amorcee et de la sonde utw.éee dana les réactions d'ampWlcation 
et d'hybridation du gène codant pour la protéine VP7. 

Oligonucléotlde Séquence 5 '-3' 

Beg9 
End9 
RO 
R1 
R2 
S1 

GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTGTGG 
GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 
ATACTTGCCACCACTTTTTC 
GATCCTGTTGGCCATCC 
GTATGGTATTGAATATACCAC 
TCCATTGATCCTGTTATTGG 

Localisation Référence 

1-28 (Gouvea et al., 1990a) 
1036- 1062 (-) (Gouvea et al., 1990a) 
914-934 (-) (Wa) 
376-392 (-) (Flores et al., 1990) 
51-71 (Flores et al., 1990) 
220-239 (-) (Wa) 

(-) séquence complémentaire au brin codant pour la protéine. 
(Wa) séquence déduite à partir du gène de la protéine VP7 de la souche de rotavirus humain Wa 
(numéro d'accession: M21843, K02033) (Dessen et al., 1990). 
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V1.2. Rétro-transcription 

Deux techniques de dissociation des segments d'ARNdb en ARN simple brin (ARNsb) 

peuvent être utilisées avant de réaliser la réaction enzymatique de transcription de l'ARNsb en 

ADN complémentaire (ADNc). 

VJ.2.1. Utilisation du diméthylsulfoxide 

L'extrait d'acide nucléique est mis en présence de 10% de DMSOet de 10 flM de Beg9. 

Après dénaturation à 95 oC pendant 5 min le mélange est refroidi dans un bain de glace. 

VJ.2.2. Utilisation de l'hydroxy-méthylmercure 

L'extrait d'acide nucléique est mis en présence de 25 mM d'hydroxy-methylmercure 

(HMM)(Strem chemicals) el de 10 flM de Beg9. La dénaturation est réalisée pendant 5 min à 

température ambiante (Figure Il) . 

VJ.2.3. Réaction enzymatique 

Dans les 2 cas de dénaturation au DMSO ou à l'HMM, la réaction enzymatique de 

transcription est réalisée dans les conditions suivantes (Figure Il). Le mélange réactionnel est 

composé de 50 mM TrisHCl pH 8,3 , 75 mM KCl, 10 mM OTT (60 mM OTT dans le cas de 

l'utilisation de l'HMM), 3 mM MgCl., 400 flM de chaque désoxyribonucléotides (dNTP) , 

5 flM d'amorce (Beg 9), 10 unités d' inhibiteur des ribonucléases (Rnase Block l, Stratagène) 

et 10 unités de revere transcriptase de Moloney-Murine Leukémia Virus (Stratagène). Le 

mélange d'un volume final de 10 fil est recouvert d'une goutte d'huile minérale (Sigma) pour 

prévenir l'évaporation d'eau. L'incubation est réalisée pendant 45 min à 37 oc. 

V1.3. Réactions d'amplification enzymatique en chaîne 

Deux réactions d'amplification successives sont accomplies pour permettre d'augmenter 

la sensibilité de détection (Figure Il). 
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La première amplification se fait en complétant la totalité du produit de rétrotranscription 

par 4 volumes de mélange réactionnel (volume final 50 ml), de façon à obtenir une 

concentration finale de 10 mM Tris HCI pH 8,3, 50 mM KCI, 2,5 mM MgClz' 0,001 % 

gélatine, 200 JlM dNTP, 1 JlM de chaque amorce (Beg9/End9 ou Beg9/RI) et de 1 unité de Taq 

ADN polymérase (Ampli Taq, Perkin-Elmer Cetus). 

La seconde amplification ou seminested PCR s'effectue en ajoutant 2 fil de produit de 

PCR dans 25 JlI d'un mélange de même composition que pour la PCR, à l'exception du couple 

d'amorces , qui est soit RO associé à End9, soit RI associé à R2. 

Les amplifications de l'ARN viral transcrit en ARNe s'effectuent de la manière 

suivante: 

- dénaturation à 95 oC pendant 1 min; 

- 30 cycles (40 cycles en présence du contrôle interne) comprenant 3 températures: 94°C 

pendant 30 sec, 50 oC pendant 30 sec et 72 oC pendant 30 sec ; 

- élongation finale pendant 3 min à 72 oc. 

Le thermocycleurutilisé est soit le Perkin Elmer9600 (Perkin-Elmer Cetus) , soit le Mini 

Cycler (Ml Researsh). 

VI.4. Réaction d'hybridation (Southern blot) 

VI.4.1. Marquage de la sonde 

L'oligonucléotide (SI) (Figure 12) est marqué à l'extrémité 3' par adjonction 

enzymatique de bases couplées à la digoxigénine (DiG-II-dUTP). La réaction s'effectue dans 

les conditions décrites par le fabricant (DIG Oligonucleotide tailing Kit de Boehringer 

Mannheim Biochemica). 

L' oligonucléotide (5 JlM) est mélangé à 200 mM cacodylate de potassium, 25 mM Tris­

HCI pH 6,6, 250 fig/mI BSA, 5 mM CaCI" 0,5 mM dATP et 2,5 unités/JlI de tenninal 

transférase. Le tout est incubé 45 min à 37 oC, puis les oligonucléotides sont précipités en 

présence de 0,3 M d'acétate de sodium et 3 volumes d'éthanol absolu. Après centrifugation à 

12000 g pendant 30 min à4 oC, le culot est lavé à l'éthanol à 70 %, puis séché et repris dans 

50 fil d'eau traité au DEPC. 
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VI.4.2. Electrotransfert 

Les produits de PCR ou de seminested PCR séparés par électrophorèse en gel de 

polyacrylamide sont transférés sur une membrane de nylon chargée positivement (Boehringer 

Mannheim) (voir paragraphe VIII.) (Figure 11). La migration se produit dans un appareil à 

électrotransfert semi-sec (Fast-Blot B33 de Biometra). Le pack de transfert (gel placé contre une 

membrane de nylon et entouré de feuilles de papier Wahtman 3MM) est constitué, puis soumis 

à un courant de 25 v pendant 6 min en tampon TBE (5X TBE : 450 mM Tris-HCl pH 8, 

450 mM acide borique et 10 mM EDT A). 

VI.4.3. Hybridation 

La membrane est préhybridée pendant 1 heure à 42 oc dans 5 ml de tampon 5X SSC 

(20x SSC : 3 M NaCI, 0,3 M tri-sodium citrate, pH 7,5), 0,2 % SDS, 5X Denhart 

(50X Denhart: 0,02 % ficoll 400, 0,02 % polyvinylpyrolidone, 0,02 % albumine sérique de 

bovin) et 1 % agent bloquant (Boehringer Mannheim). Cette membrane est ensuite hybridée 

pendant 5 h à 42 oc en présence du même tampon complété de 10 pmoles de sonde. La 

membrane est ensuite lavée à la température d'hybridation 2 fois 5 min dans une solution de 

2X SSC et 0,1 % SDS et 2 fois 5 min dans une solution de 0,1X SSC et 0,1 % SDS. La 

sonde fixée de façon spécifique est révélée par chémilurninescence (DIG Luminescent Detection 

Kit de Boehringer Mannheim). 

VI.4.4. Révélation 

La membrane de nylon est équilibrée pendant 1 min dans du tampon maléate ( 100 mM 

acide maléique, 150 mM NaCl, pH 7,5). Sa surface est ensuite saturée par de l 'agent bloquant à 

1 % (p/v) en tampon maléate pendant 30 min. Les molécules de digoxigénine sont reconnues 

par des anticorps (fragment Fab) couplés à la phosphatase alkaline (dilution du conjugué au 

1110 000 en tampon maléate+ agent bloquant 1 %) pendant30 min à37 oc. Après 2lavages en 

tampon maléate + 0,3 % de Tween 20 (v/v) pendant 15 min, la membrane est équilibrée 

pendant 1 min dans du tampon de révélation (100 mM Tris-HCl pH 9,5, 100 mM NaCl, 

50 mM MgC12), puis incubée pendant 5 min avec 250 JtM CSPD (Boehringer Mannheim) en 

tampon de révélation. La déphosphorylation du substrat s'accompagne d 'une émission de 

lumière, la membrane est alors placée sous un film plastique transparent, puis mise au contact 

d'un film photo (Hyperfilm-MP, Amersham). Après 1 heure d'incubation à 37°C dans une 

chambre noire (hypercassette, Amersham), la révélation du film photo a lieu à l'obscurité par 

passage dans un bain de solution révélatrice( ! à 5 min) , puis dans un bain fixateur (10 min). 
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VII. ANALYSE DU POLYMORPHISME DE RESTRICTION DES 

SEQUENCES VIRALES AMPLIFIEES 

VII.l. Analyse de séquences pures 

Dans le cas où une seule séquence est fortement amplifiée, son profil de restriction est 

analysé par quatre enzymes de restriction : Alul, Rsal, Sau3Al et Taql (Eurogentec) 

(Figure 13). Chaque enzyme agit de la façon suivante : 18 ,ul d'acides nucléiques amplifiés 

sont mélangés à 2 ,ul de tampons lOX (tampon correspondant à l'enzyme de restriction, 

Eurogentec) et 10 U d'une des enzymes. Le mélange est incubé au moins 2 h à 65 oc pour Taql 

ou à 37 oc pour les trois autres enzymes. Les produits de la digestion sont directement séparés 

par électrophorèse en gel de polyacrylamide à 9 % ou en gel à 2,5 % d' agarose à bas point de 

fusion (voir paragraphe VIII.). 

Séquences non spéclfzques Séquence virale pure Mélange de séquences virales 

ELECTROPHORESE 
(gel de polyacrylamide 9 %) 

PURIFICATION DE LA 
SEQUENCE D'ORIGINE VIRALE 

(découpage segment de gel / 
broyage 1 élution/ précipitation) 

DIGESTION ENZY'MATIQUE 
(Alul / Rsa I/ Sa.u3AI/ Taql / 

Dral/ Sspl/ Nlalll) 

ELECTROPHORESE 
(gel de polyacrylamide 9 %) 

PURIFICATION DES SEQUENCES 
NON CLIVEES 

(découpage segment de 
gel/ broyage 1 élution/ précipitation) 

PCR 
(Rl / R2 / Taq polymérase) 

DIGESTION 
ENZY'MATIQUE 

(Alul / Rsa I!Sau 3AI/ Taql) 

ELECTROPHORESE 
(gel de polyacrylamide 9 %) 

Figure 13. Présentation synoptique du protocole d 'analyse du RFLP. 
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VII.2. Purification de séquences en faible concentration ou mélangées à 

des séquences différentes sur le critère de la taille 

Si l'amplification de la séquence virale est insuffisante, ou si elle est accompagnée de 

séquences non spécifiques après électrophorèse, la bande d'ADN correspondant à la séquence 

virale est découpée puis broyée avec un micropoter dans 500 }II d'une solution d'élution (500 

mM acétate de sodium, 100 mM Tris-Hel pH 7,5 et 5 mM EDTA). L'élution des acides 

nucléiques s'effectue pendant au moins 2 h à 65 oC. Les fragments de gel de polyacrylamide 

sont séparés du tampon d'élution par centrifugation (4 000 g pendant 2 min). Les acides 

nucléiques dissouts sont précipités par 2 volumes d'éthanol absolu à -80 oC pendant 30 min. 

Après 30 min de centrifugation à 12000 g à 4 oC, le culot est lavé à l'éthanol à 70 % puis repris 

dans 20 }II d'eau traitée au DEPC. L'ADN purifié est alors utilisé pour une nouvelle 

amplification correspondant aux conditions décrites pour la seminested PCR (voir paragraphe 

VI!.3.) . Un témoin négatif (segment d'acrylamide ne contenant pas d'ADN) est simultanément 

traité pour contrôler l'absence de contamination lors de la purification. Le produit 

d'amplification est alors traité dans les conditions décrites au paragraphe VII.!. (Figure 13). 

VII.3. Purification de séquences mélangées à des séquences différentes 

sur le critère du polymorphisme de restriction 

Le mélange de séquences virales dans un même produit d'amplification est constaté, 

lorsque après digestion par au moins l'une des enzymes, la somme des tailles des fragments 

obtenus est supérieure à la taille de la séquence avant digestion enzymatique. 

Dans ce cas, l'ADN amplifié est elivé par les enzymes de restriction précédemment 

décrites (A/uI, RsaI, Sau3A1, TaqI) ainsi que Dra 1 , SspI (Eurogenetec) el NlaIII (Sigma). Les 

séquences, non cli vées par chacune de ces enzymes, sont purifiées par électrophorèse en gel de 

polyacrylamide et réamplifiées si nécessai re. L'anal yse RFLP de ces séquences est de nouveau 

effectuée (voir paragraphe VI!. 1.) (Figure 13). 

Si des problèmes d'interprétation persistent, caractérisant une co-purification de 

différentes séquences, cette méthode de purification est une fois de plus utilisée en faisant agir 

une enzyme différente de la précédente. Mais une même séquence n'a pas été réamplifiée plus 

de deux fois pour réduire les risques d'erreur (incorporation d'un nucléotide non 

complémentaire au brin copié) lors de la synthèse avec la Taq ADN polymérase qui est 

dépourvue d'activité3'->5' exonucléasique correctrice (selon Tindall et Kunkel [1988], le taux 

d'erreur pour cette polymérase serait de 285 erreurs par million de bases incorporées). 
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VIII. ELECTROPHORESE DES ACIDES NUCLEIQUES 

Deux types d'électrophorèses sont utilisés pour séparer les acides nucléiques : 

l'électrophorèse en gel d'agarose à bas point de fusion et l'électrophorèse en gel de 

polyacrylamide. 

VIII.!. Electrophorèse en gel d'agarose à bas point de fusion 

Les produits d'amplification ou de digestion enzymatique (10 Jll) sont mélangés à 2,5 Jll 

de tampon SBS 5X (0,25 % bleu de bromophénol, 40 % sucrose, 1 % SOS) puis déposés dans 

les puits d'un gel d'agarose Nu Sieve à 2,5 % en tampon IX TBE. Le gel avant dépôt doit être 

prè-refroidi à 4 oC pendant au moins 30 min. Une tension de 100 volts est appliquée pendant 

environ 2 heures (cuve d'électrophorèse Sub-Cell, Bio-Rad), pour séparer les acides nucléiques 

en fonction de leur taille. 

VIJI.2. Electrophorèse en gel de polyacrylamide 

Comme pour l'électrophorèse en gel d'agarose, les produits d'amplification ou de 

digestion enzymatique sont mélangés au tampon SBS 5X puis déposés sur un gel de 

polyacrylamide. Le gel est composé de 9 % de polyacrylamide (rappon acrylamide/bis­

acrylamide = 39/1),0,1 % (plv) d'ammonium persulfate, de 0,1 % TEMEO(v/v) en tampon 

TBE. Les gels sont soumis à un champ électrique: 5 min à 60 volts puis 45 min à 120 volts 

(Cuve d'électrophorèse Mini-Protean II dual sI ab cell, Bio-Rad). Les acides nucléiques migrent 

de l'anode vers la cathode et se séparent en fonction principalement du paramètre de taille mais 

aussi de la conformation spatiale des molécules (Lane et al. , 1992). 

Les ARNdb viraux purifiés à partir des prélèvements de selles (10 Jll) sont également 

analysés par électrophorèse en gel d'acrylamide à 9 %. Les acides nucléiques se séparent sous 

l'effet d'un courant à voltage constant de 60 volts pendant 5 min puis de 3 heures à 120 volts. 
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VIII.3. Coloration des gels d'électrophorèse au bromure d'éthidium 

Après électrophorèse, les gels d'agarose ou de polyacrylamide sont plongés pendant 15 

min dans une solution de coloration contenant 0,01% de bromure d'éthidium (BET) (plv). Le 

BET s'intercale entre les bases des acides nucléiques et a la propriété d'émettre une lumière 

fluorescente lorsqu'il est exposé aux UV (table TFX-35M 6 x 15 W, longueur d'onde 312 nm). 

Dans ces conditions, les ADN ou ARN sont visibles et le gel peut alors être photographié (fil l, 

2 s avec films instantanés Polaroïd 667 iso 3000). 

VIII.4. Coloration des gels de polyacrylamide au nitrate d'argent 

Cette coloration argentique, plus sensible et moins toxique que la coloration au BET 

(Herring el al., 1982), s'effectue en plongeant pendant 1 heure le gel dans une solution fixatrice 

à 10% d'éthanol et 0,5% d'acide acétique. Cette étape stoppe la diffusion de l'ADN dans le gel. 

Puis le gel est transféré dans une solution à 0,011 M de nitrate d'argent pendant 30 min, les 

ions argent se fixent alors de façon électrostatique sur les acides nucléiques. Après deux brefs 

rinçages à l'eau distillée, les ions argent sont réduits par incubation du gel dans une solution 

fraîche à 0,75 M d' hydroxyde de sodium et 0,085 M de formaldéhyde. La réaction est stoppée 

(après environ 30 min) en transférant le gel dans un bain de carbonate de sodium 0,07 M 

pendant 30 min. Les acides nucléiques apparaissent colorés en noir sur fond clair Uaunâtre) . 

Les gels ainsi colorés peuvent être photographiés (f/22, 1/15 s avec films instantanés Polaroïd 

667 iso 3000) en les plaçant sur un écran lumineux blanc de 32 W. Ils peuvent être également 

conservés plusieurs semaines à 4 ·Cenveloppés dans un film plastique type Sarran. 

VIII.S. Estimation de la taille d'une séquence d'acides nucléiques. 

L'électrophorèse en gel d'agarose est utilisée pour déterminer la taille des séquences 

amplifiées ou des fragments de digestion. A la différence des gels de polyacrylamide, les acides 

nucléiques se séparent uniquement en fonction de leur taille et non également en fonction de leur 

structure (Lane el al., 1992). 

La position des séquences amplifiées est comparée avec celle des fragments du 

marqueur de taille VI de Boehringer Mannheim. Alors que la taille des fragments de digestion 

est comparée avec celle des fragments du marqueur de taille V de Boehringer Mannheim. 
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A partir de la photographie d'un gel, la distance séparant les bandes du marqueur de 

taille du puits de dépôt est mesurée. La droite de régression de la distance mesurée en fonction 

du logarithme décimal de la taille en paire de bases, pour les fragments de 587 à 64 pb, est 

calculée. Cette droite étalon doit être calculée pour chaque gel et elle n'est valable que pour les 

séquences séparées sur le même gel. De même, la distance séparant chaque séquence amplifiée 

ou des fragments de restriction du pui ts de dépôt est calculée. Cette mesure est reponée sur la 

droite étalon pour estimer la taille de l'ADN. Expérimentalement, une erreur correspondant à 

environ 10 % de la taille est observée. 

VIII.6. Analyse densitométrique des gels colorés au nitrate d'argent 

Les gels sont analysés avec un densitomètre (CAMAG SCANNER II V3.14) qUi 

balayent les pistes du point de dépôt jusqu'à la fin du gel avec un faisceau lumineux de 585 nm 

produit par une lampe au tungstène. Une partie de la lumière est absorbée par les acides 

nucléiques colorés à l'argent, la lumière transmise est analysée par une cellule qui convertit le 

signal lumineux en variations électriques. Ces variations électriques sont enregistrées en continu 

puis interprétées avec le logiciel CATS version 3.15 qui permet d' obtenir des courbes en 

fonction de la tension électrique et de la distance par rapport au point de dépôt. La surface des 

pics de tension électrique correspondant aux séquences amplifiées à partir de l'ARN viral et du 

contrôle interne sont également calculés par ce logiciel. Les analyses statistiques et graphiques 

sont effectuées avec l'aide du logiciel Excel4 (Microsoft). 

IX. SYNTHESE DU CONTROLE INTERNE 

IX.1. Construction de l'insert 

Le gène de la protéine VP7 du rotavirus SA II est utilisé comme base pour la 

construction du contrôle interne. La séquence de ce gène est parfaitement connue et décrite dans 

les bases de données (numéro d'accession: 102354, K02028, VOI546) (Dessen et al., 1990). 

IX. \. \. Amplification du gène de la protéine VP7 

L'ARNdb du virus SA 11 est extrait par action de la protéinase K, extraction au 

phenol/chloroforme et précipitationéthanolique (voir paragraphe V.2). 
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Le début de la séquence (392 premières paires de bases) du gène de la protéine VP7 est 

amplifié par RT -PCR avec la Vent ADN polymerase (BioLabs). Après rétro-transcription de 

l'ARNdb viral (dénaturé par l'HMM) (voir paragraphe Vl.2), l'ADNe est amplifié en 

mélangeant les 10 }tl de produit de la RT aux réactifs de PCR (90 jtl). Le mélange final est 

composé de tampon lX Vent ADN polymétase (Bio Labs) , 200 }tM dNTP, 1 }tM de chaque 

amorce (Beg9/Rl) et 1 unité de Vent ADN polymérase (Bio Labs). Les cycles d'incubation sont 

identiques à ceux décrit dans le paragraphe VI .3. 

IX.1.2. Modification de la séquence virale. 

La séquence virale ainsi obtenue (Figure 14 et Figure 15, colonne 1) est digérée par 

l'enzymederestrictionNlalll: 100 }tl de produit de PCR sont mélangés à lftl de BSA et 5 Jll 

d'enzymes de restriction (50 unités). Après 1 h à 37 oc, 5 Jll d' enzymes sont à nouveau 

ajoutés, le mélange est de nouveau incubé pendant 2 heures à 37 °C. Les produits de la 

digestion sont séparés en gel d'agarose bas point de fusion NuSieve 2,5 % (voir 

paragraphe VIII.). 

Rl 
s 
1 

237pb 

237pb 

288pb 

392 

a 
R2 

Nlam NlaDI 

: I l 1 

237 341 

51 pb 
ë:33 

104pb 

51 pb 
aE233 

Il 
Gène de la protéine VP7 

du rotavirus SAll 
(ARN blcaténaire) 

AMPLIFICATION 
Amorces Rl et R2 
Vent Polymerase 

dNTP 

DIGESTION 
Enzyme de restriction 

Maill (5'-CATG/-3') 

PURIFICATION 
(séparation des 

fragments en gel 
d'agarose) 

LIGATION 
T4 DNA llgase 

PURIFICATION 
(séparation des 

fragments en gel 
d 'agarose) 

Figure 14. Présentation synoptique des étapes de construction de l'insert. 

La séquence initiale de 392 pb est coupée en trois fragments (Figure 14 et Figure 15, 

colonne 2). La taille des fragments est en accord avec celle calculée à partir de la position des 

sites de restriction sur la séquence du gène de la protéine VP7 de la souche de rotavirus SA 11 
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décrite dans GenBank (51 pb, 104 pb et 237 pb). Les fragments de 237 pb et de 51 pb sont 

isolés du gel d'agarose par excision. Après un rincage à l'eau traitée au diéthyl pyrocarbonate 

(DEPC) (Sarnbrook et al. 1989), les deux segments d'agarose sont regroupés et mélangés à 

3 ml de tampon 100 mM Tris-HCI pH 7,5 et 5 mM EDTA(tampon TE pH 7,5). L'agarose est 

fondue par incubation du mélange dans un bain marie à 65 oc. L'agarose liquéfiée est extraite 

en ajoutant 2 ml de phénol , puis en homogénéisant vigoureusement pendant 15 s et en 

centrifugeant pendant 3 min à 4 000 g et à 20 oc. La phase aqueuse est débarassée des traces 

d'agarose par une extraction avec 2 ml de phénol, puis par une extraction avec 2 ml de 

phénol/chloroforme. Les traces de phénol sont éliminées par une dernière extraction avec 2 ml 

de chloroforme. La solution aqueuse (d'un volume final d'environ 2 ml) est mélangée à 4 ml 

d'éthanol absolu et 200 }lI d'acétate de sodium 3 M pH 5,2, puis incubée pendant une nuit à -20 

oc. Après une centrifugation pendant 30 min à 10 000 g et à 4 oC, le culot d'acides nucléiques 

est lavé à l'éthanol à 70 % puis repris dans 100 }lI de tampon TE pH 7,5 (Figure 14 et Figure 

15, colonne 3) . La quantité d 'ADN obtenue en fin de purification est estimée par mesure 

spectrophotométrique à 260 nm (1 unité de 0026 0 = 50 }lglml d'ADN). 

1 2 3 MT 5 

Figure 15. Electrophorèse en gel de polyacrylounide des produits obtenus à 
l'Issue des différentes étapes de la construction de l'tnsert. 

Le génome du virus SAIL est amplifié à partir des amorces Beg9 et End9 
(colonne 1). Le produit de la RT-PCR d 'une taille de 392 pb est clivé par l'enzyme 
de restrIction Malli (colonne 2). Trois fragments sont obtenus d 'une taille de 237 
pb. 104 pb et 51 pb. Les fragments de 237 pb et 51 pb sont purifiés (colonne 3). 
puis religués entre eux. Les produits de la liguatlon, d 'une taille de 288 pb. sont 
purifiés et amplifiés avec les amorces précédemment citées (colonne 5) . Colonne 
MT : marqueur de taille VI. 
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Les deux fragments (337 pb et 51 pb) sontliguaturés entre eux par action enzymatique. 

Environ 4, 1 fig d'ADN (0,5 flM de chaque séquence) sont mélangés à 2000 unités de T4 ADN 

Ligase (Bio Labs) en tampon IX T4ADN Ligase (Bio Labs). La réaction de ligation est réalisée 

à 16·C pendant une nuit. Le produit correspondant à la ligation des fragments (237 pb + 51pb 

= 288 pb) est purifié en gel d'agarose bas point de fusion et repris dans 25 fil d'eau traitée au 

DEPC, comme il a été précédemment décrit. La séquence de 288 pb est de nouveau amplifiée 

avec la Vent ADN polymérase et les amorces Beg9 et RI à partir de 4 fil d'ADN purifiés dans 

un mélange réactionnel final de 100 fil (Figure 14 et Figure 15, colonne 5). 

La quantité d'ADN obtenue après amplification est estimée en comparant l ' intensité de la 

fluorescence de la séquence de 288 pb avec celle d'une séquence de taille voisine en quantité 

connue (fragment de 298 pb du marqueur de taille VI, Boehringer Mannheim) après 

électrophorèse en gel de polyacrylamide et coloration au BEr (Sam brook el al. 1989). 

IX.2. Clonage de l'insert dans un vecteur de transcription 

IX.2.1. Insertion dans le plasmide 

La séquence de 288 pb obtenue après amplification est une molécule sous la forme ADN 

bicaténaire aux extrémités S'OH el 3'OH (les amorces Beg9 et RI n'ayant pas d'extrémité 

phosphorylée). Le clonage de cette séquence, s'est donc effectué dans un plasmide linéarisé aux 

extrémités phosphorylées (PCR-Script SK( +) Cloning Kit, Stratagene) (Figure 16). 

Les conditions d'incubation sont les suivantes: tampon IX PCR-Script SK( +) Cloning 

Kit (Stratagene), 0,5 mM ATP, 50 ng (0,002 pM) pCR-Script Amp SK (+), 34 ng (0,2 pM) 

d'inserl, 5 unités de Srj! (Stralagene), 400 unités de T4 ADN Ligase (Bio Labs), volume final 

JO fil. Le mélange est incubé pendant 2 h à température ambiante puis conservé dans la glace 

juqu'à son utilisation pour l'étape de transformation. 

IX.2.2. Transformation de bactéries compétentes 

La construction plasmidiqueest utilisée pour transformer des bactéries (E. coli JMI09, 

Promega) (Figure 16). Les bactéries compétentes conservées à-80 ·Csont décongelées dans un 

bain de glace (5 min). La suspension bactérienne (100 fil) est mélangée au produit de la ligation 

(JO fil) dans un tube Falcon 2059 puis incubée JO min dans la glace. Le tube est ensuite incubé 

pendant 45 sec dans un bain-marie à 42 ·C puis 2 min dans la glace. Les bactéries subissent 
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Figure 16. Présentation synoptique des étapes de clonage de l'insert dans le 
vecteur de transcription. 
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ainsi un choc thermique qui favorise la pénétration de l'ADN libre dans la bactérie. Puis les 

bactéries se régénèrent dans 900 JlI de milieu liquide SOC (2 % [plv 1 peptone de caseine, 0,5 % 

[plv] extrait de levure, 10 mM NaCI , 2,5 mM KCI , 10 mM MgOz, 10 mM MgSO. et 20 mM 

glucose) sous agitation (225 tours par minute) pendant 1 h à 37 oc. 

Les bactéries transformées par un plasmide sont sélectionnées sur milieu solide LB (1 % 

peptone de caséines, 0,5 % extrait de levure, 0,5 % NaCI, 1,5 % d'agar, pH ajusté à 7,5 avec 

NaOH) complété de 100 Jlglml d'ampicilline (Sigma), 40 mglml d'X-Gal (Sigma), 0,5 mM 

I?TG (Sigma). Les boîtes sont incubées pendant 24 à 48 h à 37 oc. 

Dans ces conditions, les bactéries non transformées (dépourvus du gène de resistance à 

l'ampicilline, Amp-) ne se multiplient pas, alors que les bactéries possédant un plasmide 

(Amp+) forment des colonies. Les bactéries transformées avec un plasmide recombinant ou non 

sont selectionnées sur un critère de couleur de la colonie: les colonies bleues (X -Gal hydrolysé 

par la bêta-Iactamase) correspondent à des bactéries possédant le plasmide d'origine (LacZ+), 

alors que les colonies blanches (X-Gal non hydrolysé, absence de la bêta-Iactamase) 

correspondent à des bactéries transformées par le vecteur recombinant contenant 1 'insert (LacZ). 

IX.2.3. Extraction des plasmides recombinants (Mini-Prep) 

Les bactéries transformées par le vecteur recombinant sont réisolées sur milieu solide 

LB plus 100 Jlglml d'ampicilline et incubées à 37 oC pour conserver la lignée bactérienne puis 

elles sont mises en culture dans 2 ml de milieu liquide LB contenant 100 Jlglml d'ampicilline en 

tube de verre de 20 ml fermés et incubés pendant 18 h à 37 oC sous agitation vive (250 tours par 

minute). 

A près incubation, les bactéries sont culottées dans un tube de 1,5 ml par centrifugation à 

10 ()()() g pendant 30 sec. Le culot est remis en suspension dans 200 JlI d'une solution 

hypertonique (50 mM glucose, 25 mM Tris-HCI pH 8 et 10 mM EDTA), puis incubé 5 min 

dans la glace. Quatre cent micro-litres d'une solution de lyse (0,2 N NaOH et 1 % SOS) sont 

ajoutés. Le mélange est homogénéisé par retournement lent du tube puis incubé 5 min dans la 

glace. Les macromolécules sont précipitées par addition de 300 JlI d'acétated'amonium 7,5 M 
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et homogénéisation lente. Après 10 min dans la glace et centrifugation à 10 000 g pendant 

15 min, le surnagent est récupéré dans un nouveau tube. Un volume de phénol/chloroforme est 

ajouté à la suspension et le mélange est centrifugé pendant 3 min à 4 000 g. Les acides 

nucléiques contenus dans la phase aqueuse sont précipités par 0,6 volumes d'isopropanol 2 et 

pendant 10 min à température ambiante. Après centrifugation à 13 000 g pendant 30 min le 

culot d 'acide nucléique est lavé à l'éthanol à 70 %, séché, puis repris dans 50 Jil d'eau traité au 

DEPC. 

IX.2.4. Orientation de l'insert dans le vecteur. 

La présence de l'insert et son orientation dans le vecteur est controlé par digestion 

enzymatique du plasmide recombinant extrait par Mini-Prep. Deux enzymes de restriction ont 

été utilisées (Figures 16 et 17). 

2513 pb -.. 
736 pb -.. 

P MT5 
3114 pb -.. 

135 pb -.. 

C MT6 

Figure 17. Vérification de l'intégration et mile en évidence de l'orientation 
de l'lnaert daruo le vecteur. 

Electrophorèse en gel de polyacrylamlde de l'ADN plasmldique, extrait à partir 
d 'une monoculture de cellules transformées, clivé par l'enzyme Pvull (colonne Pl. 
pour vérifier la presence de 1'insert dans le vecteur et par l'enzyme Cial, pour 
connaltre son orientation (colonne Cl. Colonnes MT6 et MT5 : marqueur de taille 
VI et V. 
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L'enzyme Pvull (Sigma) coupe le plasmide dans 2 sites de restriction situés de part et 

d'autre du point d'insertion (site Srfl) libérant un fragment de 448 pb en l'absence d 'inser! ou 

bien un fragment de 736 pb en présence de l' insert de 288 pb. L'enzyme Cial (Sigma) est 

utilisé pour préciser l'orientation de l 'insert dans le vecteur, car un site Cial est présent dans le 

plasmide et un dans l'inser!. En fonction de l'orientation, soit un fragment de 135 pb est libéré, 

dans ce cas le début de l' insert complémentaire de Beg9 est proche du promoteur T7, ou bien 

un fragment de 241 pb est produit, si le début de l ' insert est situé à proximité du promoteur T3 . 

Les conditions d'incubation avec les deux enzymes sont comparables : 10 JlI d 'extrait 

plasmidique sont en tampon IX Pvull ou Cial (Sigma), 10 unités d'enzyme de restriction et 

0,05 Jlg RNase DNase free (Boeringer Manheim) ; le volume final est de 20 JlI. Après 2 heures 

d 'incubation à 37 oC les produits de digestion sont séparés par électrophorèse en gel de 

polyacrylamide, puis colorés au BEr et visualisés sous lumière UV (voir paragraphe VIII). 

IX.3. Synthèse d'ARN bicatenaire 

IX.3. 1. Isolement du fragment plasmidique à transcrire 

Le plasmide recombinant contenant l 'insert est coupé par l'enzyme de restriction BssHlI 

(Bio Labs) (Figure 10) : 25 JlI d 'extraits plasmidiques sont incubés en tampon IX BssHII (Bio 

Labs) et avec 8 unités d'enzymes de restriction; le volume final est de 30 JlI. Le mélange est 

incubé pendant 4 h à 50 oC. Les produits de digestion sont séparés par électrophorèse en gel 

d'agarose à bas point de fusion (voi r paragraphe VIII .). Le fragment de 461 pb correspondant à 

l'i nser! est purifié à partir du fragment d'agarose. L'ADN purifié est repris dans 25 JlI de 

tampon TE pH 7,5. 

La quantité d 'ADN obtenue après purification est estimée par électrophorèse en gel de 

polyacrylamide et coloration au BEr en comparant l' intensité de la fluorescence de la séquence 

de 461 pb avec celle d'une séquence de taille voisine en quantité connue (fragment de 653 pb du 

marqueur de taille VI, Boehringer Mannheim). 

IX.3.2. Transcription en ARN monocaténaire 

Le fragment plasmidique est transcrit en ARN simple brin à partir des promoteurs de la 

T7 et T3 RNA polyrnérase qui flanque l 'inser! (Figure 18). 

64 



PLASMIDE 
(3 249 pb) 

T3 

PURIFICATION ~ 
(séparation des fragments 
en gel d 'agarose) 

DIGESTION ENZYMATIQUE 

Enzyme BssHII 

TRANSCRIPTION 

17 RNA polymerase 
NTP 

T7i 46lpb R2 
•···· · ··· ··· · ·· · ··· ··············· · ······ ··· ···~ 

RI T3 

TRANSCRIPTION 

DNase RNase free 

HYBRIDATION 

URIFICATIONDELAFORME 
ARN BICATENAIRE 

Mung Bean Nuclease 

420 pb 

Ml:i:i"i·i:i"i:i:i:i:i:i·i·.:i:i:.:.·i"i'i:IM 

CONTRÔLE INTERNE 
ARN BICATENAIRE 

Figure 18. Présentation synoptique des étapes de transcription du contrôle 
interne en ARNdb. 

Les deux réactions sont réalisées séparément dans les mêmes conditions : 0,2 14g 

d'ADN sont mélangés en tampon lX T3 (Stratagène) ou en tampon lX T7 (Pharmacia), avec 

500 14M de chaque rNTP et 50 unités de T3 (Stratagène) ou T7 RNA polymérase (Pharmacia), 

puis incubés pendant 4 h à 37 °C. L'ADN plasmidique est ensuite éliminé en présence de 25 

unités de DNase 1 RNase free (Pharmacia), pendant 1 h à 37 oc. 
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IX.3.3 . Hybridation des deux transcrits 

Les produits des deux transcriptions sont mélangés, puis précipités en présence de 3 M 

d'acétate d'ammonium et de 2,5 volumes d'éthanol absolu et pendant 30 min à -80 oC. Après 

centrifugation à 13 000 g pendant 30 min, le culot d ' ARN est lavé à l'éthanol à 70 % puis repris 

dans 100 JlI d'eau DEPC. 

Les acides nucléiques sont dénaturés en chauffant le mélange 5 min à 95 oC puis en 

plongeant le tube dans un bain de glace. L'hybridation des ARN complémentaires s'effectue 

dans les conditions décrites par Labbé el al. (1994). Après addition de NaCI pour obtenir une 

concentration de 200 mM, le tube est incubé à 70 oC pendant 10 min puis la température est 

baissée lentement jusqu'à 20 oC, à raison de _1°C toutes les 10 min à l'aide d'un incubateur 

programmable (thermocycleur Perkin Elmer, Cetus 6 000). 

Les ARN sont de nouveau précipités en présence d'acétate d 'ammonium et d'éthanol, 

puis repris dans 75 JlI d'eau traitée au DEPC. Les ARN simple brin et les extrémités non 

cohésives sont éliminés par action de la Mung Bean nucléase (BioLabs) en tampon IX Mung 

Bean nucléase (BioLabs) et avec 10 unités de nucléase. Le mélange est incubé pendant 4 h à 

30 oC. L'enzyme est inactivée par une extraction au phénol chloroforme et précipitation 

éthanolique des acides nucléiques. Le culot d'ARN bicaténaire est repris dans 100 JlI d'eau 

trai té au D EPC. 

IX.3.4. Quantification du contrôle interne 

La concentration de contrôle interne obtenu en fin de synthèse est estimée par 

amplification de dilutions de l'échantillon. Chacune des dilutions est analysée par RT-PCR 

(amorces Beg9 et RI) à 40 cycles de température (voir paragraphe V!.). Les produits 

d'amplification sont séparés par électrophorèse en gel de polyacrylamide puis colorés au nitrate 

d'argent (voir paragraphe VII!.). Le résultat, exprimé en nombre de copies arnplifiables par JlI, 

correspond à l'inverse de la valeur de la dernière dilution dans laquelle est détectée la séquence, 

par unité de volume analysé. 
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X. ANALYSE DES RESULTATS DE BANQUES DE DONNEES 

Les profils de restriction de 93 souches ou isolats de rota virus du groupe A d'origine 

humaine ou animale sont calculés. La séquence du gène de la protéine VP7 de ces souches est 

décrite dans 2 banques de données (EMBL et GenBank). Seules sont retenues les séquences 

présentant au moins 80 % d'homologie avec les amorces Beg9, RI et R2 utilisées pour 

l'amplification. Les sites de restriction sont localisés sur les différentes séquences à l'aide du 

serveur informatique Bisance (Dessen et al., 1990). La taille théorique des fragments, générés 

par les enzymes Alul, Rsal, Sau3AI et Taqi est calculée à partir de l'emplacement des sites de 

coupure sur la séquence (entre les nucléotides 51 et 392). 

A lui 316 
73 196 216 

3lL360 

51 + ~i i 392 
==t>f" ~ 

71 165 198 309 351 376 

Rsal 
179 247 

61 T Tl~ T 2148 318 3

~ 392 ~~~~~--~~--~lJ~~~ 
71 

Sau3AI 

71 

Taql 

51 

129 
91 121 

165 198 

164 229 

Ill 2Ir 
165 198 

188 
153 18 190 232 

309 351 376 

305 

i 392 

~ ~ 
309 351 376 

259 
283 308 

c:=t> Position de l'amorce D Séquence virale amplifiée ~ Séquence variable 

Figure 19. Localisation des sites de restriction potentiellement présents 
sur la séquence du gène de la protéine VP7, entre les nucléotides 71 et 
376. 
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Quarante neuf profils différents sont identifiés à partir des 93 séquences de rotavirus 

décrites dans les banques de données (voir Annexe 1) . Chaque enzyme de restriction peut cliver 

le gène de la protéine VP7 en 7 à 8 sites de restriction potentiellement présents entre les amorces 

utilisées pour l'amplification (Figure 19). Certains de ces sites de restriction sont situés dans 

des régions hypervariables, dont l'une d'elles (nucléotide 309 à 351) code pour des acides 

aminés impliqués dans le sérotype du virus (G type). A l'exception de 2 profils qui sont 

communs à la fois à des virus humains et simiens pour l'un ou bovin, porcin et simien pour 

l'autre; chacun des profils obtenus correspond à un ou plusieurs rotavirus ayant pour origine 

une seule espèce soit humaine, bovine, porcine, ovme, equine, munne, ou encore simienne 

(voir Annexe 1). 

Les profils de restriction ainsi obtenus sont comparés à ceux trouvés dans les 

échantillons d'eaux de station ou bien dans les selles, en tenant compte de l'imprécision des 

mesures expérimentales. Lorsqu'une homologie complète n'est pas trouvée, le plus fort degré 

de similitude est recherché. Ce degré de similitude (exprimé en pourcentage) entre deux profils 

de restriction est calculé selon la formule suivante décrite par Kristiansen el al. (1984) : 

Degré de similitude = 100 % - (Nd x 100) / Ns 

avec pour paramètres: Nd = nombre de fragments différents entre les deux profils comparés, 

Ns = nombre total de fragments obtenus à partir des deux profils. 
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RESULTATS 



l. MISES AU POINT METHODOLOGIQUES 

Différents protocoles d'amplification du génome des rotavirus sont comparés, pour 

définir les conditions d'analyse les plus favorables pour la recherche de contamination dans 

l'environnement. L'usage d'un contrôle interne d'amplification est également étudié pour 

mesurer le nombre de séquences détectées dans des échantillons. 

1.1. Optimisation de la RT-seminested PCR 

1.1.1. Taille des séquences amplifiées en fonction du choix des amorces 

Les extraits d'acides nucléiques, réalisés à partir d'une suspension du virus SA Il et de 

selles d'enfants présentant une gastro-entérite à rotavirus, sont analysés par RT-seminested 

PCR. Différents couples d'amorces sont utilisés pour amplifier le gène de la protéine VP7. 

Le couple d'amorce Beg9/End9 permet d'amplifier en RT-PCR une séquence d 'une 

taille voisine de 1062 pb (Figure 20). Un fragment d'ADN d'une taille légèrement inférieure à 

la longueur théorique de 934 pb est obtenu par seminested PCR avec le couple d'amorces 

Beg/RO (Figure 20). Lorsque l'amorce RI est utilisée avec l'amorce Beg9, une séquence est 

amplifiée d'une taille voisine de la longueur théorique de 392 pb (Figure 21). La seminested 

PCR effectuée avec RI et R2 permet d'amplifier une séquence d'environ 342 pb (Figure 21). 

La mobilité de l'ADN amplifié par rapport à celle des fragments du marqueur de taille est 

moins importante en gel de polyacrylamide que celle en gel d'agarose. La taille des molécules 

d'ADN amplifiées est généralement surestimée en gel de polyacrylamide, par rapport à la 

longueur théorique (calculée à partir de l'alignement des séquences des amorces avec la 

séquence du gène de la protéine VP7 du virus SA Il) . Les longueurs estimées à partir des gels 

d'agarose sont plus proches de la longueur théorique. De plus, la longueur des séquences 

amplifiées calculée par électrophorèse en gel de polyacrylamide varie parfois en fonction de la 

souche virale à l'origine des extraits d'acides nucléiques. Par contre en gel d'agarose, la 

mobilité des séquences amplifiées à partir des extraits de différentes origines est identique. 
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1078 pb .. 
1 MT 2 

893 pb .. 

Polyacrylamide 9% 

1 044 pb ... 

1 MT 2 

Agarose 2% 

824 pb ... 

Figure 20. Amplification du gène de la protéine VP7 du virus SAil avec les 
amorces Beg9, End9 et RO. 

Les ARN sont extraits à partir d 'une s u spension de virus SAil puis soumis à 
amplification . Les produits de la réaction sont analysés par électrophorèse en gel 
de polyacrylamide et d 'agarose. Colonnes 1 : Produits de la RT-PCR utilisant les 
amorces Beg9 et End9. Colonnes 2 : Produits de seminested PCR utilisant les 
amorces Beg9 et RO. Colonnes MT : marqueur de taille VI. Les tailles des 
séquences sont calculées à partir de leur mobilité, dans le gel correspondant. 
par rapport aux fragments du marqueur de taille . 

444 pb .. 
1 MT 2 

374pb ... 

Polyacrylamide 9% 

388 pb .. 

1 MT 2 

Agarose 2,5% 

354pb ... 

Figure 21. Amplification du gène de la protéine VP7 du virus SAll avec les 
amorces Beg9, Rl et R2. 

Les produits de RT-PCR et Seminested PCR sont analysés par électrophorèse en 
gels de polyacrylamide et d'agarose. Colonnes 1 :Produits de la RT-PCR utilisant 
les amorces Beg9 et Rl . Colonnes 2 : Produits de seminested PCR utilisant les 
amorces R 1 et R2 . Colonnes MT : marqueur de taille VI. Les tailles d es 
séquences sont calculées à partir de leur mobilité, dans le gel correspondant, 
par rapport aux fragments du marqueur de taille. 
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1.1.2. Sensibilité de la RT-seminested PCR 

1.1.2.1. Etude de sensibilité en fonction du choix des amorces 

La sensibilité des deux méthodes d'amplification est comparée. Une série de dilutions de 

la souche de rotavirus simien SA Il est réalisée de 1,8 106 rflml à 1,8 frlml. Les acides 

nucléiques sont extraits pour chaque dilution, puis analysés par RT-seminested PCR (le DMSO 

est utilisé comme agent dénaturant). 

Après coloration au BET, l'amplification d'une séquence par Beg9 et End9 n'est 

décelable qu'à partir de l'extrait obtenu avec la dilution 1,8 106 fflml. En seminested PCR, le 

couple d'amorce Beg9 et RO n'améliore pas ce résultat. En revanche, l'amplification effectuée 

avec Beg9 et RI permet d'obtenir une réaction positive avec l'extrait correspondant à la dilution 

1,8 105 mml. La seminested PCR accomplie avec R 1 et R2 augmente la sensibilité de détection 

qui aneint 1,8 104 fflml. Les amorces Beg9, RI et R2 sont retenues pour effectuer la recherche 

d'ARN viraux par RT-seminested PCR. 

1.1.2.2. Effets de la dénaturation sur la sensibilité de la RT PCR 

Deux techniques de dénaturation des ARNdb au moment de la rétrotranscription sont 

utilisées. Leurs effets sur la sensibilité de la RT-PCR sont comparés. 

La sensibili té de l'analyse est 10 rois supérieure lorsque l'HMM est utilisé par rapport à 

l'emploi du DMSO. Ce résultat est confirmé lorsque la concentration en OTT est uniformisée à 

60 mM pour les deux réactions. La sensi bilité est alors dc 1,8 104 fflml en RT -PCR et elle est 

accrue à 1,8 103 ITlml avec la seminested PCR. L'HMM est donc retenu pour les expériences 

qui sont décrites. 

1.1.2.3. Expression de la sensibilité en nombre de copies d'ARNdb 

Une seconde étude de sensibilité est effectuée à partir d'une quantité d'ARNdb connue. 

Les ARNdb présents dans des selles contenant des rotavirus sont extraits puis purifiés sur 

cellulose granulaire. La quantité d'ARNdb présente dans l'extrait est estimée par électrophorèse 

en gel de polyacrylamide et coloration au BET, en comparant l'intensité des bandes à celles 
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d'un marqueur de taille dont la concentration en acides nucléiques est connue (DNA molecular­

weight marker VI , Boehringer Mannheim) (Figure 22). La concentration d 'ARN dans l'extrait 

est estimée à environ 4,5 fig/ml d'ARNdb, ce qui correspond à 2,3 10" copies de génome/ml. 

Cet extrait est dilué dans de l'eau DEPC et chaque dilution est analysée par RT-seminested 

PCR. 

Segment 9 ----.. 

ARNdb MT 

Pur -1 -2 5 1 0,5 

1033 pb ...-

Figure 22. Quantification de. ARNdb par électrophorèse. 

L'ARN viral est extrait à partir des selles d'un enfan t. puis purifiés sur cellulose. 
L'extrait pur et des dilutions a u 1/ 10 et 1/100 sont analysés (dépôt de 10/11) 
par électrophorèse en gel de polyacrylam lde et coloration au BET 
(respectivement colonnes Pur à -2). L'intensité de la coloration du segment 9 est 
comparée à celle du fragment de t 033 pb du marqueur de taille VI. Colonnes 5 
à 0 ,5 : dépôts de respectivement 5 à 0,5 fois 0,2511g d 'ADN. 
Dans l'extrait pur. le segment 9 a une intensité 5 fois moins importante que la 
séquence de 1 033 pb dans le dépôt de 0, 125 I,g d 'ADN total. Cette séquence 
représente 10.52% de la masse totale, soit 0,0 13 Jtg d 'ADN ou encore à 1,2 10 10 

copies. Le segment 9 correspond donc a environ 1/ 5 du nombre de copies soit 
2,3 10 ' copies pour 1 ° Id, ou à environ 2 ,6 ng/l 0,111. Extrapolé à l'extrait total , 
cela représente 4 ,51,g d 'ARN/ ml. 

La réaction est positive en RT -PCR jusqu'à la dilution qui contient environ 45 pg/ml 

d'ARNdb ou encore à environ 2 10· copies/ml (Figure 23). En seminested PCR, un signal 

d'amplification est décelable jusqu'à la dilution 10-· contenant environ 4,5 pg/ml d'ARNdb, ce 

qui équivaut à 2 \05 copies/ml (Figure 23), 

La sensibilité de la RT-PCR et de la seminested est respec(ivcment 5 000 et 50 000 fois 

supérieure à celle de la détection des ARN viraux (lI segments ARNbd de rotavirus) en gel de 

polyacrylamide coloré au BET (Figures 22 et 23) . 
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392 pb .... 

!i .s 4 3 2.J 0 . ~.:L 
lU 10 10 10 10 10 10 10 10T-

RT-PCR 

!i .s 4 3 2.J 0 .~-:L 
10 10 10 10 10 10 10 10 10 T-

Seminested PCR 

Figure 23. RT-semlnested PCR Bur des dilutions d'ARN viral de 
concentration connue. 

Les dilutions logarithmiques de l'extrait précédemment décrit (Figure 4) sont 
analysées (21d d 'échantillon) par RT·seminested PCR. Les produits 
d 'amplification sont analysés par électrophorèse en gel de polyacrylamide et 
coloration au SET. Colonnes 106 à 10 "2: produits des réactions d 'ampllfications 
réalisées à partir des dilutions, contenant respectivement de 4,6 106 à 4,6 10-2 

copies/2;tl. Colonnes T- : témoin négatif (de l'eau est analysée par 
RT ·seminested PCR). 
En RT· PCR. Juqu'a 4,6 JO ' copies Initiales permettent d 'obtenir une réaction 
positive. La seminested peR augme~te la se nsibilité et permet d 'observer une 
séquence amplifiée à partir de 4.6 10 copies. 

1.1 .2.4. Effet de la purification des acides nucléiques sur la sensibilité 

342 pb .... 

L'effet sur la sensibilité de détection de deux méthodes de purification est évalué. Des 

extraits d'acides nucléiques, réalisés à partir de dilutions contenant de 1,8 104 à 1,8 102 ff/ml 

sont purifiés par adsorption sur cellulose granulaire (CC41) et filtration sur gel (Sephadex 

0150) , puis analysés par RT-seminested PCR. A l' issue de la première amplification 

enzymatique, une séquence de 392 pb est visible pour l'extrait purifié sur CC41 qui correspond 

à la dilution 1,8 104 fflml, alors que la séquence virale est faiblement amplifiée à partir du même 

extrait purifié sur Sephadex 0150. En seminested PCR, la sensibilité est accrue d' un facteur 10 

dans les deux cas et correspond à celle mesurée avant purification (sensibilité 1,8 10' ff/ml ). Il 

y a peu de différence dans l'intensité de l'amplification des deux produits de purification. 

Toutefois , la purification sur cellulose fournit des résultats plus réguliers que celle effectuée sur 

gel filtration. 
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1. l .2.5. Sensibilité de la RT -semi nested PCR sur des prélèvemen ts de coquillages 

Un lot de coques ne donnant pas de réaction positivc par RT-seminested PCR est 

contaminé artificiellement (injection de la dilution virale dans l'hépatopancréas) par du rotavirus 

simien SA Il de titre connu. La concentration virale dans les coquillages varie de 1,3 107 à 

1,3 ff/25 g de chair. Après 2 h d'incubation à 4 ·C, les vi rus sont élués puis précipités et les 

acides nucléiques sont extraits. Aucun échantillon ne donne de réaction positive par RT­

seminested PCR. La RT -PCR réali sée à partir des acides nucléiques purifiés sur ccllulose 

granulaire ne permet pas de distinguer de produits d'amplification. En revanche, la seminested 

PCR est positive avec les extraits qui correspondent aux dilutions contenant au moi ns 1,3 104 

fm5 g de chair. 

1.2. Développement de la RT-PCR semi-quantitative 

La recherche de con laminations par amplification génique telle que nous l'avons décrite 

ne procure que des résullats qualitatifs : absence ou présence d'ARN viral. Ce paragraphe 

présente les développements méthodologiques pour permettre la quantification des ARNdb 

viraux par RT-PCR. 

1.2. 1. Amplirication du contrôle interne 

Lorsque le contrôle interne obtenu en fin de synthèse est analysé par RT -PCR, une 

séquence est très fortement amplifiée. Les couples d'amorces Beg9/Rl et RIIR2, permettent 

d'obtenir des séquences plus courtes que celles synthétisées à partir du gène viral (Figure 24, 

Tableau 5). 

En revanche en l'absence de rétrotranscription ou bien sans étape de dénaturation à 

l'HMM, aucune séquence amplifiée avec les amorces Beg9 et Rl n'est visible après 

électrophorèse en gel de polyacrylamideet coloration au BET. Une séquence est très fai blement 

amplifiée dans les deux cas après une scconde réaction d'amplification (seminested PCR) avec 

les amorces RI et R2. 
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Tableau 5. Taille des séquence.s. ampllfiées à partir du génome du virus SAll 

. et à partir du contrôle interne. 

RT-PCR Seminested PCR 

Séquence Taille Taille estimée' Taille Taille estimée• 

amplifiée attendue Agar ose Polyacrylamide attendue Agarose Po lyacrylamide 

SAil 392b 388 444 342b 354 374 

Contrôle 

Interne 288c 279 396 238c 241 218 

• Les tailles (en paires de bases) des séquences amplifiées sont calculées à partir de leur 

mobilité, lors d 'électrophorèses en gel d'agarose à 2,5 % ou de polyacrylamide à 9 %, 

comparée à la mobilité des fragments du marqueur de taille. 

b La longueur théorique (en paires de bases) du fragment amplifié est obtenue à partir de la 

séquence du virus SAil décrite dans les banques de données (numéro d'accès : V01546) 

• La longueur théorique (en paires de bases) est calculée en tenant compte des étapes de 

délétion et de ligation de la séquence du virus SAil employées lors de la construction du 

contrôle interne . 

SEQUENCE VIRALE 
1 51 392 
r:·:·:·:·:·:r:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:T:·:·.·.·.·.·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:Ij·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:1lo62 pb 

1 1 1 

h 1 Rll 
~ C) 392pb 
Beg91 1 

1 1 

~~~--------------------R~~Cll 342pb 
R2 

CONTRÔLE INTERNE 

1 86 136 374 
...... ,~16::~.::~ .... ~ .... ~.-.~·:.~·: .~·:.~·:.~·:.~·:.~·:.~·::~:.~·:.~·:.~·~~jïl420pb 

1 1 Rll 

~~~ ~ 
1 

b'---------~Rll r- D 
R2 

288pb 

238pb 

-Séquence d 'origine plasmidique 

1:·:-:-:·:-:1 Séquence d'origine virale 

c::::J Amorce ou séquence équivalente 

_ Produit d'amplification 

Figure 24. Comparaison de la structure du contrôle interne avec celle du 
gène de la protéine VP7 (virus SAll). 
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1.2.2. Amplification concomitante du contrôle interne et de l'ARN viral 

Le contrôle interne est mélangé à des extraits d'acides nucléiques contenant des 

séquences virales, puis le mélange est analysé par RT-seminested PCR (Figure 25). Les 

amorces Beg9 et RI pennettent l'amplification simultanément des deux séquences. Après 

électrophorèse les deux produits d'amplification sont distincts (Figure 25). 

o MT V Cl C2 0 MT Cl C2 0 

I .... ~lb 

RT-PCR RT-PCR Semineated PCR 

Figure 25 AmpU1lcation de l'ARN viral concomitante à celle du contrôle 
Interne dans des extrait •. 

Le contrôle interne est dilué {concentration finale d'environ 5 copies/pl} dans des 
extralts d 'acides nucléiques obtenus à partir d 'une suspension de virus SAlI 
(colonne V) et de coquillages (colonnes Cl et C2). Les extraits sont amalysés par 
RT-PCR et RT-seminested PCR pour les extraits de coquillages . Colonnes 0 : 
contrôle interne dilué dans l'eau . Colonne MT : marqueur de taille VI. Les flèches 
1 a et 1 b indiquent respectivement la position des séquences amplifiées en 
RT-PCR et seminested PCR à partir de l'ARN viral; les flèches 2a et 2b celles 
amplifiées à partir du contrôle interne. 

En seminested PCR (amorces RI et R2), les deux séquences sont également amplifiées. 

Toutefois, l'excès de matrices (ADN de première PCR) conduit à l'apparition de séquences de 

tailles plus importantes. Dans le cas d'un excès d'ADNe de contrôle interne, il apparaîl des 

séquences surnuméraires dont la taille est proche de la séquence d'origine virale obtenue en 

seminested PCR (Figure 25). Cette situation peut conduire à la confusion des séquences 

synthétisées à partir du contrôle interne avec celles qui ont pour origine le génome viral. 
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Figure 26. Titrage du contrôle interne par RT-PCR de dilutions limites et analyse 
densitométdque. 

A : Des dilutions logarithmiques du contrôle interne sont réalisées. Les dilutions de 1 o·2 à 1 0'11 

(respectivement colonnes -2 à -5) sont analysées par RT-PCR, puis les produits d 'amplification 
sont séparés par é lectrophorèse en gel de polyac:rylamide et colorés au nitrate d 'argent. 
Colonne 0 : témoin négatif d'amplification. Colonne MT marqueur de taille VI. 
B : Chaque colonne du gel est analysée par un densitomètre qui convertit l'intensité des s ignaux 
lumineux qui traversent le gel, en variation électriques. Les courbes sont obtenues en continu et 
indiquent le niveau de tension électrique en fonction de la distance par rapport a u point de dépot. 
C : La surface des pics , correspondants aux séquen ces amplifiées de 288 pb, est calculée. La 
valeur est reportée en fonc tion du nombre de copies ampliflables. En considérant que la dernière 
dilution positive (1 0 ·~ est à la concentration de 1 séquence amplifia ble en RT -PCR/2,ul. 
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1.2.3. Quantilïcation densi tométrique des produits d 'amplification 

Des dilutions logarithmiques du contrôle interne sont analysées par RT -PCR. A la 

dernière dilution positive en RT -PCR (10.4) est attribuée la concentration minimale de 1 copie 

ampli fiable par #1 (Figure 26 A). Les gels de polyacrylarnide colorés au nitrate d'argent sont 

analysé par densitométrie. Pour chaque échantillon, la courbe obtenue présente un pic de 

polarisation correspondant au produit d'amplification (Figure 26 B). La surface du pic est 

calculée par intégration entre le point d'inJlexion qui le précède et celui qui le suit. 

Le logarithme décimal de la surface varie en fonction de la quantité de contrôle interne 

analysée (Figure 26 C). Lorsque plus de JO 000 copies sont amplifiées, la courbe s'inOéchit 

jusqu'à alleindre un seuil maximal. La principale limite de cene analyse est l'erreur 

d'interprétation des résultats obtenus avec une trop forte concentration d'ADN due à une 

saturation de la coloration au nitrate d'argent. 

1.2.4. RT-PCR compétitive entre le génome viral et le contrôle interne 

Le contrôle interne est utilisé lors de réactions compétitives d'amplification avec le 

génome du rotavirus SA 11 (Figure 27 A). Pour une quantité constante de contrôle interne 

(10 copies/#I) mélangée à des quantités croissantcs de virus (de 1 à 1 000 000 copies/#I , 

concentrauon calculée par anal yse en RT-PCR de dllultons loganthmiques) , le seuil de détection 

en RT-PCR du virus est diminué d' un racteur 10 à 100. Réciproquement, le contrôle interne 

n'est plus amplifié lorsque la concentration en séquence virale est 100 fois supérieure. 

L'analyse densitométrique fait apparaître deux pics dont les surfaces évoluent 

inversement en fonction de la quantité d' ARN viral initiale (Figure 27 B). Le rapport entre les 

deux surfaces est calculé, puis il est comparé au nombre de copies d' ARN viral initial . Pour des 

quantités d ' ARN viral variant de 1 à 1 000 copies, le rapport est proportionnel au nombre de 

copies virales (Figure 27 C). Dans ces conditions, la comparaison des rapports d'amplification 

du génome viral et du contrôle interne est suffisante pour comparer le nombre de copies d'A RN 

viral présentes dans des échantillons. 
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Figure 27. RT-PCR compétitive entre le génome viral et le contrôle interne. 
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A: Une qua ntité cons ta nte de contrôle interne (concentration fmale 10 copies ampliftables dans 2 
,ul) est introduite dans des dilutions d 'ARN de virus SA 11 . Colonnes -2 à 5 correspondent 
respectivement aux dilutions contenant de 1()2 à 10 ~ copies virales dans 2 ;.tl. Le s produits 
d'amplification obtenus à partir des m éla nges sont a nalysés en électrophorèse et coloration au 
nitrate d 'arge nt. Colonne T+: contrôle interne sans ARN viral. Colonne MT: marqueur de taille Vl. 
B. Analyse de nsitomé tique des colonnes 0 à 3. Le pic 1 correspond au produit d 'a mplification 
d 'origine viral (342 pb); le pic 2 à celui du contrôle interne (238 pb). 
C. L'interprétation graphiqu e ind ique la valeur du rapport, en tre la surface du pic 1 et celle du pic 
2 , en fonction du n ombre de copies d 'ARN viral analysées (le coefficient de détermination [r2] d e la 
droite d e régress io n est égale à 0,994). La droite en pointillé, parallè le à l'axe d es a bscisses, 
représente la valeur minimale du rapport, obtenue à partir de la colonne T+ . 
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II. ETUDE IN VITRO SUR LA STABILITE DES ROTAVIRUS DANS L'EAU 

DE MER 

la relation entre la détection du génome viral par RT -PCR ct la mise en évidence du 

pouvoir infectieux sur cultures de cellules est étudiée, ainsi que les risques d 'identification 

d'ARN vi raux nus par rapport à la détection de virions. L'objectif de ces travaux est d'apporter 

des élément permettant l'interprétation, sur le plan du ri sque sanitaire, de la détection par RT­

PCR de contamination dans l'environnement. 

11.1. Stabilité du génome viral et du pouvoir infectieux 

L'évolution du pouvoir infectieux du rotavirus SA-11 complet ainsi que la stabilité de 

son génome sont suivis en eau de mer naturelle et artificielle, à 20 °Cet 6 oc. 

II .1.1. Suivi en eau de mer artificielle 

Les eaux de mer artificielles stériles incubées aux deux températures contiennent au 

début de l'expérience un nombre de virus égal à 5 104 0150/ml. A 6 °C, le nombre de virus 

infectieux varie peu en fonction du temps (Figure 28, Annexe 2). Après 100 jours le titre 

infectieux est de 2,8 lCY 0150/ml. Le temps nécessaire pour inactiver 90 % des virus (T90) est 

estimé à partir de la droite de régression. La valeur du T90 obtenue est de 126 jours avec une 

incertitude de plus ou moins 39 jours (Tableau 6) . 

Tableau 8. Teznpa néceaaaire pour voir dlnlinuer le titre viral 

et la proportion d 'ARN viral de 90 pour cent. 

Conditions 

d'incubation 

T90 (titre viral)• 

T90 (ARNdb) • 

Eau artificielle 

20 oc 

126+/ - 39 11+/ -2 

N.C. N.C. 

Eau naturelle 

20 oc 

19+/ -1 2+ /-0,2 

57+ / -10 16+/ -2 

• Le temps nécessaire pour voir diminuer de 90 % les différentes mesures en 

fonction du temps est estimé à partir de la pente des droites de régressions (y=Ax 

+Bl. pour lesquelles il est également précisé l'erreur sur la pente (a'). La valeur 

est égale à : T90 = -1 1 A (résultats exprimés en jours). L'incertitude sur cette 

valeur du T90 (t') est égale à : t'= 1 / (A+ a') - 11 A. 
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0.5 . 

En revanche le virus est plus rapidement inactivé lorsqu'il est incubé à 20 oc (Figure 28, 

Annexe 2). Après 100 jours d'incubation à cette température, le nombre de virus infectieux 

atteint le seuil de sensibilité. Le calcul du T90 de 11 jours révèle que l'inactivation du virus est 

environ 10 fois plus rapide à 20 °Cqu'à 6 °C(Tableau 6) . 
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Figure 28. Inactivation du virus SAll en eau de mer artificielle et naturelle. 

La recherche et la quantification des ARN viraux effectuée à partir de trois prélèvements 

(prélèvement initial , après 51 et 100 jours d'incubation) d'eau à 6°Ccomme à 20 oc montre que 

le génome viral est présent pendant toute l ' expérience (Figures 29 et 30, Annexe 3). Le rapport 

entre le nombre de copies amplifiées à partir de 1 'ARN viral et du contrôle interne reste 

relativement constant dans le temps (Figures 29 et 30, Annexe 3) . La pente des droites de 

régression est trop faible pour tirer de ces analyses des valeurs précises de T90 (temps 

nécessaire pour réduire de 90 % la valeur du rapport d'amplification entre 1 'ARN viral et le 

contrôle interne). Toutefois, ces droites montrent une stabilité du nombre de copies d'ARN 

viraux, au moins pendant 100 jours d'incubation dans 1 'eau de mer artificielle à 6 ou 20 oc. 
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Figure 29. RT-PCR compétitive à partir des prélèvements d 'eau de mer 
artificielle et naturelle, incubées à 6 oc. 

Deux cents copies de contrôle interne sont ajou tées aux 100 ,ul de prélèvements 
d 'eau de mer . Les ARN son t extraits au thiocyan ate de guanidium , p u is les 
extraits sont a nalysés par RT-PCR. Les produits d 'amplification sont séparés par 
é lectroph orèse en gel de polyacrylamide et colorés au nitrate d 'argent. Les 
c h iffres indiqués a u dess us des colonnes correspondent au temps de séjour 
dans l'eau de mer. Colonnes Cl : analyse de dilu tion du contrôle interne dans de 
l'eau traitée a u DEPC en l'absence de d 'ARN viral. Colonne MT : marqu eur de 
taille VI. 
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11.2.2. Suivi en eau de mer naturelle 

La recherche de vi rus infectieux en culture cellulaire dans les prélèvements d 'eau de mer 

naturelle à 6 et 20 oC indique une différence dans le titre initial entre les deux conditions 

d'incubation. La concentration virale est 5,6 fois plus abondante dans l'eau à 20 oC que dans 

celle à 6 oc. Ces concentrations initiales en virus restent cependant comparables à celle 

mesurées en eau de mer artificielle, de l'ordre de 10· virus infectieux par ml. A basse 

température le titre en virus infectieux passait de 1,6 J04 D150/ml à 28 D150/ml en 51 jours. A 

20 oC l'inactivation du vi rus est plus rapide (Figure 28, Annexe 4), le seuil de détection est 

atteint en 16 jours max.imum. D'après le calcul des droites de régression (inactivation du virus 

en fonction du temps) et des valeurs du T90, l' inslabilitédu virus SA Il est environ 10 fois plus 

élevée à 20 oC par rapport à 6 oC (Tablcau 6) . 

Ces valeurs de T90 lorsqu'e1lcs sont comparées avec celles obtenues en eau de mer 

anitïciellestérile (dans les mêmes conditions de température d'incubation) montrent que le vi rus 

SA II est environ 6 à 7 fois plus rapidement inactivé en eau naturelle qu 'en cau de mer 

anificielle stérile (Tableau 6). 

L'analyse par RT -PCR semi-quantitative de prélèvements montre la diminution 

progressive du signal d'amplification du génome viral par rapport au contrôle interne (Figures 

29 et 30, Annexe 5). A 6 oC, cette diminution du rapport entre les deux produits d'amplification 

est moins rapide qu'à 20 oc. Après 100 jours d ' incubation à 6 oC, la séquence virale est très 

faiblement amplifiée alors qu'après 37 jours d ' incubation à 20 oC le génome viral n'est plus 

détecté par RT -PCR. Les cinétiques de dégradation de l'ARN viral semblent sui vre des droites. 

L'effet de la température est moins important sur la ci nétique de dégradation de l' ARN vi ral que 

sur la diminution du pouvoir infectieux. Ainsi, le T90 (instabilité ARN viral) à 6 oC est environ 

4 fois supérieur à la valeur du T90 obtenu à 20 oC (Tableau 6). En revanche la nature de l'eau 

de mer (soi t naturelle ou synthétique) inllue sur la stabilité du génome viral, qui se dégraderait 

plus rapidement en eau naturelle par rapport à l'eau anificielleet stérile (Figures 29 et 30). 

II. I. Stabilité de l'acide nucléique viral nu par rapport au génome 

encapsidé 

De l'ARN viral nu et des vi rus complets sont mis en suspen ion dans de l'eau de mer 

naturelle à 10 oc. L'ARN viral nu est détecté par RT -PCR pendant les 24 premières heures 

d'incubation (Tableau 7). Après 48 heures, aucune bande amplifiée n'est visible par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide et coloration au BET. Pour le virus complet incubé 

dans l'eau de mer, la réaction de RT -PCR est toujours positive après 6 jours (Tableau 7). 
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Dans ces con di ti ons d'étude, la cinétique de dégradation de I'ARN viral nu est au moins 

6 fois supérieure à celle de l'ARN encapsidé. 

Tableau 7: Persistance de l'acide nucléique viral nu et du virus complet 

dans de l'eau de mer naturelle. 

Temps d 'incubation 

dans l'eau de mer• 2h 6h 12h lj 2j 3j 6j 

Acide nucléique viralb + + + + 

Virus completb + + + + + + + 

• Le temps d'incubation est exprimé en heures (h) ou en jours Ul. 
b Résultat positif(+) ou négatif(-) pour la recherche de l'acide nucléique viral par RT­

PCR. 

III. ETUDES IN SITU SUR LA CONTAMINATION DU LITTORAL PAR LES 

ROTA VIRUS 

La RT -seminested PCR a été mise au point pour mettre en évidence la présence de 

rotavirus dans des prélèvements de l'environnement. Comme les études de sensibilité l'ont 

montré, il est possible de détecter environ 10 000 virus infectieux par 25 g de chair de 

coquillages, ou 2 000 virus infectieux par ml d'eau. Cependant, il est nécessaire de valider cette 

technique par l'analyse d'échantillons de coquillages et d'eaux naturellement contaminés. Dans 

un premier temps, des prélèvements de coquillages (Morbihan) sont analysés. Puis des 

analyses de prélèvement d'eau (Martinique) sont réalisées et complétées par la caractérisation 

des souches virales détectées et la recherche d'homologies avec des souches humaines. L'étude 

des prélèvements, effectués en Loire-Atlantique, regroupe sur un seul site l'ensemble des 

données sur la contamination des coquillages de l'eau et sur la relation avec les infections 

humaines. 

85 



111.1. Contamination des coquillages de la région du golfe du Morbihan 

Sur 20 prélèvements de coquillages (8 lots d'huîtres et 12 lots de palourdes) analysés 

par RT-seminested PCR et hybridation, 2 lots d'huîtres sont positifs ainsi que 2 lots de 

palourdes (Figure 31, Tableau 8). Les 2 prélèvements de palourdes ont également une 

concentration en bactéries entériques élevée. En revanche, les 2 prélèvements d'huîtres sont 

considérés comme des lots de coquillages salubres sur le plan bactériologique ( <300 

Escherichia coli dans 100 g de chair de coquillage). 

Juin 1992 Octobre 1992 Juin 1993 Octobre 1993 

MT T R Mv 1 Mr T R Mv 1 Mr MT Te T R Mv 1 Mr T R Mv 1 MT Mr Te T- T+ 

Figure 31. Amplification d 'ARN de rotavfrus à partir des prélèvements de 
coquillages effectués dans la région du Morbihan. 

Les particules virales susceptibles d'être présentes dans les coquillages sont éluées de 
la chair des mollusques, puis précipitées . Les acides nucléiques sont extraits, à partir 
de ces concentrats de virus, puis purifiés sur cellulose granulaire. La présence d 'ARN 
viraux est recherchée par RT-semlnested PCR. 
Les produits de la s eminested PCR (repérés par les flèches) obtenus à partir des 
coquillages prélevés aux stations de Truscat (colonnes T), Rosvellec (colonnes R), lluric 
(colonnes 1), Men er Roue (colonnes Mrl et Moulin Verdon (Mv). sont analysés par 
électrophorèse en gel de polyacrylamide, puis colorés au BET. Les colonnes Te, T-, T+ 
correspondent respectivement aux témoins négatifs d'extraction (2 témoins), au témoin 
n égatif d 'amplification et a u témoin positif d 'amplification. Colonnes MT : marqueur de 
taille VI. 

Réciproquement, 5 lots de coquillages insalubres du point de vue de leur qualité 

bactériologique sont négatifs pour la recherche de rota virus par RT -seminested PCR, de même 

que 11lots de coquillages salubres. 
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Tableau 8 : Résultats des analyses effectuées sur les coquillages 

prélevés dans la région du golfe du Morbihan. 

Lieu et nature Date et résultat des analyses 

du prélèvement• 

06 / 92 10/ 92 06 / 93 10/ 93 

RV' CF< RV CF RV CF RV CF 

Rosvellec p 7,2 106 3,8 1011 + 1,1 106 2,5 106 

Truscat p <3 l 0' 1.3 102 <3 101 2,7 l 02 

Il urie H 5,5 102 <3 1 O' <3 1 o' s 1 o' 
Men Er Roue H 9 1 O' + <3 101 + <3 1 o' <3 1 o' 
Moulin Verdon p - 6,0 102 1.3 1 03 <3 1 0' + 4,9 102 

• Les lieux de prélèvements sont localisés dans la Figure 7. Les prélèvements de 

palourdes sont indiqués par la lettre P, d'huitres par la lettre H. 

b RV pour recherche d'ARN vlral par RT-seminested PCR et hybridation, les 

résultats positifs ou négatifs sont respectivement exprimés par les signes + et -. 

< CF pour contamination fécale : les valeurs correspondent au nombre de 

Escherlchta coll pour 100 g de chair de coquillages. En gras apparaissent les 

valeurs s upérieures au seuil de salubrité de 300 Escherlcla co ll / 100 ml. 

111.2. Contamination des eaux de la baie de Fort de France (Martinique) 

III.2.1. Contamination virale des eaux de rivières et des effluents de station d'épuration 

L'analyse des extraits bruts obtenus à partir des 19 prélèvements d'eau indique la 

présence de contamination virale dans 8 échantillons (Tableau 9). La moitié correspond à des 

prélèvements de rejets de stations. Mais, tous les effluents de stations d'épuration analysés ne 

sont pas positifs par RT-seminested PCR et hybridation, 6 prélèvements sont négatifs. Sur les 

9 prélèvements d'eau de rivière, 4 sont contaminés par les rotavirus. 

Du point de vue de la répartition géographique des prélèvements, 7 échantillons positifs 

sur 8 correspondaient à la zone nord de la baie de Fort de France, un prélèvement effectué au 

sud de la baie est contaminé (Tableau 9, Figure 8). 
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Tableau 9 : Résultats de la recb.erche de rotavirus dans des eaux de surface 

de la Martinique. 

Prélèvements• 

Nature de l'eaub 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

rrSSrSSSrrSr Sr rSrS S 

Résultats c ++-- ++++ + + 

• Le numéro correspond à la description des points de prélèvements faite dans la Figure 8. 

b La lettre r indique les prélèvements d 'eau de rivière, la lettre S correspond aux 

prélèvements d'effiuents de stations d 'épuration. 

c Résultat positif ( +) ou négatif (-) pour la recherche de l'acide nucléique viral par RT­

seminested PCR et hybridation . 

111.2.2. Caractérisation des séquences virales 

L'analyse du RFLP a été réalisée pour six des huit séquences amplifiées à partir des 

eaux de rivière et des effluents de station d'épuration. Deux séquences n'ont pas été 

caractérisées (sites 6 et 10), les produits d'amplification étaient en quantité trop faible pour être 

purifiables puis analysables. Pour les autres, la comparaison des profils de restriction montre 

des homologies complètes entre les séquences amplifiées à partir des sites 1, 2, 5, 7 , et 8 ; 

toutes présentent le même profil EMa (Figure 32). Seule la séquence amplifiée à partir du site 

19 est différente des cinq autres par son profil de restriction EMb (Figure 32). 

Eau de rivière n"l Effiuent de station n"19 

MTARST ARSTMT 

ProffiEMa ProffiEMb 

Figure 32. Profils de restriction des séquences amplifiées à partir des 
prélèvements d'eau. 

Les séquences amplifiées à partir des prélèvements n " 1 et 19 sont purifiées puis 
à nouveau amplifiées avant d 'être Incubées avec les enzymes A!ul (colonnes A), 
Rsal (colonnes R), Sau3AI (colonnes S) et Taql (colonnes T). Les produits des 
réactions de digestion sont séparés par électrophorèse en gel de polyacrylamide. 
Colonne MT : marqueur de taille V. 88 



llI.2.3. Etude des souches humaines 

Avec les extraits d'ARNdb obtenus à partir des selles de 10 enfants Martiniquais 

présentant une gastro-entéri te à rotavirus, 3 électrophérotypes différents sont observés en gel de 

polyacrylamide (Figure 33). Quatre selles présentent l'électrophérotype SMa, l'électrophérotype 

5Mb correspond à 2 selles, et les 4 autres selles permettent d'obtenir l'électrophérotype SMc. 

Chacun des extraits est amplifi é en RT-PCR avec le couple d'amorce RIIR2, pu is les séquences 

virales amplifiée sont analysées par du RFLP, puis les profils de restriction sont comparés 

(Figure 34). Trois différents types de profil sont observés. Les distinctions faites entre les 

séquences virales trouvées dans les selles par l'analyse du RFLP correspondent à celles 

obtenues par comparaison des électrophérotypes (Figures 33 et 34) . 

III. 2.4. Homologies entre les profils de restriction isolés de l'environnement et ceux 

obtenus à parti r de prélèvements humains ou de banques de données 

Aucune si militude n'est observée cntre les profils de restriction des séquences amplifiées 

à partir des selles et ceux obtenus avec les prélèvcments d'eaux (Figures 32 et 34). Les profils 

de restriction des ARN vi raux contaminant les eaux de la Martinique sont comparés aux profils 

de séquences de rotavirus du groupe A, humains et animaux connus (Tableau 10). Sur 49 

profi ls de restriction différents caractérisés à partir des séquences de rotavirus décrites dans 

deux banques de données (EMBL et GeneBaunk), un profil de restriction est comparable au 

profil EMa commun aux séquences détectées dans 5 prélèvements du nord de la baie. Les 

séquences ayant un tel profi l sont toutes d'origine humaine et de sérotype G \. Le profil de 

restriction (EMb) de la séquence amplifiée à partir du si te 19 est semblable aux profi ls de 3 

séquences de rotavirus animaux de différentes espèces, d'origine bovine ou porcine ou encore 

simienne et de sérotype différent. 

Les profi ls des séquences obtenus à partir des prélèvements de selles sont également 

comparés avec ceux des séquences de rotavi rus animaux ou humains, afin d'établir si œtte 

comparaison attribue à ces rotavirus une origine non humaine. Les trois profils caractérisés à 

partir des rotavirus présents dans les selles sont semblables à ceux obtenus à partir de 

séquences de rotavirus humain. Le profil SMa est identique au profil de restriction obtenu avec 

des séquences de rotavirus humains de sérotype G4. Le profil 5Mb est comparable au profil de 

restriction obtenu à partir de séquences de rotavirus également humains mais de sérotype G 1. 

Le profil SMc présente une homologie complète avec un profil correspondant à des séquences 

de rotavirus humains de sérotype G2. En tenant compte de l'imprécision des mesures des tailles 

des fragments de restriction, le profil SMc est également comparable à un second profil 

caractéri sé à partir de séquences de virus d'origine porcine (l' une étant de sérotype G2). 
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SMa SMb SMc 

1 2 3 4 5 6 

Figure 33. Electrophérotype des génomes viraux extraits à partir des 
selles des enfants martiniquais. 

Les ARNdb sont extraits à partir de selles, purifiés sur CC41 et analysés par 
électrophorèse en gel de polyacrylamide. Colonnes 1 à 6 :selles d'enfants. SMa. 
SMb, et SMc regrou pent les électrophorétypes identiques. 

A R S T MT ARS TMT ARS TMT 

ProiDSMa ProiDSMb ProiDSMc 

Figure 34. Profils de restriction des séquences amplifiées à partir des selles 
d'enfants martiniquais. 

Les extraits d 'acides nucléiques obtenus à partir des selles sont amplifiés avec 
les amorces (Rl et R2). puis les produits d 'amplification sont incubés avec les 
enzymes Alul (colonnes Al. Rsal (colonnes R), Sau3AI (colonnes S) et Taql 
(colonnes Tl. Les produits des réactions de digestion sont analysés par 
é lectrophorèse en gel de polyacrylamide. Colonne MT : marqueur de taille V. 
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Tableau 10. Homologies entre les séquences détectées à partir des prélèvements 
de la Martinique et les séquences de rotavirus du groupe A 

décrites dans les banques de données. 

Données expérimentales Bases de données a 

Profils Taille des fragments b Taille des fragments c souche (s) VP7(0) Origine Numéro 
A lui Rsal Sau3N Taq! A lui Rsa! Sau3AI Taq! ou isolat (i) sérotype d'accession 

EMa 180 255 148 255 196 268 163 263 i : 421 01 humaine 016326 
141 77 104 85 146 74 104 79 i : 80 01 humaine 016325 

80 75 s: A91A 01 humaine M93006 

EMb 342 342 342 298 342 342 342 301 i: C60 01 po cine L24164 
50 41 n .p . d G6 bovine M63266 

s : SA11 03 simienne J02354 
K02028 
V01546 

SM a 255 344 180 199 263 342 179 202 n .p. 04 humaine A01321 
57 155 141 43 163 140 s: St Thomas 3 04 humaine X13603 

<50 32 s:PV5249 04 humaine M86490 

SMb 200 256 180 346 196 268 179 342 i: K3 01 humaine 016317 
144 75 150 146 74 163 i: K17 Gl humaine 016320 

i: K18 01 humaine 016319 
s: Cl Gl humaine 017717 
s: C2 Gl humaine 017718 
s:C4 Gl humaine 017720 
s: TE 1 01 humaine 017721 
s:TE2 Gl humaine 017722 
s:TE3 01 h u maine 017723 

SMc 262 350 178 350 263 342 179 342 n.p. 02 humaine Ml1164 
80 162 79 163 s:M48 02 humaine Ll1605 

266 342 179 342 s :CC117 n.p. porcine L35056 
76 163 s: C134 02 porcine L35058 

a Les séquences de rotavirus d u groupe A sont décrites dans les banques de données EMBLet OenBank sous le 
numéro d 'accession décrit. 
b La taille des fragments de restriction est calculée à partir des électrophorèses en gel d 'agarose. Le résultat est 
exprimé en paires de bases. 
c Les profils des séquences de rotavirus sont calculés à partir de la position des s ites de restriction sur le gène 
de la protéine VP7. La taille des fragments est exprimée en paires de bases. 
d n .p. =non précisé. 
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111.3. Suivi de la contamination par les rotavirus de la baie de La Baule 

(Loire-Atlantique) 

III.3.1. Contamination virale des coquillages 

La recherche de séquences virales est effectuée simultanément sur les 12 prélèvements 

obtenus à partir des coques puis des moules de la baie de La Baule (Tableau 11). Aucune 

séquence n'est amplifiée avec les extraits d'acides nucléiques obtenus à partir des coques. En 

revanche, 9 lots de coques sur 12 sont insalubres d'un point de vue bactériologique (> 300 

Escherichiacoli dans 100 g de chair de coquillage). 

Bien que la concentration bactérienne dans les moules prélevées soit souvent inférieure à 

celle mesurée dans les coques, les moules sont classées insalubres 8 fois sur 12 (Tableau 11). 

Sur l'année 1993, seulement 2 prélèvements, l'un en mars le second en septembre, sont 

exempts de contamination bactérienne et virale. La présence de séquences virales est mise en 

évidence dans 8 prélèvements par RT -seminested PCR puis confirmée par hybridation. Trois de 

ces prélèvements (février, juin et novembre) correspondent à des moules salubres sur des 

critères bactériologiques (Tableau 11). 

III.3.2. Contamination virale des eaux de station d'épuration 

En l'absence de purification supplémentaire des extraits d'acides nucléiques aucune 

séquence d'ARNdb de rotavirus n'est détectée dans les eaux brutes et seulement un prélèvement 

d'eaux épurées (décembre) est très faiblement positif après RT -seminested PCR. 

En revanche, la purification des extraits sur cellulose granulaire permet de déceler par 

RT -seminested PCR la présence du génome viral dans 4 prélèvements d'eau brute et 8 

prélèvements d'eau épurée (Tableau 11, Figure 35). Ces résultats sont conf,rmés par Southem 

blot (Figure 35), qui révèle également la présence d'une très faible quantité d'ADN amplifiée à 

partir de l'extrait d'eau brute du mois de mars, non visible après coloration au BET. Les eaux 

brutes et épurées sont simultanément contaminées lors des prélèvements de janvier, mars et 

décembre. En juin et novembre aucune séquence virale n'est identifiée dans les eaux de station 

brutes ou épurées. Pour les autres mois, soit les eaux brutes soit les eaux épurées contiennent 

de I'ARN viral. 
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T· Te MT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 12 MT Te 

Southem blot 

Figure 35. Mise en évidence de la présence d'ARN de rotavlrus dans les 
eaux épurées. 

Les extraits d 'acides nucléiques obtenus à parUr des prélèvements d'eaux 
épurées des mois de janvier à décembre 1993 (respectivement colonnes 1 à 12) 
sont analysés par RT ·seminested PCR et hybridation moléculaire. Colonnes Te et 
T · correspondent respectivement aux témoins négatifs d 'extraction et 
d'amplification. Colonnes MT : marqueur de taille Vl . Les flèches situent les 
séquences d'une taille de 342 pb. 

L'ARN viral dans les eaux de stations et les moules est simultanément identifié pour les 

prélèvements des mois de janvier et décembre (Tableau 11). En février, mai et octobre seuls les 

prélèvements de moules et d'eaux épurées sont contaminés. Le génome viral est détecté 

seulement dans les prélèvements de moules des mois de juin et novembre. En mars, avril et 

septembre, les prélèvements d'eaux épurées sont contaminés mais pas ceux de moules. Lors 

des mois d'été de juillet et août, uniquement les prélèvements d'eau brute sont positifs par RT­

seminested peR et hybridation. A aucune date, les prélèvements de moules et d'eaux de station 

ne sont simultanément trouvés exempts d'ARN viral. 
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Tableau 11. Résultats virologiques et bactériologiques sur les prélèvements 
de coquillages et d'eaux de station. 

Date Moules Coques Eaux épurées Eaux brutes 

- ---
Uour/ mois / année) rota" coliformesb rota" coliformes b rota• rota• 

------ - - ---- -----------------
24 / 0l / 93 + 1400 - i 1800 + + 
09 / 02 / 93 + 260 2 760 + - i 
09 / 03 / 93 170 270 + + 
07 / 04 / 93 7 600 4200 + 
24 / 05 / 93 + 440 1000 + 
21 / 06 / 93 + < 30 - i 32 - i 
19 / 07 / 93 710 8 600 + 
17 / 08 / 93 - i 440 4200 + 
16 / 09 / 93 40 240 + 
14 / 10 / 93 + 4 800 - 1 20 000 + 
15/11 / 93 + 270 - i 1600 
13 / 12 / 93 + 710 - i 890 + + 

1 

• La présence d 'ARNdb de rotavirus dans les prélèvements est mise en évidence par RT-
seminested PCR et hybridation (Southern blot). Les signes + et - correspondent 
respectivement aux échantillons positifs et négatifs après analyse. La présence 
d 'inhibiteurs dans les extrait négatifs est indiqué par la lettre i. 
b La contamination fécale des coquillages est évaluée par numération des Escherlchla. coll. 
Les résultats sont exprimés en nombre de germes pour 100 nù de Chair de coquillage. En 
gras apparaissent les vaieurs supérieures au seuil de salubrité de 300 Escherlchla 
coll / 100 g de chair de coquillage. 

III.3.3. Recherche dans les extraits d'inhibiteurs de la RT-seminested PCR 

Une quantité connue d'ARNdb de rotavirus SA 11 est introduite dans les extraits d'acide 

nucléique (extraits purifiés et négatifs après analyse virologique) avant une nouvelle RT­

seminested PCR. La concentration finale d'ARN exogène est telle qu'un signal d'amplification 

doit seulement apparaître en seminested PCR. L'absence de signal d'amplification témoigne de 

la présence d'inhibiteurs dans les extraits (Tableau 11). 

Les 12 extraits d'acides nucléiques obtenus à partir des prélèvements de coques sont 

ams1 testés. Sept extraits permettent l'amplification de l'ARN exogène, aucun produit 

d'amplification n'est visible après coloration au BEf à partir de 5 extraits. Sur les 5 extraits de 

moules négatifs en RT -seminested PCR, un seul est inhibiteur de la réaction d'amplification. 

Tous les extraits d'eaux de station négatifs par RT-seminested PCR et hybridation sont 

testés de la même façon. Sur les 7 extraits d'eau brute, 2 contiennent des substances inhibitrices 

qui ne permettent pas l'amplification de l'ARN exogène. Les 5 autres extraits ainsi que 

l'ensemble des extraits obtenus à partir des eaux épurées n'entravent pas la réaction 

d'amplification (Figure 36 et Tableau 11). 
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Figure 36. Mise en évidence de la présence d'inhibiteurs dans les extraits 
d 'acides nucléiques. 

Des extraits d 'acides nucléiques négatifs en RT-seminested PCR sont complétés 
avec de l'ARNdb du virus SAli. La quantité d 'ARN est ajustée pour conduire à 
l'amplification de séquences visibles seulement en seminested PCR. Les produits 
de la nouvelle ampllflcation réalisée à partir de ces extraits sont analysés par 
électrophorèse puis colorés au BET. Les chiffres correspondent aux mois de 
l'année, au cours desquels ont été réalisés les prélèvements. Colonnes T+ : 
produit d 'amplification obtenu à partir de l'ARN du virus SAll mélangé à de 
l'eau distillée. Colonne MT: marqueur de taille VI. 

III.3.4. Analyse du RFLP des séquences virales amplifiées 

Les différents profils de restriction des séquences virales amplifiées à partir des extraits 

de moules et des eaux de station (brutes et épurées) sont présentés dans la Figure 37. Le profil 

de la séquence virale détectée dans le prélèvement d'eau brute du mois de mars n'est pas connu 

car la quantité d'ADN obtenue après RT -seminested PCR est trop faible pour être analysée. 

Trois profils de restriction distincts (profils A à C) sont identifiés à partir des 7 extraits 

de moules (Figures 37 et38). Le profil C, le plus fréquemment caractérisé, est obtenu à partir 

des séquences détectées dans 6 extraits. Les extraits de moules du mois de janvier contiennent 

au moins 2 séquences virales différenciées par leur profil de restriction. Les 2 séquences sont 

isolées par une succession de réactions de purification, permettant d'obtenir les profils A et B. 
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ARSTMT ARSTMT ARSTMT ARSTMT ARSTMT 

- Profil A - - Profil B - - Profil C - - Profil D - - Profil E -

ARSTMT ARSTMT ARSTMT ARSTMT ARSTMT 

- Profil F - - Profil G - - Profil H - - Profil 1 - - Profil J -

ARSTMT ARSTMT ARSTMT 

- Profil K - - Profil L - - Profil M -

Figure 37. Profils de re s triction Ide ntifié s lors de l'étude réalisée en Loire-Atlantique. 

Les profils de restriction présentés correspondent aux profils isolés à partir des prélèvements de 
coquillages (proms A et Bl. ou d 'eaux épurées (profils C. E et Jl. ou bien d 'eaux brutes (profils K et 
Ll. ou encore des prélèvements cliniques (proftls D. F . G. H. 1 et Ml. Colonnes A. R. S . et T 
correspondent respectivement aux électrophorèses des produits de digestion des enzymes AluI , 
Rsa l. Sau3A1 et Taq l. Colonnes MT , marqueurs de taille VI. 

96 



Enfants 

Eaux brutes 

Eaux épurées 

Moules 

1 Profil 1 

1 ProfilH 

~ Profil G 

~ ProfilM 

~ Profil F 

D Profil D 

mJID Profil L 

rn Profil K 

1 Profil J 

1 ProfilE 

[]Profil C 

~~ Profil B 

~ Profil A 

Figure 38. Distribution sur l'année 1993 des profils de restrictions obtenus 
à partir des prélèvements de coquillages, d'eaux de station et des 
prélèvements cliniques. 

Avec les extraits d'eaux épurées, 8 profils de restriction sont mis en évidence (profils C 

à J) (Figures 37 et 38). Six de ces extraits (eaux épurées des mois de janvier à mai et de 

décembre) contiennent un mélange de séquences (Figure 39). De 2 à 6 séquences par extraits 

sont isolées et caractérisées par leur profil de restriction (Figures 38 et 40). Le profil C est 

identique au profil identifié à partir des extraits de moules (Figure 38). Ce profil est également 

fréquemment caractérisé (profil C isolé dans 6 extraits sur 8), ainsi que le profil D identifié à 5 

reprises (Figure 38). Le profil I est obtenu à partir des séquences détectées dans 3 extraits et le 

profil G dans 2 extraits, alors que les profils E, F, H et J n'ont été caractérisés qu'une fois à 

partir de séquences virales présentes dans des prélèvements d'eaux épurées. 

Dans les eaux brutes, il n'est pas détecté de mélanges de séquences virales (Figure 38). 

Quatre profils (profils D, H, K, L) sont caractérisés à partir de 4 extraits différents. Les profils 

D etH sont identiques à ceux de séquences amplifiées à partir des eaux épurées. Aucun de ces 

profils n'est comparable à ceux caractérisés à partir des séquences virales détectées dans les 

extraits de moules. 
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Figure 39. Mise en évidence de la diversité des séquences virales dans les 
prélèvements d'eaux épurées. 

Les produits d'amplification directement obtenus à partir des prélèvements 
d'eaux épurées sont purifiés et réamplifiés avec les amorces utilisées en 
seminested PCR (Rl et R2). Les produits d'amplification sont digérés avec les 
enzymes de restriction Alul (colonnes A). Rsal (colonnes R), Sau3A1 (colonnes S) 
et Taql (colonnes T). Les produits des réactions de digestion sont séparés par 
électrophorèse en gel de polyacrylamide puis colorés au BET. Colonnes MT: 
marqueur de taille V. 

ARSTMT ARSTMT ARSTMT 

Profil Brut Profil C Profil I 

Figure 40. Interprétation du polymorphisme de restriction obtenu à partir 
de l'eau épurée du mois de décembre. 

L'analyse RFLP des séquences amplifiées à partir de l'extrait brut met en 
évidence un mélange de profils (profil Brut). Le produit de la première 
amplification est traité par deux enzymes de restriction. Les produits 
d'amplification non clivés par l'enzyme Sau3A1 sont purifiés puis de nouveau 
analysés (profil C). De même les produits non clivés par l'enzyme Dra! 
permettent d'obtenir le profil!. Le profil brut correspond au mélange des profils 
C et 1. Colonnes MT : marqueur de taille VI. 
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III.3.5. Amplification des séquences virales contenues dans les selles 

Les extraits obtenus à partir des 43 prélèvements cliniques sont analysés par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide. L'électrophérotype des souches de rotavirus est 

clairement identifié à partir de 36 échantillons. Pour les autres, soit les Il segments du génome 

viral ne sont pas visi bles (4 échantillons) , soit certains segments apparaissent très fai blement 

colorés par le BEf (3 échantillons). Aucun électrophérotype ne possède de segments 

surnuméraires pouvant caractériser une co-infection par deux souches de rotavirus. 

Tous les extraits sont analysés par RT-PCR (avec les amorces RI et R2) , une séquence 

cst amplifiée à partir des 36 extraits posi tifs en électrophorèse, ainsi que les 3 extraits 

partiellement identi fiables. Sur les 4 extraits ne présentant pas d'électrophérotype, un seul 

conduit à l'amplification d'une séquence. Les trois autres extraits négatifs en RT -PCR sont 

également négatifs en seminested PCR. 

IJJ .3.6. Analyse du RFLP des séquences de rotavirus humains 

Six profils distincts sont identifiés (profil s D, F à l , et M) à partir des 40 produi ts 

d'amplification (Figure 37). Aucune des selles ne contient des séquences différentes du point de 

vue de leur profil de restriction. La répartition mensuelle du nombre de selles pennettant 

d'obteni r chacun des profil s est présentée dans le Tableau 12. Entre les mois de janvier à mai ct 

lors du mois de décembre, de 2 à 4 profi ls distinclS sont caractérisés mensuellement. La plus 

grande diversité de souches irales est observée lors des mois de févrie r et avri l, alors que le 

plus grand nombre de cas cliniques est recensé lors du mois de mars. 

Deux périodes de recrudescence sont observées. La première est de janvier 1993 à mai 

1993 avec 35 cas cliniques recensés (aucun cas cl inique n'a été diagnostiqué par l'hôpital sur la 

fin de l'année 1992). La seconde période débute en décembre 1993 avec 5 cas, elle se prolonge 

jusqu'au mois d'avril 1994 avec au total 29 cas centrés sur le mois de janvier (résultats non 

présentés). La diversité des profil s de restriction identifiés lors de l'hiver 1994 est moins 

importante, avec seulement 3 profils distincts: 14 cas pennettent de détecter des séquences avec 

le profil D, 13 cas avec le profil [ et 2 cas avec le profi l G . 
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Tableau 12. Divenité des souches virales impliquées lon de la période 

de recrudescence des gastro-entérites à rotavirus. 

Mois Nombre de selles permettant d 'obtenir le profil : Nombre total 

D F G H M de selles 

Janvier 4 0 0 0 0 5 

Février 3 1 1 0 0 3 8 

Mars 4 0 0 7 2 0 13 

Avril 2 0 2 0 6 

Mai 2 0 0 0 0 3 

Juin à novembre 0 0 0 0 0 0 0 

Décembre 3 0 0 0 5 

Nombre total 

de selles 18 3 2 8 6 3 40 

Sur les 6 profils obtenus à partir des séquences de virus humains, 5 sont identiques à 

ceux caractérisés à partir de séquences de rotavirus détectées dans les eaux de station 

d'épuration (Figure 38) . 

Lors de la période de recrudescence, le profil D est fréquemment caractérisé à partir des 

prélèvements cliniques. Les rotavirus responsables d'hospitalisation qui présentent ce profil 

sont majoritaires en début et fin des périodes de recrudescence. Ce profil est identique à ceux de 

séquences trouvées dans les eaux brutes du mois de janvier et dans les eaux épurées des mois 

de janvier à mars. 

Le profil H moins fréquemment identifié, est cependant caractérisé à partir de plus d'une 

selle positive sur deux au cours du mois de mars , puis avec une selle en avril. Ce profil est 

identique aux profils de séquences identifiées dans les prélèvements d'eaux épurées du mois 

d'avril et d'eau brute du mois de juillet. 

Le profil 1 est apparu au milieu de la période de recrudescence, puis dans les mois 

suivants (mars à mai et décembre) avec une faible fréquence de cas cliniques. Cependant il est 

également caractérisé à partir de séquences virales détectées dans les eaux épurées lors des mois 

d'avril, mai et décembre. 
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Les profils F et 0 sont caractérisés sporadiquement à partir des prélèvements cliniques. 

Ces deux profils sont identiques à ceux identifiés à partir des eaux épurées des mois de mars , 

avril (profil 0) et octobre (profil F). 

Le profil M n'est identifié que lors du mois de février à partir d'un peu plus d'un tiers 

des cas cliniques. Aucune similitude n'est observée avec les profils caractérisés à partir des 

séquences détectées dans les prélèvements d'eau de station. 

Sur les 12 profils de séquences amplifiées à partir des extraits de coquillages et d'eau de 

station, seulement 5 sont communs à des prorils provenant de séquences de virus humains 

identifiés dans les prélèvements cliniques (Figure 38). Pourtant, ces séquences correspondent à 

des séquences de rotavirus, car elles hybrident toutes avec la sonde. 

111.3.7. Homologies avec des séquences déposées dans des banques de données 

Les profils des séquences virales détectées dans l'environnement, sans homologie avec 

ceux de séquences de souches humaines provenant de l'hôpital, sont comparés aux profils de 

restriction de séquences de rotavirus du groupe A décrites dans des banques de données. Des 

homologies complètes ou partielles sont observées (Tableau 13) . 

Parmi les 3 profils de restriction identifiés dans les coquillages, seul le profil C est 

identique à un proril de restriction commun à 2 séquences de rotavirus, l'un d'origine simienne, 

l'autre humaine. Les deux protïls A et B ne présentent pas de similitudes complètes avec des 

profils de séquences de rotavirus. Toutefois, le profil A a des homologies partielles avec des 

séquences de rotavirus humains et animaux. Le plus fOrl pourcentage de similitudes est obtenu 

avec les deux profils des séquences de rotavirus simiens et humains précédemment rapprochés 

du profil C. Le profil A se différencie par l'absence de site Rsal. Bien que le degré de similitude 

du profil A avec celui d'une séquence de souche bovine (souche A5 de sérotype 03 [numéro 

d'accès: 001054]) soit plus faible (50 % d'homologie) , cette souche animale est la seule sur 93 

à posséder une séquence dont les fragments de restriction pour l'enzyme Rsal sont parfaitement 

identiques à ceux du profil A. Le profil B présente des homologies partielles également avec des 

profils de séquences de rotavirus de différentes origines aussi bien humaine qu'animales. Le 

maximum de similitude est obtenu avec un rotavirus humain souche B37, cette souche ne 

possède pas, sur la partie du gène étudié, de site TaqI. 
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Tableau 13 . Homologies entre les séquences détectées lors de l'étude en Loire-Atlantique 

" 
et les séquences de rotavirus du groupe A décrites dans les banques de données. 

• 

Données eA-pértmcntaJcs Bases de données • 

Profils Taille d es fragments • Pourcentage Taille des fragments • souche (s) VP7 (0) Origine Numéro 
Alul Rsa1 Sau3AJ Taql de slmilltude Alul Rsal Sau3AI Taql ou tsolat (1) sérotype d 'accession 

A 263 241 345 345 73% 263 342 342 342 s : HCR3 03 humaine L21666 
80 102 79 n .p . • n .p. s imienne M2 1650 

B 339 339 177 185 73% 342 342 179 342 s:B37 08 humaine J 04334 
158 161 163 

c 266 342 342 342 100% 263 342 342 342 s :HCR3 03 humaine L21666 
80 79 n.p. n .p . simienne M21650 . . 

0 180 255 148 255 1 ()()0,4, 196 268 163 263 1: 421 01 humaine 016326 
141 77 104 85 146 74 104 79 1: 80 01 humaine 016325 

80 75 s : A9 1A 01 humaine M93006 

E 339 339 180 339 100% 342 342 179 342 s : 837 08 humaine J04334 
16 1 163 

F 262 350 178 350 100% 263 342 179 342 n .p. 02 humaine Mll l64 
80 162 79 163 s : M48 02 humaine L11 605 

100% 266 342 179 342 s: CCI1 7 n .p. porcine L35056 
76 163 s : C134 02 porcine L35058 

0 265 342 176 228 100% 263 342 181 233 S : Austr:llla/5/77 02 humaine X00572 
80 159 117 79 16 1 109 

H 200 256 180 346 100% 196 268 179 342 1: K3 01 humaine 0163 17 
144 75 150 146 74 163 1: K17 01 humaine 016320 

1: K18 01 humaine 0163 19 
s : Cl 01 humaine 017717 
s: C2 01 humaine 017718 
s : C4 01 humaine 017720 
s : TEl 01 humaine 017721 
s : TE2 01 humaine 017722 
s : TE3 01 humaine 017723 

255 344 180 199 100% 263 342 179 202 n .p. 04 humaine A01321 
57 155 141 43 163 140 s : St Thomas 3 04 humaine X13603 

<50 32 s:PV5249 04 humaine M86490 

J 347 24 1 347 347 73% 3 42 241 342 209 s : A5 08 bovine 0 0 1054 
107 10 1 133 

K 28 1 344 184 268 77% 342 342 179 271 1: A253 0 11 porcine L24 163 
70 162 75 163 71 

77% 263 342 179 342 n .p. 02 humaine M111 64 
79 163 s: M48 02 humaine L11 605 

77% 266 342 179 342 s : CC li ? n .p . porcine L35056 
76 163 s : C 134 02 porcine L35058 

L 342 342 342 298 100% 342 342 342 301 1: C60 01 porcine L241 64 
50 41 n .p. 06 bovine M63266 

s:SAII 03 simienne J02354 
K02028 
V01546 

l\1 187 275 350 250 80% 196 268 179 263 s : \Va 0 1 humaine M2 1843 
147 80 90 146 74 163 79 K02033 

s: h."U 01 humaine 0 16343 
s : KI 01 humaine 016324 
s : K2 01 h umaine 016323 
s: K8 01 humaine 01 6344 
s : RV-4 01 humaine M64666 

• Les séquen ces de rota virus du groupe A sont décrites dans les banques de données EI\I!BL et OenBank sous le 
numéro d'accession décrit. 
• La taille des fragmen ts de reslrlcUon est calculée à partir des électrophorèses en gel d'agarosc. Le résultat est 
CJo.'Primé en patres d e bases. 
• Les profils d es séquences de rota virus sont calculés à partir de la position des sites de reslrlcUon sur le gèn e 
de la protéine VP7. La taille des fragments est C>..'Prlmée en patres de bases. 
• n .p . = n on précisé. 
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Dans les eaux de station, 2 profils de séquences virales obtenus à partir des eaux brutes 

(profils K et L) et 3 profils à partir des eaux épurées (profils C, E et J) n'ont pas d'homologie 

avec des séquences de souches humaines issues de la population infantine locale. Les profils K 

et J ne possèdent pas d'homologies complètes avec des profils de restriction de séquences 

virales connues. Les degrés de similitudes les plus importants pour ces deux profils sont 

obtenus avec des séquences de souches humaines et animales. Ainsi le profil K est proche 

(compte tenu de l'imprécision des mesures expérimentales des tailles des fragments de 

restriction) de 3 profils différents avec un degrés de similitude de 77 % pour chacun. Les 

séquences qui possèdent ces profils appartiennent à des souches virales d'origine humaine et 

porcine. Le profil J, comme le profil A isolé à partir des coquillages, possède un site de 

restriction seulement commun avec la souche bovine AS précédemment décrite. Ces deux 

séquences issues de l'environnement (profils J et A) ont autant de degré de similitude entre 

elles , que pour la souche bovine AS. Les profils C, E et L ont des homologies complètes avec 

celles de séquences de rotavirus humains et animaux. Le profil C, obtenu à partir des 

prélèvements de moules et d'eaux épurées, a des homologies avec le profil de séquences de 

virus simien et humain précédemment comparé avec le profil A. Le profil A présente également 

avec le profil C un degré de similitude comparable à celui qu'il a avec Je profil J. Le profil E est 

identique à celui d'une séquence d'une souche humaine 837 précédemment comparée au profil 

B. Par conséquent, Je profil B possède un degré de similitude avec Je profil E identique à celui 

qu'il a avec la séquence de la souche humaine 837. Enfin, Le profil L est Je seul profil 

parfaitement comparable avec celui de séquences de virus exclusivement d'origines animale, 

bovine ou porcine ou encore simienne. 

Les profils des séquences, détectées dans les prélèvements d'eaux de station communs 

aux profils obtenus à partir des prélèvements cliniques (profils D, F, G, H et 1), sont comparés 

avec les résultats des banques de données. Sur ces S profils, tous sont identiques à ceux de 

séquences de rotavirus décrits dans les banques de données. Ces virus sont généralement des 

virus d'origine humaine, à l'exception des séquences virales qui présentent le profil F. Ce profil 

F est comparable à 2 profils, l'un correspond à une séquence de rota virus humain Je second à 

des séquences de souches porcines. Ces profils de séquences de souches humaines et porcines 

ont été précédemment rapprochés du profil K (profil caractérisé à partir de séquences détectées 

dans un prélèvement d'eau brute). Ce profil K par conséquent présente des homologies avec Je 

profil F avec un degré de similitude de 77 %. 

Le profil M de séquences de rotavirus uniquement caractérisé à partir des prélèvements 

cliniques ne possède pas d'homologie complète avec des séquences de rotavirus décrites dans 

les banques de données. Toutefois, un fort pourcentage de similitude (80 %) est obtenu avec 

des souches de rotavirus humain de sérotype G 1. 
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DISCUSSION 



1. DEVELOPPEMENT DE LA RT-SEMINESTED PCR 

La contamination de l'environnement hydrique et des coquillages par les virus 

entériques est de plus en plus fréquemment rapportée. L'essor de ces données est en partie due 

au développement des méthodes de biologie moléculaire. Si certains virus se multiplient sur 

culture cellulaire de manière relativement facile comme les rotavirus ou les entérovirus, la 

multiplication en cultures cellulaires d'autres virus, comme le virus de l'hépatite A ou le virus 

de Norwalk, est encore aujourd'hui difficiles voire impossibles. Avec ces derniers, 

l'amplification enzymatique en chaîne est le moyen le plus adapté pour mettre en évidence leur 

présence dans des échantillons de l'environnement (Atmar et al., 1993). Avec les virus qui se 

multiplient in vitro, ces nouvelles méthodes permettent d'augmenter la sensibilité et la rapidité 

de détection par rapport aux techniques de culture cellulaire (Kopecka et al., 1993 ; Puig et al., 

1994). 

Bien que la PCR était utilisée pour la recherche des principaux virus entériques dans 

l'eau et les coquillages, lorsque ces travaux ont été entrepris aucune application de cette 

méthode n'était décrite pour la recherche des rotavirus dans l'environnement. La raison de ce 

retard était liée au développement encore récent des premières applications dans le diagnostic 

médical (Gouvea et al. 1990a ; Xu et al. 1990). Les conditions d'analyses décrites dans ces 

travaux ont été modifiées afin d'accroître la sensibilité de détection du génome viral dans des 

prélèvements d'eaux ou de coquillages. 

La séquence du gène de la protéine VP7 est choisie comme la séquence cible de 

l'amplification. En effet, ce gène est parfaitement connu et plusieurs amorces sont décrites 

permettant l'amplification des rotavirus. Ce gène comporte également des séquences différentes 

entre les virus du même groupe, ce qui permet de distinguer les souches sur la base de l'anal y se 

du RFLP des produits d'amplification (Gouvea et al., 1993 ; Vonsover et al., 1993). 

Les amorces Beg9 et End9 décrites par Gouvea et al. (1990a) sont complémentaires de 

séquences situées aux extrémités non codantes 5' et 3' du gène, ubiquitaires à l'ensemble des 

rotavirus du groupe A (Figure 12). Les amorces R1 et R2 sont décrites par Aores et al. (1990) 

comme étant complémentaires de séquences situées dans la partie codante du gène et également 

communes aux rotavirus du groupe A (Figure 12). L'amorce R1 est située entre deux régions 

du gène qui codent pour des domaines variables de la protéine et qui avec une troisième région 

variable forment le site antigénique reconnu par les anticorps neutralisants (Mattion et al., 
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1994). L'amorce R2 est complémentaire des premiers nucléotides codant pour le peptide signal 

de la protéine (domaine hydrophobe Hl) non retrouvé dans la protéine VfY7 mature (Mattion el 

al., 1994). L'amorce RO est complémentaire d'une séquence codante pour un domaine conservé 

de la protéine VfY7 des rotavirus du groupe A. Le rôle de ce domaine est imprécis, il a été 

considéré comme responsable de l'attachement des virus aux cellules lors de l'infection. En fait, 

il pourrait interagir avec la proteine VP4 auquel est attribué ce role dans la fixation des virus aux 

cellules (Crawford el al. , 1994 ; Mattion el al. 1994). 

Dans un premier temps, les amorces Beg9 et End9 sont utilisées pour amplifier la 

séquence entière du gène de la protéine VfY7 dont la longueur est de 1 062 pb (Figure 20). La 

sensibilité insuffisante de la RT -PCR n'est pas compatible avec les niveaux de contaminations 

virales dans l'environnement. L'amorce interne RO est utilisée pour réaliser une seconde 

amplification enzymatique à partir des produits de la première réaction, mais l'étude de la 

sensibilité ne montre pas d'amélioration. Malgré la recherche d'une séquence la plus 

ubiquitaire, il est possible qu'un appariement imparfait de l'amorce RO avec la séquence 

diminue l'efficacité de l'amplification et explique ce résultat (Eiden el al. 1991 ; Gouvea el al. 

1991). 

La RT-PCR réalisée avec Beg9 et RI permet d'amplifier une séquence correspondant 

aux 392 premiers nucléotides du gène (Figure 21). Dans les mêmes conditions d'analyse, la 

sensibilité est 10 fois supérieure à celle obtenue avec le couple Beg9 et End9. En seminested 

PCR, le couple RI et R2 permet d'augmenter encore de 10 fois la sensibilité de détection. Le 

rendement de la réaction pourrait être supérieur lors de l'amplification de fragments courts. Des 

structures secondaires dans l'ARN viral pourraient rendre difficile l'obtention d'ADNe entiers 

lors de réactions de rétro-transcription (Estes et Cohen, 1989). Mais aussi, comme l'indique 

Gouvea el al.. (1991), l'amorce End9 n'a pas une séquence parfaitement complémentaire avec 

le gène de la protéine VfY7 pour l'ensemble des souches virales, ce qui une fois de plus pourrait 

diminuer la sensibilité de la RT-PCR. La sensibilité de la RT-PCR est encore améliorée d'un 

facteur 10, par l'utilisation de l'HMM comme agent de dénaturation de la structure bicaténaire 

du génome des rotavirus. 

La sensibilité de la RT-seminested PCR est évaluée par deux méthodes différentes. La 

première est basée sur l'analyse de dilutions d'une souche virale de titre connu (Figure 23). Ble 

fournit un résultat exprimé en nombre de particules infectieuses en culture cellulaire par unité de 

volume. Cette sensibilité de 210' ff/ml est en valeur relative 100 fois inférieure à celle obtenue 

lors de la seconde étude effectuée par les analyses de dilutions d'un extait d'ARNdb de 

concentration connue. Bien que les souches utilisées pour nos deux expériences soient 

différentes, l'une animale (virus SAli) , l'autre humaine (virus contenus dans une selle) et que 

l'amplification puisse avoir une sensibilité différente selon les souches étudiées, ce résultat 
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pourrait exprimer le rapport existant entre le nombre de virus infectieux et le nombre de 

particules obtenues par culture cellulaire. En effet, une quantité non négligeable de particules 

incomplètes sont produites lors de la réplication du virus en culture cellulaire ou bien dans les 

entérocytes d'un malade (Estes, 1990). Ces particules non infectieuses pourraient néanmoins 

contenir l'ARN viral cible de l'amplification. Hejkal et al. (1984) estiment qu'à une particule 

virale, détectée par culture cellulaire à partir de selles, correspond environ 3,8 lOS particules 

virales non infectieuses. Cette importance du nombre de particule non infectieuses est confirmé 

par Ward et al. , (1986) qui mesure un rapport de l,56 104 virions pour un virus infectieux à 

partir de filtrat des selles d'un enfant infecté. En culture cellulaire, ce rapport pourrait être moins 

important et il serait estimé à un virus infectieux pour 100 particules (Estes, communication 

personnelle), une estimation qui est confirmée par nos résultats. 

Compte tenu du volume de coquillages analysés (25 g de chair de coquillages 

correspondent à un volume d'environ 20 ml), la sensibilité de détection des virus dans les 

coques de 1,3 104 ff/25 g est environ 3,5 fois supérieure à celle mesurée avec l'eau distillée. 

Cette différence est soit liée à des erreurs dans les dilutions, soit réelle. Dans ce dernier cas, la 

concentration des particules virales lors de la précipitation par le PEG des éluats de coquillages 

(la méthode en théorie concentre environ 5 fois les virus) pourrait expliquer ce résultat. 

La sensibilité de la RT-seminested PCR est de 0,07 pg d'ARN introduit dans le mélange 

réactionnel, ce qui équivaut à 3 500 copies d'ARN, ou encore à 30 virus infectieux. Cette 

sensibilité est légèrement supérieure à celle mesurée par Gouvea et al. (1990a) avec 0,2 à 1 pg 

d'ARN ou par Xu et al. (1990) avec 8 000 particules, à partir du même gène. Mais elle est 

moins bonne que celle décrite par d'autres auteurs qui ciblaient un gène différent et obtenaient 

une sensibilité de 500 copies d'ARN par RT -PCR du gène de la protéine VP6 (Wilde et al., 

1990) ou de 10 à 1 000 particules virales par RT-seninested PCR du gène de la protéine VP4 

(Gentsch et al., 1992). La sensibilité de détection des rotavirus est généralement inférieure (de 

10 à 1 000 fois) à celle mesurée avec d'autres virus entériques à ARN monocaténaires 

(entérovirus, virus de l'hépatite A), pour lesquels il est parfois détecté moins d'une particule 

infectieuse (Atrnar et al., 1993 ; Le Guyader el al., 1994b ; Kopecka et al. 1993). La 

dénaturation préalable à la rétro-transcription, diminue probablement la sensibilité par rapport 

aux résultats obtenus avec les virus à ARNsb (Wilde et al., 1990). 

La mobilité des séquences amplifiées est différente selon la nature du gel 

d'électrophorèse. En gel de pol yacrylamide, la taille des fragments apparaît pl us importante 

qu'en gel d'agarose (Figures 20 et 21). Ceci pourrait être dO à des structures secondaires, de 

l'ADN amplifié, différentes selon les souches analysées. Selon Laneet al. (1992), des torsions 

de la double hélice d'ADN seraient produites par la succession d'adénine qui crée une courbure 

de 20o/base (Lane et al. 1992). Or, dans le gène de la protéine VP7, il existe des enchaînements 

107 



de six bases adénine (Dessen el al., 1990), entraînant la formation de courbures avec un angle 

de 1200 de la molécule d'ADN. En gel de polyacrylamide, ces déformations retardent la 

migration du fragment par rapport à un fragment linéaire, par contre en gel d'agarose la 

migration n'est pas altérée (Lane el al. 1992). Ce phénomène observé lors des électrophorèses 

en gel de polyacrylamide pourrait expliquer les différences de tailles apparentes des fragments 

amplifiés à partir de différents extraits. 

Des séquences amplifiées non spécifiques de tailles variables (non expliquées par des 

différences de mobilité en fonction des séquences virales) sont observées (Figure 23). Il est 

alors nécessaire d 'augmenter la spécificité par hybridation moléculaire des produits 

d'amplification avec une sonde homologue de séquences de rotavirus. 

L'alignement des séquences de différents gènes viraux ne permet pas d'identifier une 

région hautement conservée entre les amorces RI et R2 de seminested PCR, il est donc difficile 

d'identifier une séquence commune à l'ensemble des rotavirus du groupe A (Dessen el al. , 

1991). En revanche un domaine de la protéine VP7 a une séquence en acides aminés conservée 

d'une souche à une autre (acides aminés 51 à 63) (Estes, 1990 ; Mattion el al., 1994). Celte 

région serait indispensable à la rétention de la protéine au réticulum endoplasmique lors de la 

réplication virale. La séquence de la sonde est celle de la séquence nuc\éotidique de la souche de 

rotavirus humain Wa qui code pour ces acides aminés (Figure 12, Tableau 4) . 

L'alignement de la séquence de la sonde avec celle de gènes de virus décrits dans 

GenBank, indique des homologies complètes avec 26 séquences, toutes de rotavirus d'origine 

humaine. Des homologies partielles (95 à 90 %) sont trouvées avec 3 séquences de rotavirus 

humains, 5 de rotavirus bovins el une séquence de rotavirus ovin (Dessen el al., 1990). 

Environ 44 % (35n9) des séquences de rotavi rus humains et animaux ont un fort pourcentage 

d'homologie avec la sonde. Mais la sonde semble plus spécifique des virus d'origine humaine, 

avec 85 % (29/34) des séquences humaines qui son t très homologues, contre seulement 17 % 

(6/35) des séquences de virus animaux. La sonde présente des pourcentages d'homologie plus 

faibles (inférieur ou égale à 85 %) avec les autres séquences de rotavirus dont le rotavirus SAIl 

(85 % d'homologie), mais aussi avec des séquences d'autres virus non entériques. La 

spécificité d'hybridation est obtenue par la température d'hybridation de 42 oC. A cette 

température la sonde ne devrait pas hybrider avec des séquences qui ne sont pas des séquences 

de rotavirus. En effet dans ces conditions, la sonde n'hybride pas avec la séquence du virus 

SA 11 (résultats non présentés) qui présente 85 % d'homologie. Il est également probable, que 

d'autres séquences de rotavirus principalement d'origines animales présentant un pourcentage 

d'homologie inférieur ou égal à 85 % ne sont pas reconnues. Malgré cela, les conditions 

d'hybridation n'ont pas été changées car il n'a pas été identifié de séquences plus ubiquitaires 

entre les amorces de seminested PCR. 
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LI. RT-PCR QUANTITATIVE 

L'emploi d'un contrôle interne compétitif est de plus en plus utilisé pour estimer le 

nombre de copies de génomes de virus à ARN et ADN dans des prélèvements cliniques ou de 

l'environnement par RT -PCR ou PCR (Atmar el al., 1995 ; Clossais Besnard et Andre, 1994 ; 

Ravaggi el al., 1995 ; Secchiero el al. 1995 ; Steffan et Atlas, 1991). Cette méthode ne 

nécessite pas l'analyse de séries de dilutions de l'échantillon à titrer, ni d'interrompre 

l'amplification avant que la phase plateau de la réaction d'amplification soit atteinte (Monisson 

et Gannon, 1994 ; Siebert, 1993). Le rapport entre la quantité de séquences ampl ifiées à partir 

de l'ARN viral et du contrôle interne est directement proportionnel à la quantité d'ARN viral 

introduite dans la réaction et le résultat est indépendant des variations dans les conditions 

d'amplification (concentration d'un des composants plus ou moins importante pouvant 

interférer sur le rendement de la réaction) (Siebert, 1993). Toutefois, cette technique n'a pas été 

appliquée au dénombrement de séquences d'ARNdb. 

Le contrôle interne réalisé dans le but de la quantification des rotavirus est compétitif, la 

séquence du contrôle interne, comme celle du virus, est reconnue par les amorces Beg9, RI et 

R2 (Figure 24). Mais aussi par sa structure ARNdb, le contrôle interne permet de tenir compte 

des rendements des étapes de dénaturation et de transcription précédant la réaction 

d'amplification. Le rapport entre la quantité d'ADN obtenue à partir de la séquence virale et 

celle obtenue avec le contrôle interne est mesuré par analyse densitométrique des gels colorés au 

nitrate d'argent. Cette méthode simple et rapide a également l'avantage d'être automatisée. 

L'intensité de la coloration est fonction du nombre de copies soumises à amplification, ceci 

dans une certaine limite (environ de 1 à 1 000 copies d'ARNdb analysées) (Figure 26). 

Cependant, il est toujours possible de diluer les échantillon riches en ARN viral avant l'analyse, 

pour se retrouver avec des résultats interprétables. 

Les résultats de l'amplification d'une quantité croissante d' ARN viral en présence d'une 

quantité constante de contrôle interne montrent l' existence d'une relation linéaire entre le rapport 

des produits d'amplification et le nombre de copies d'ARN viral initial (Figure 27). La RT-PCR 

réalisée avec le contrôle interne permet donc de comparer la quantité d'ARNdb viral dans des 

échantillons, sans réaliser de séries de dilutions, en comparant les rapports entre la quantité 

d'ADN amplifiés de virus et celle de contrôle interne. Toutefois, la relation est valable pour des 

différences de concentration en d'ARN viral et de contrôle interne variant de 0,1 à 100 fois. En 

présence d'un déséquilibre important entre le nombre de copies d'ARNdb des deux molécules , 

l'amplification de la molécule majoritaire se fait aux dépens de l'amplification de la molécule 

minoritaire. Ce rapport de molarité entre les deux molécules d'ARN est pris en compte pour 

l'analyse par RT -PCR quantitative, pour diminuer le risque d'amplifier une unique séquence. 
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Le contrôle interne peut-être également utilisé lors de réactions d'amplification, pour 

révéler la présence d'inhibiteurs (Cone et al., 1992). Mais l'usage du contrôle interne que nous 

avons réalisé n'est pas adapté à la RT-seminested PCR. Une confusion risque d'être faite entre 

les séquences amplifiées à partir du virus et des séquences non spécifiques (Figure 25). La 

formation d'hétéroduplex entre la séquence virale et le contrôle interne pourrait être responsable 

de ces séquences non spécifiques. Mais de façon plus général , ce phénomène est observé pour 

toutes les réaction de RT -seminested PCR réalisées avec un excès de séquences. 

III. STABILITE DU GENOME VIRAL ET MAINTIEN DU POUVOIR 

INFECTIEUX EN EAU DE MER 

Le principal inconvénient de la RT -PCR est de détecter des génomes de 

microorganismes (virus ou bactéries), sans donner d'information sur l'intégrité structurale ou 

fonctionnelle de ces microorganismes et éventuellement sur le maintien de leur pouvoir 

pathogène (Alvarez et al. , 1993 ; Bej et Mahbubani, 1992 ; Steffan et Atlas, 1991). Des études 

in vitro sont réalisées, pour suivre les cinétiques d'altération du pouvoir infectieux et le devenir 

de l'ARN des rotavirus en eau mer. L'objectif est d'évaluer les risques de détection par RT­

PCR de contamination en l'absence de virus infectieux. 

111.1. Devenir du virus SAll en eau de mer artificielle 

La stabilité du pouvoir infectieux du virus SA 11 en eau de mer est comparée à 

celle du génome viral. L'extraction au thiocyanate de guanidium permet d'obtenir le génome des 

rotavirus de manière simple, rapide et sa détection par RT-PCR ne nécessite pas de phase de 

purification des extraits. Les risques de variation dans les rendements d'extraction entre le 

contrôle interne et la séquence virale, ou de contamination entre les échantillons riches en ARN 

viraux sont ainsi réduits. 

La stabilité du génome viral dans l'eau de mer artificielle stérile est importante. Sur les 

100 premiers jours d'incubation, le rapport entre l'amplification de l' ARN viral et celle du 

contrôle interne ne varie pas de façon significative (Figure 30). L'ARN subit peut-être des 

altérations mais elles ne sont pas détectées par RT-PCR. En revanche, le titre infectieux des 

prélèvements décline régulièrement en fonction du temps (Figure 28). L'inactivation du virus 
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est environ 10 fois plus rapide à 20 oC qu'à basse température (Tableau 6) . Des phénomènes 

d'adsorption des virus aux parois des llacons ne peuvent pas expliquer ces résultats, car 

l'adsorption au verre est rapide (1 jour) et limitée par l'absence d'agitation (Ward et Winston, 

1985) . L'agrégation des virus entre eux pourrait également diminuer le titre en virus infectieux, 

mais cette agrégation n'est significative qu 'en présence de fortes concentrations de virus comme 

dans les selles (Melnicket Gerba, 1980 ; Williams, 1985), ce qui n'est pas le cas dans l'eau de 

mer étudiée. 

L'absence de mlcroorgarusmes (tout du mOInS au début de l'expérimentation) et 

l'identité chimique des eaux de mer artificielles incubées à 6 °Cet 20 oC permet de supposer que 

la température est le facteur déterminant. Cette relation avec la température a déjà été montrée 

pour les rotavirus ou pour d'autres virus entériques (Estes el al. , 1979 ; Meng el al. , 1987). 

Selon ces auteurs, l'élévation de température favorise la destabilisation de la capside virale, ce 

qui conduirait à une inactivation du virus. A l'opposé, les acides nucléiques n'étant pas détruits 

par une élévation de température, les ARN seraient toujours détectables en RT -PCR (Sam brook 

el al. 1989). 

Des résultats comparables ont été acquis lors d'une étude sur la stabilité de poliovirus en 

eau de mer synthétique stérile (Le Guyader el al., 1994a). Ces auteurs montrent que 118 jours 

sont nécessaires pour ne plus identifier en culture cellulaire de virus infectieux (titre initial de 

7 ,6 104 virus infectieux par ml), alors que les ARN viraux sont détectés par RT -PCR après au 

moins 272 jours d'incubation. Il semble toutefois, que l'ARN monocaténaire de poliovirus 

subisse des altérations (Enriquez el al. , 1993). L'évolution du génome de poliovirus suivi par 

hybridation moléculaire met en évidence une diminution de 1,5 unité logarithmique à 37 oC en 

75 jours dans un tampon salin (PBS) stérile. Là encore, ce déclin est moins important que celui 

du pouvoir infectieux qui diminue dans le même temps de 4 unités logarithmiques à 37 oc. En 

revanche à 15 oC, l'évolution des résultats de la culture cellulaire et de l 'hybridation moléculaire 

est comparable. La contamination des milieux stériles par des nucléases ne peut pas être exclue, 

en particulier les RNases sont des enzymes très résistantes pouvant être actives même après 

stérilisation par autoclavage (Sambrook el al. , 1989). Ces enzymes introduites ou présentes 

dans les milieux stériles pourraient être responsables de la dégradation du génome de 

poliovirus. Le génome du virus SAIl est peut être moins sensible aux RNases, ou alors l'eau 

de mer constitue un milieu défavorable à l'activité des nucléases, ou encore la capside des 

entérovirus est plus rapidement dégradée que la triple capside des rotavirus qui pourrait exercer 

une action protectrice plus durable sur le génome. 
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111.2. Devenir du virus SAil en eau de mer naturelle 

En eau de mer naturelle le titre infectieux diminue plus rapidement qu'en eau artificielle 

(Figure 28). Cene diminution est également accentuée par l'élévation de la température 

d'incubation qui comme en eau de mer synthétique est environ 10 fois plus rapide à 20 oc qu 'à 

6 oc (Tableau 6). La valeur du T90 de 2 jours à 20°C, obtenue avec le virus SAli dans l'eau 

d'Argenton, est comparable à celle décrite pour d'autres rotavirus (humain ou animaux), ou 

d'autres virus entériques dans des eaux de mer naturelles (Fujioka et al. , 1980). Cependant, 

dans certaines études le poliovirus est plus rapidement inactivé que le virus SAli, lui même 

plus sensible que le virus de l'hépatite A (Chung et Sobsey, 1993 ; Girones et al., 1989 ; Hurst 

et Gerba, 1980 ; Ward el al., 1986b). 

Les microorganismes ou les composants solubles d'origine microbienne comme les 

enzymes protéolitiques et nucléasiques, contenus dans les eaux naturelles, seraient responsables 

de la dégradation active des particules virales. De précédentes études montrent une diminution 

du pouvoir antiviral d'une eau naturelle lorsqu'elle est stérilisée par filtration, ou quand l'eau est 

autoclavée (Enriquez el al., 1993 ; Girones et al., 1989), ou subit encore d'autres traitements 

antimicrobiens comme une irradiation aux UV (Ward el al. 1986b). L'origine microbienne est 

encore avancée lorsque l'emploi d'antibiotiques (ampicilline et streptomycine) permet de 

préserver le pouvoir infectieux de poliovirus en eau de mer naturelle par rapport à l'eau non 

traitée (Fujioka el al., 1980 ; Girones et al., 1989) ; c'est également le cas quand des bactéries à 

Gram positif ou négatif, isolées à partir des eaux naturelles, suffisent pour restituer le pouvoir 

antiviral d'une eau autoclavée dans laquelle elles étaient introduites (Ward et al., 1986b). 

Cependant, la température d'incubation serait le facteur déterminant, qui conditionne la stabilité 

du pouvoir infectieux de façon plus significative que la nature de l'eau (Girones et al., 1989 ; 

Melnick et Gerba, 1980). Comme cela a été précédemment cité, la température agit en 

déstabilisant les capsides et en augmentant l'activité microbienne contenue dans l'eau naturelle 

(Fujioka et al., 1980; Ward et al., 1986b). 

Les activités microbiennes seraient également à l'origine de l'instabilité du génome viral 

en eau de mer naturelle (Enriquezet al., 1993 ; Tsai et Palmer, 1994; Ward el al., 1986b). Les 

résultats de nos travaux montrent une dégradation de l'ARN viral plus rapide à une température 

d'incubation de 20 oc qu'à 6 oc. Cependant, la différence entre les cinétiques de dégradation 

des ARN à 20 °Cet 6 oc est moins importante que celle du pouvoir infectieux dans les mêmes 

conditions (Figures 28 et 30). L'effet température pourrait agir également en augmentant 

l'activité d'organismes ou d'enzymes nucléasiques. L'instabilité de l'ARNdb du virus SAil est 

3,6 fois plus importante à 20 oc qu'à 6 oc (Tableau 6). Mais la température a un effet plus 

important sur la diminution du pouvoir infectieux que sur celle du nombre de copies d'ARN 
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viraux. La comparaison des T90 indique que la perte du pouvoir infectieux est de 2 à 4 fois plus 

rapide que la dégradation de l'ARN à 6 oC, contre de 7 à 9 fois à 20 oc. Ward et al. (1986b) 

suggèrent que la capside joue un rôle protecteur contre l'action des nucléases, et que l'altération 

préalable des capsides est nécessaire pour pennettre la dégradation des ARN. Selon Pancorbo el 

al. (1987), la perte du pouvoir infectieux, en eau douce naturelle, est plus rapide que la 

diminution de l'antigénicité, ce qui traduirait un maintien des structures de la capside après 

l'inactivation virale. 

Le rôle protecteur de la capside est confinné par l'interprétation des résultats obtenus en 

comparant la stabilité du génome nu et celle du génome encapsidé, dans l'eau de mer naturelle. 

L'ARN nu n'est plus détecté par RT-PCR après 2jours d'incubation à 10 oC, alors que l'ARN 

encapsidé est toujours présent après 6 jours (Tableau 7). Ces résultats sont comparables à ceux. 

obtenus avec le poliovirus dans l'eau de mer naturelle (Tsai el al., 1993 et 1995). Ces auteurs 

montrent également, qu'en 2 jours à 4 oC, le génome nu de poliovirus n'est plus détecté par RT­

PCR. Cette dégradation de l'ARN viral nu est beaucoup plus importante que celle du génome 

encapsidé qui est toujours détecté par RT -PCR après 21 jours d'incubation dans les mêmes 

conditions. Tsai el al. (1995) révèlent également que la stérilisation de l'eau favorise la stabilité 

du génome nu, confinnantainsi l'hypothèse précédemment décrite de l'origine microbienne des 

activités nucléasiques. 

La stabilité des rotavirus mesurée dans les conditions précédemment décrites ne reflète 

pas dans l'absolu le devenir des rotavirus naturellement rejetés dans l'environnement. Le virus 

SA Il est choisi comme modèle des rotavirus Certaines souches animales pourraient présenter 

une stabilité de la capside supérieure à celles d'origine humaine (Estes , 1990). Vaughn el al. 

(1987) montrent que le virus simien SA Il est moins sensible à l'ozone que le virus humain 

Wa; bien que pour d'autres traitements (physiques ou chimiques), la sensibilité ou la 

résistance du rotavirus virus SAli soit peu différente de celle du rotavirus Wa (Meng el al. , 

1987 ; Vaughn el al., 1986). Egalement, dans les conditions naturelles , les rotavirus ne sont 

pas sous la fonne de particules libres. Dans le milieu hydrique ils ont la propriété de s'adsorber 

rapidement aux. sédiments, ce qui généralement favorise le maintien de leur pouvoir infectieux 

(BennanetHoff, 1984;Hejkaletal., 1979;LaBelleetGerba, 1979, 1980 et 1982; Williams, 

1985). L'étude que nous avons réalisée ne prend pas non plus en compte, l'effet d'apports de 

matières organiques comme source de nutriments pour les microorganismes. Ce facteur pourrait 

en augmentant l'activité microbienne, réduire le temps de survie des virus entériques, ou bien 

protéger les vi rus en leur pennettant de s'adsorber sur les microorganismes (Fujioka el al., 

1980 ; laBelle et Gerba, 1982 ; Melnick et Gerba, 1980). Enfin, l'absence de lumière tout au 

long de cette expérience pourrait favoriser la stabilité des rotavirus, qui comme les autres virus 

entériques sont sensibles aux UV (Chang el al., 1985 ; Melnick et Gerba, 1980 ; Meng et al., 

1987; Smimov el al., 1991 ; Sobsey, 1989). 
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Ainsi, les études in vitro réalisées au cours de ce travail ne reflètent que partiellement la 

réalité, sur le devenir des rotavirus en eau de mer. Cependant, les résultats pourraient indiquer 

que les rotavirus rejetés dans le milieu marin perdent leur pouvoir infectieux plus rapidement 

que leur génome ne subit des altérations ne permettant ainsi plus de l'amplifier. De plus, l'eau 

de mer contaminée véhiculerait essentiellement des particules virales et la détection d 'ARN nus 

par RT -PCR serait moins fréquente, en raison de l'instabilité de l'ARNdb une fois libéré. Les 

rotavirus, dans le milieu marin, seraient donc majoritairement sous forme de particules non 

infectieuses. Après un rejet en mer de virus infectieux, la proportion entre le nombre de 

particules infectieuses et le nombre total de virions est fonction du temps de séjour, des 

caractéristiques biologiques de l'eau et de sa température. La température est le principal facteur 

influençant le devenir des virus, par son action physique mais indirectement en activant les 

enzymes microbiennes présentes dans le milieu. En hiver et au début du printemps, quand la 

température de l'eau est basse, le risque de détection de rotavirus infectieux par RT-PCR est 

plus importante, qu'en été dans des eaux plus chaudes ; néanmoins, le risque n'est pas 

totalement absent dans le cas d'une contamination récente. 

IV. CONTAMINATION DU LITTORAL MARIN PAR LES ROTAVIRUS 

IV .1. Contamination des coquillages 

Peu de travaux décrivent la détection de rotavirus dans des coquillages naturellements 

contaminés. Comme nous J'avons précédemment montré, Boher (1991) détecte la présence de 

rotavirus par culture cellulaire dans des huîtres. La concentration virale atteint Hf ff/100rnl de 

chair de coquillages. Or la sensibilité de la RT-seminested PCR est 10 fois supérieure à ce 

niveau de contamination, néanmoins seules les particules infectieuses sont détectées par culture 

cellulaire. Il est donc nécessaire de savoir si la RT -seminested PCR est adaptée pour déceler la 

présence de contaminations virales dans des coquillages naturellements contaminés. 

Au cours des études in situ (Morbihan et Loire-Atlantique), 44 prélèvements de 

coquillages ont été analysés. Différentes espèces ont été collectées : des coquillages fouisseurs 

tels que les palourdes et les coques, ainsi que des coquillages non fouisseurs comme les huîtres 

et les moules. La présence de rota virus est mise en évidence dans 25 % ( 11144) des 

prélèvements de coquillages. 
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Comme de précédentes études sur les rotavirus et sur d'autres virus entériques l'ont 

montré (Boher 1991 ; Goyal el al., 1983), il n'existe pas de relation entre le niveau de 

contamination en coliformes fécau,x et la présence d'ARN viral dans les coquillages analysés. 

Les prélèvements de coquillages positifs par RT-seminested PCR ont dans 45 % (5/ 11) des cas, 

un niveau acceptable de coliformes fécaux « 300 coliformes pour 100 g de chair de 

coquillages). Inversement, sur les 52 % (23/44) des prélèvements contaminés par les bactéries 

entériques (concentration supérieure au seuil de salubrité) 26 % (6123) sont également trouvés 

contaminés par les rotavirus. 

Pour un même site d'étude, des différences importantes dans la contamination virale 

sont trouvées en fonction des coquillages analysées. Pour la baie de La Baule, 58 % (7/12) des 

prélèvements de moules sont positifs par RT-seminested PCR, alors qu'aucun prélèvement de 

coques ne permet de déceler la présence de contamination par les rotavirus (Tableau Il). Deux 

hypothèses peuvent expliquer l'absence de contamination d'un point de vue virologique des 

coques. Soit les coques analysées ne sont pas contaminées du fait par exemple de leur mode de 

vie (organismes fouisseurs). Cette hypothèse est en contradiction avec les résultats rapportant la 

présence de rotavirus en concentration plus abondante dans les sédiments que dans l'eau sus­

jacente (Rao el al. , 1984) et sur le rôle des particules sédimentaires dans la contamination des 

coquillages (Landry el al., 1983). Toutefois, nous avons cité une étude montrant l'altération du 

pouvoir infectieux de rotavirus au contact de sédiments (Chung et Sobsey, 1993). Cette 

diminution du pouvoir infectieux, comme nous l'avons précédemment montré, peut 

s'accompagner d'une dégradation de l'ARN viral. 

Mais l'hypothèse la plus probable est celle d'une contamination des coques non mise en 

évidence par la technique employée. En effet. 41 % (5/ 12) des extraits d'acides nucléiques 

purifiés obtenus à partir des prélèvements de coques contiennent des inhibiteurs de la RT­

seminested PCR, contre 8 % (l /12) seulement des extraits obtenus à partir des moules. La co­

purification d'inhibiteurs comme les acides humiques dans les coquillages peut entraver la 

détection des virus (Atrnarel al., 1993). La mise en évidence des inhibiteurs peut s'effectuer en 

introduisant directement dans les échantillons le contrôle interne d'amplification précédemment 

décrit, pour témoigner du bon déroulement des réactions enzymatiques d'amplification (Cone 

et al. , 1992). Mais comme les essais réalisés sur le contrôle interne le montrent, l'interprétation 

de la RT-seminested PCR est gênée par la formation d'hétéroduplex. 
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En raison des risques de contamination (obtention de faux positifs) ou de perte de 

matériel génétique (faux négatifs), des purifications supplémentaires ne sont pas effectuées sur 

les extraits contenant des inhibiteurs. En revanche, de récents travaux sur la contamination 

virale des coquillages montrent que les virus se concentrent essentiellement dans les organes 

digestifs de l'animal (Romalde et al., 1993). Des extractions réalisées uniquement à partir de 

l 'hépato-pancréas et du tube digestif augmentent la sensibilité et diminuent également les risques 

d'inhibitions apportées par les autres tissus (Atmarel al. , 1995). 

Les coquillages prélevés dans la région du Morbihan ont également été utilisés pour 

rechercher la présence d' ARN du virus de l'hépatite A et d 'entérovirus (Annexe 6). Lorsque ces 

résultats sont comparés à ceux obtenus sur la détection des rotavirus, dans un cas l' ARN de 

rotavirus est le seul à être mis en évidence, à deux reprises, l' ARN du virus de l 'hépatite A est 

détecté en même temps que l' ARN de rotavirus et un cas de triple contamination est observé. 

Des prélèvements de coquilages étaient également contaminés par de l' ARN du virus de 

l'hépatite A ou/et d'entérovirus, mais sans trace de séquences de rotavirus. Ces données 

confirment de précédentes observations sur l'absence de relation entre les contaminations par 

les différents virus dans l'environnement comme les eaux marines ou les coquillages (Boher, 

1991; Gerba et al., 1979 ; laBelle et al. , 1980). 

IV.2. Contamination des eaux 

La RT -seminested PCR a été également utilisée pour rechercher des contaminations 

virales dans des eaux de rivière des eff1uents de station et des eaux usées naturellement 

contaminées. En Martinique, l'aspect lié à l'assainissement des zones rurales, urbaines et 

touristiques est actuellement considéré comme une préoccupation majeure pour les prochaines 

années. Lors des différentes campagnes de prélèvements, il a été constaté que de nombreux 

rejets urbains échappent encore aux procédés d'épuration et les stations présentent souvent des 

capacités de traitement insuffisantes (Pommepuy et Le Guyader, communication personnelle). 

L'analyse des prélèvements d'eaux de surface du littoral de la baie de Fort de France met en 

évidence la contamination des eaux par les rotavirus, en particulier à partir des prélèvements 

effectués dans la région nord de la baie de Fort de France, où se concentre essentiellement la 

population et également à la pointe sud de la baie qui est en voie d'urbanisation (Figure 13, 

Tableau 9). En revanche, il n'est pas détecté de rotavirus dans les prélèvements effectués à 

l'est, surtout industriel. 
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Ces données sur la présence de rotavirus dans les prélèvements d'eaux ont pu être 

comparées avec les résultats d'analyses menées en parallèlesur la contamination virale (virus de 

l' hépatite A et entérovirus) et sur la charge bactérienne (coliformes fécaux) (Annexe 7). Lors de 

l'étude sur la qualité microbiologique des eaux, tous les prélèvements analysés qui sont 

contaminés par les rotavirus, contiennent également des séquences du virus de l' hépatite A et/ou 

d'entérovirus. Jamais de séquences de rotavirus ne sont trouvées seules, alors que les 

entérovirus et le virus de l'hépatite A sont détectés en l'absence de rotavirus. De plus, les 

résultats de ces études ne montrent pas de corrélation significative entre la présence de bactéries 

et de virus entériques. En effet, si certains prélèvements, très contaminés bactériologiquement, 

sont contaminés par les virus, la présence de virus est également détecté dans les prélèvements 

d'eaux dc rivières peu ou faiblement contaminées en coliformes fécaux (Annexe 7) . 

Comme pour les prélèvements de coquillages, il n'y a pas de corrélation significative 

entre la contamination virale et bactérienne. La détection de différentes espèces virales dans les 

eaux de surface, ainsi que l'absence de relations entre les contaminations virales et bactériennes, 

est fréquemment décrite (Deetz el al., 1984; Gerba el al., 1984b ; Keswick el al., 1984 ; Rose 

el al., 1987 ; Smith et Gerba, 1982). Des observations comparables sont faites à partir de 

prélèvements d'eaux estuariennes et marines (Gerba el al., 1979 ; LaBelle el al., 1980). 

Ces résultats sur la qualité des eaux de rivière sont certainement liés au manque de 

structure d'assainissement dans la ville de Fort de France ou au dimensionnement insuffisant 

des structures existantes par exemple au sud de la baie (Pommepuy et Le Guyader, 

communication personnelle). La dissémination de ces virus dans les eaux de baignades et dans 

les zones de production coquillaires (les coquillages "soudons" consommés par les touristes en 

Martinique) pourrait poser des problèmes de santé publique. 

Les eaux de la station d'épuration de Livery en Loire-Atlantique ont été également 

analysées par RT-serninested PCR (Tableau 11). Au niveau de la station, les prélèvements 

d'eaux épurées sont plus fréquemment contaminés que ceux d'eaux brutes. La présence 

d'inhibiteurs dans deux extraits d'eaux brutes peut expliquer les résultats négatifs de la RT­

seminested PCR. Pour les mêmes raisons précédemment citées, une purification supplémentaire 

n'a pas été entreprise pour ces extraits (Figure 36). La différence de contamination est 

égalementexphquée par des origines différentes des eaux brutes et des eaux épurées. En effet, 

le prélèvement d'eau épurée ne correspond pas à la même masse d'eau brute qui a subi 
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l'ensemble du traitement d'épuration. Les deux prélèvements sont effectués presque 

simultanément alors que le traitement prend plusieurs heures, la durée étant fonction des flux 

d'eaux usées entrant dans la station (M. Guerin, responsable de la station de Livery, 

communication personnelle). De plus, les eaux épurées correspondent à des eaux 

homogénéisées par le procédé d'épuration, alors que les prélèvements d'eaux brutes sont des 

eaux d'une qualité plus hétérogène dans le temps qui est le reflet de l'activité dans les foyers 

raccordés au réseau. 

Ces résultats comme CelL'I[ obtenus à partir des prélèvements de la Martinique montrent 

que les traitements de décantation et de floculation ne débarassent pas les eaux de la 

contamination virale. Plus de 50 % (16/31) des prélèvements d'effluents et des eaux de rivières 

rejetées ou destinées à être rejetés en mer sont contaminés. 

IV.3. Relation épidémiologique entre la contamination du littoral et l'état 

sanitaire de la population 

Peu de travaux ont mis en relation la présence des virus entériques dans les coquillages 

avec la contamination des eaux de station ou avec les souches infectant la population. Pourtant , 

une telle relation épidémiologique entre les virus présents dans les selles, leur dissémination 

dans l'environnement et une possibilité de réinfection de la population via les coquillages 

contaminés. a été proposée par Gerba el al. dès 1975. Ce cycle a été argumenté par la 

caractérisation de virus dans différents échantillons naturels ou par la capacité des virus à 

persister dans les différents milieux. L'une des difficultés rencontrées dans de telles études 

épidémiologiques réside dans la caractérisation des souches identifiées pour pouvoir les 

comparer entre elles. 

L'amplification enzymatique procure à partir des échantillons contaminés une partie du 

matériel génomique viral . L'analyse de la séquence complète, ou du RFLP du fragment amplifié 

permet de caractériser les virus (Gouvea et al., 1993 ; Ushijima el al. 1994 ; Vonsover el al., 

1993). Une telle approche a été recemment employée pour comparer les séquences génomiques 

de virus de l'hépatite A ou de virus de Norwalk impliqués dans des épidémies et des séquences 

virales amplifiées à partir de coquillages contaminés (A paire-Marchais el al., 1995 ; Le Guyader 

el al., 1995b). Mais la comparaison des séquences n'a pas permis d'assimiler les deux 

évènements, contaminations des coquillages et infections humaines à la même souche. 

118 



L'analyse du RFLP des séquences amplifiées a été utilisée pour établir des relations 

entre la contamination de l'environnement littoral et le contexte épidémiologique des infections à 

rotavirus. Les relations épidémiologiques présentées dans cette étude s'appuient sur l'identité 

des profils de restriction des séquences amplifiées. Mais l'analyse du RFLP ne permet pas 

d'affirmer l'identité des souches virales. Une partie seulement du gène de la protéine VP7 est 

analysée (303 pb sur 1 062 pb) et ce gène représente seulement 6 % du génome total (la taille du 

génome est d'environ 18 522 pb). C'est donc sur moins de 2 % du génome que sont 

recherchées les similitudes. 

Lors de la période d'échantillonnage effectuée en Martinique, une recrudescence des 

infections à rotavirus semblait atteindre les enfants martiniquais. De telles recrudescences sont 

observées tout au long de l'année dans l'île (Laboratoire d'analyse de l'hôpital de Fort de 

France, communication personnelle). Au moins deux souches sont à l'origine de la 

contamination des eaux de surfaces prélevées autour de la baie de Fort de France, mais ces 

souches sont différentes de celles caractérisées à partir de selles d'enfants malades pendant la 

même période (Figures 32 et 34). Ces selles prélevées à l' hôpital n'étaient peut-être pas 

représentatives de toutes les infections survenues dans la population. Les profils de restriction 

des séquences amplifiées à partir des prélèvements ont donc été comparés aux résultats de 

banques de données. L'une des séquences virales tmuvée dans les eaux au nord de la baie est 

très certainement d'origine humaine. L'origine de la seconde est moins précise mais 

probablement animale (Tableau 10). 

La relation entre la contamination des coquillages par les rotavirus, la contamination des 

eaux de station d'épuration et les infections survenant dans la population, a été étudiée à partir 

des résultats des analyses effectuées sur les prélèvements de coquillages et d'eaux de station 

effectués en Loire-Atlantique. La comparaison des fréquences de contamination des coquillages 

et des eaux de station montre que la contamination des moules de la plage Benoît pourrait être 

liée à la contamination virale des rejets de la station de Livery lors des mois d'hiver, de 

printemps et d'automne (Tableau Il). 

La caractérisation des séquences virales obtenues à partir des extraits d'eau de station et 

de moules, ne permet pas d'établir clairement une relation entre les deux contaminations (Figure 

38). La diversité des séquences virales, révélée par la diversité des profils de restriction, est 

plus importante dans les eaux épurées que celle observée dans les moules. Seul un profil de 

restriction est commun aux deux types de prélèvements et des homologies partielles (pouvant 

correspondre à une origine commune) rapprochent les autres séquences. Cette diversité moins 

importante dans les coquillages est comparable à celle détectée dans les eaux de surface de la 

Martinique. Comme l'indiquent les résultats de l'étude in vitro sur l'amplification compétitive, 

la diminution du nombre de séquences différentes, détectées par RT -seminested PCR, peut être 
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due à la détection seulement des génomes viraux les plus abondants; ou bien, les séquences 

isolées dans l'environnement correspondent à des particules virales plus résistantes que d'autres 

aux conditions physico-chimiques rencontrées dans le milieu extérieur. Par exemple les 

rotavirus animaux perdraient moins facilement leur capside externe que les virus humains 

(Estes, 1990). 

L'origine de ces séquences virales trouvées dans les prélèvements de moules est 

imprécise (Tableau 13). Elle est parfois attribuée à des virus humains, mais aussi rapprochée de 

virus bovin (l'hypothèse de rencontrer des virus simiens étant peu probable). Cette disparité 

dans l'origine des virus est également retrouvée dans les eaux de station (Tableau 13). Certaines 

séquences virales ont des profils comparables à ceux de séquences de rotavirus animaux, 

bovins, ou porcins, mais la majorité correspond àdes séquences de virus d'origine humaine. 

Cette dominance ne semble pas liée à un déséquilibre entre le nombre de rotavirus 

humains et animaux décrits dans les banques de données, car il y a presque autant de virus des 

deux origines décrits dans GeneBank et EMBL (47 rotavirus humains contre 46 virus animaux, 

mais par espèce l'origine humaine est majoritaire [Annexe 1)) (Dessen el al., 1990). La 

prépondérance de virus humains est expliquée par le fonctionnement du collecteur de la station 

de Livery, qui véhicule les eaux provenant d'équipements sanitaires et non d'exploitations 

agricoles, mais ceci n'explique pas la présence de rotavirus animaux. En effet, les excréments 

animaux sont soit stockés dans des fosses ou sur des lisiers puis utilisés pour amender les 

terres cultivées, ou bien laissés sur les lieux de pâturages. Cependant la station traite 

fréquemment des eaux de vidanges apportées par camion dont l'origine est parfois imprécise et 

la décharge illicite d'eaux usées provenant d'abattoirs a été constatée (M. Guerin, responsable 

de la station de Livery, communication personnelle). Il est également envisageable que des 

rotavirus animaux puissent infecter l'homme, généralement en provoquant des infections 

bénignes ou asymptomatiques (Hoshino et Kapi kian , 1994). 

A la différence de l'étude réalisée en Martinique, des similitudes entres les séquences 

virales détectées dans les eaux épurées et dans les selles d'enfants sont observées (Figure 38). 

La relation entre la recrudescence des infections à rotavirus et la contamination des eaux épurées 

est accentuée par l'augmentation simultanée de la diversité des souches en circulation dans la 

population et l'augmentation de la diversité des séquences virales dans les eaux épurées. Une 

quasi simultanéité (au mois près) d'apparition de certains profils obtenus à partir des selles 

d'enfants et des eaux de station est observée et conforte l'hypothèse que l'apparition des cas 

cliniques à l'hôpital de Saint-Nazaire reflète l'augmentation des infections à rotavirus au niveau 

de la population (les eaux usées de l'hôpital n'étant pas traitées par la station de Livery). 
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Ce décalage dans l'apparition des souches peut être une explication de l'absence de 

corrélation trouvée en Martinique, où les échantillons cliniques ont été prélevés sur un jour. 

Malgré le suivi régulier des infections cliniques lors de l'étude en France métropolitaine, la 

relation n'est pas absolument fidèle. Certaines souches dont l'origine est humaine étaient 

identifiées à partir de la contamination des eaux de station et non à partir des selles. Comme 

nous l'avons précédemment cité, ces souches de rotavirus ont provoqué des infections 

asymptomatiques, ou des troubles ne nécessitant pas une hospitalisation (Kapikian et Chanoc, 

1990 ; Christensen, 1989). Toutefois, ces sujets seraient capables d'excréter dans leurs selles 

des particules virales (Ward et al. , 1986b). 

Lors de cette étude sur le littoral Loire-Atlantique, la diversité des contaminations et des 

infections se restreint au mois d'hiver et du printemps, ce qui souligne le caractère saisonnier de 

ce phénomène qui correspond aux recrudescences hivernales et printanières généralement 

décrites pour les pays tempérés (Figure 3) (Cook et al. 1990). Une telle diversité des virus à 

l'origine de la contamination des eaux ne semble pas avoir été décrite auparavant. Des études 

épidémiologiques sur des infections à rotavirus montrent l'identification de différents sérotypes 

et électrophérotypes de souches de rotavirus lors d'un même mois ou lors d'une même période 

de recrudescence (Noel el al. , 1991 ; Tabassum el al., 1994). La majorité (33 %) des profils de 

restriction, caractérisés à partir des séquences virales détectées lors des études in situ, 

correspond à des séquences de rotavirus de sérotype G 1. Ce sérotype serait le plus 

fréquemment caractérisé à partir des souches virales humaines (Woods el al. , 1992). Mais il est 

également montré qu'une telle dominance de sérotypes peut changer d'une année à l'autre (Noel 

el al., 1991). 

L'analyse du RFLP montre des similitudes entre les séquences virales détectées en 

Martinique et en France métropolitaine (Figures 32, 34 et 37). Le profil de restriction caractérisé 

à partir des séquences détectées dans les prélèvements d'eau au nord de la baie de Fort de 

France (profil EMa) est identique au profil D obtenu à partir des eaux de station d'épuration 

Livery et des selles d'enfants hospitalisés à Saint Nazaire. La séquence détectée dans l'eau 

prélevée au sud de la baie (profil EMb) est comparable à une séquence détectée dans les eaux 

brutes de la station d'épuration (profil L) . Les selles d'enfants Martiniquais contiennent 

également des séquences virales aux profils comparables à ceux caractérisés à partir de souches 

humaines et d'eaux de station d'épuration (SMa = Profil 1 ; 5Mb = Profil H et SMc = Profil F). 

L'origine humaine commune à tous ces virus, détectés dans l'environnement et dans les 

prélèvements cliniques, explique certainement ces similitudes. 
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CONCLUSION 



La RT-seminested PCR associée à l'analyse du RFLP est une technique sensible et 

spécifique permettant d'obtenir des informations sur la présence d'une contamination virale et 

sur son origine. Ces données sont importantes pour mesurer l'impact de la dissémination des 

particules virales sur la qualité de l'environnement et pour établir des relations avec le 

développement d'infections dans la population humaine. 

Le principal avantage de l'analyse du RFLP par rapport au séquençage réside dans la 

facilité de mise en évidence de la dive[!;ité des séquences virales détectées dans les 

prélèvements. Inve[!;ement l'analyse de cette diversité, telle que nous l'avons exécutée, est 

fastidieuse. Le clonage de séquences amplifiées et l'analyse du RFLP des différents clones 

pourraient être envisagés pour simplifier l'identification des différentes souches à l'origine de la 

contamination d'un échantillon. 

La méthodologie présentée dans ce travail, bien qu'ayant donné des résultats 

satisfaisants pourrait être améliorée. La concentration des virus à partir de l 'hépato-pancréas des 

coquillages est actuellement évaluée au laboratoire ainsi que l'extraction des ARN au 

thiocyanate de guanidium ou la purification par le CT AB afin de réduire la présence 

d'inhibiteurs. Les premie[!; résultats révèlent la présence de rotavirus dans des prélèvements de 

coques, résultats qui auparavant n'avaient pas été obtenus lors d'analyses de coquillages 

naturellement contaminés. Ce nouveau protocole de préparation des échantillons semble donc 

mieux adapté à l'analyse de différentes espèces de coquillages. 

Une des améliorations majeures apportée à la technique de détection par RT -PCR est la 

possibilité d'obtenir une estimation quantitative du résultat. Le contrôle interne tel que nous 

l'avons développé nous a permis d'évaluer le nombre de particules virales présentes lors 

d'essais in vitro réalisés pour évaluer la pe[!;istance du virus dans dive[!;es conditions. Cene 

technique réalisée en parallèle avec la culture cellulaire a montré qu'il pouvait exister, en eau 

naturelle et à basse température, une corrélation entre la présence de particules virales 

infectieuses et la détection du génome viral par RT-PCR. Cette méthode, bien que nécessitant 

encore des améliorations techniques, pourrait trouver son application dans de nombreuses 

expérimentations comme par exemple le suivi de l'épuration de coquillages contaminés. 
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Le travail expérimental réalisé a permis de montrer la présence de souches de rotavirus 

dans 1 'environnement. Si les risques d'une contamination bactérienne et virale sont connus pour 

les gisements de coquillages situés à proximité de rejets d'eaux polluées, en revanche, cette 

étude révèle que lors de périodes de recrudescence des infections à rotavirus, les stations 

d'épuration disséminent dans l'environnement un grand nombre de souches d'origine humaine 

ou animale. Il semble donc que la diversité des souches d'origine humaine détectées dans 

l'environnement soit liée au contexte épidémiologique des infections à rotavirus dans la 

population. Cette relation doit être confirmée par de nouvelles études in situ sur au moins une 

année supplémentaire, car la diversité des souches dans une population évolue. Ainsi, sur 

l'année 1994 dans la population infantile du littoral Loire-Atlantique, la diversité des souches 

était moins importante. Cette diminution de la diversité est-elle accompagnée d'une diminution 

de la diversité des souches dans les eaux usées ? 

La détection de contaminations virales par RT -PCR dans l'environnement, pendant les 

mois d 'hiver, est importante sur le plan du risque sanitaire. En effet, les études in vitro 

montrent une relation plus étroite entre la détection de l'ARN viral et la présence de rotavirus 

infectieux à basse température. Des études complémentaires, en présence de sédiments, d'une 

agitation, de lumière, de matière organique ou après action de désinfectants, permettraient 

d'évaluer précisément leur devenir dans l'environnement. D'autre part, il serait intéressant 

d'étudier grâce à des méthodes biochimiques l'effet de différents désinfectants (UV, ozone, 

acide peracétique) sur les constituants du virion (structure de la capside, protéines, acides 

nucléiques). La connaissance des mécanismes et des cinétiques d'action des désinfectants est 

fondamentale pour utiliser un traitement à bon escient et réduire de façon importante le rejet de 

virus infectieux dans l'environnement. 

Parallèlement aux altérations importantes des virus dans l'environnement entraînant leur 

inactivation, n'y aurait-il pas des modifications des acides nucléiques, ou des protéines de 

structures ? Ces composants impliquées dans l'attachement aux cellules et/ou dans la 

transcription pourraient alors peut-être modifier les possibilités de réplication virale. Dans 

l'éventualité de telles modifications, il est important de développer des techniques sensibles et 

fiables qui peuvent apporter des réponses sur l'état des différents composants du virion. 
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ANNEXES 



Annexe 1 

Profils de restrictions calculés à partir des séquences 
décrites dans les banques de données GeneBank et EMBL 

Taille des fragments de restriction (en pb) Rotavirus du groupe A 

Alul là al Sc:w3AI Taql Nom 
5'AG/ CT3' 5'GT/AC3' 5' / GATC3' 5'T/ CG A3 ' 

de la séquence Origine 
3'TC\GA5' 3'CA\ TG5' 3'CTAG\5' 3'A GC\ T5' 

342 342 342 342 013549 
R01VP7 Equine 

ROBVP7G Bovine 

PRWP7Y Porcine 
342 342 342 301 

41 ROSVP7 
R01G9 Simienne 
ROSI11 
REVP7 

342 342 300 342 
ROBVP7A Bovine 42 

342 342 179 
163 

342 ROHVP7B37 Humaine 

263 342 342 342 ROHVP7X Humaine 
79 

RORVP7 Simienne 

146 342 342 342 
117 R01G14 Equine 

79 

146 342 342 342 
120 

76 MR08430 Murtne 
23 

342 342 300 301 
PRVC95X 42 41 Porcine 

342 342 179 271 
Porcine 163 71 PRWP7X 

342 342 255 233 
87 84 ROBVP7 Bovine 

25 

342 342 163 131 
123 109 HRA64SP8 Humaine 
56 95 

7 

342 . 241 342 209 ROB5VP7 Bovine 101 133 

263 342 342 206 
79 109 ROH CAPS PRO Humaine 

27 
123 342 342 182 
120 160 
44 MR08420 Murine 

32 
23 

278 342 342 160 
64 141 ROBVP7B60 Bovine 

41 

342 298 179 342 ROTVP7X Ovine 
44 163 

342 216 179 342 REOPR9 Porcine 126 163 ROBA44VP7 
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Annexe 1 (suite) 

Taille des fragments de restriction (en pb) Rotavirus du groupe A 

A lul Rsal Sau3Al Taql 
Nom 

5 'AG/ CT3' 5'GT/ AC3' 5 '/GATC3' 5'T/CG A3' 
de la séquence Origine 

3'TC \ GA5' 3 'CA\TG5' 3'CTAG\ 5' 3 'A GC \ TS' 

342 144 171 342 
129 171 ROTOUTCAP Humaine 
69 

266 342 179 342 PRVOCPVB 
76 163 PRVOCPVD Porcine 

263 342 179 342 R02VP7S2 
Humaine 79 163 R01VP7C 

263 342 179 342 
43 163 ROBKK3VP7 Bovine 
32 

263 342 171 342 
43 163 PRVOCPVC Porcine 
32 8 

263 342 163 342 PRVVP7 Porcine 43 114 
32 65 

263 298 342 342 
43 44 ROHVP7P Humaine 
32 

342 145 179 206 ROTVP7B 
135 163 136 ROTVP7C Humaine 
62 ROTVP7D 

278 342 219 301 ROBVP7NCD Bovine 64 109 4 1 

263 342 181 233 
REROHU5G Humaine 

79 161 109 
263 342 179 206 

PRVOCPVA Porcine 79 163 136 

263 342 163 206 PRVOCPVF Porcine 
79 1 14 136 

65 
263 342 179 202 ROTVP7A 

43 163 140 A01321 Humaine 
32 ROT359 

123 342 2 19 182 MR08422 120 123 160 MR08425 Murine 
76 

MR08427 23 
266 342 179 130 

76 163 109 PRVOCPVE Porcine 
103 

278 197 342 301 ROBG 
Bovine 64 145 4 1 REROTRUK 

196 3 13 342 271 Humaine 146 129 7 1 ROHVP7 

3 10 279 342 233 HRV04350 Humaine 32 63 109 

263 298 342 182 Hum aine 79 44 160 R01VP7B 

263 2 16 179 342 
Porcine 79 126 163 PRVP7G 

263 298 179 342 REBRVP7 
43 44 163 BRRVP7A Bovine 
32 ROBVP7B11 
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Annexe 1 (suite) 

Taille des fragments de restriction (en pb) Rotavirus du groupe A 

.Aiul .R.sal Sau3.AI Taql Nom 
5 'AG/ CT3' 5'GT/ AC3' 5 '/GATC3' 5'T/ CG A3' 

de la séquence Origine 
3'TC\ GA5' 3'CA\TG5' 3'CTAG\ 5' 3'A GC \T5' 

196 278 179 342 ROHVP7AA 
146 74 163 ROHVP7C -ROHVP7AB 

ROHVP7BA 
ROHVP7DO 
ROHVP7GO Humaine 
ROHVP7EO 
ROHVP7FO 
ROHVP7A1 
ROHVP7A2 
ROHVP7B1 

196 268 163 342 
146 74 104 

75 
ROHVP713B Humaine 

196 195 179 342 
146 74 163 ROHVP7E Humaine 

73 

176 268 179 342 ROHVP7K 
166 74 163 ROHVP7CO 

ROHVP7L Humaine 

ROHVP7F 
196 268 179 263 ROHVP7A 
146 74 163 79 ROHVP71 

ROHVP72 
ROHVP7H Humaine 
ROHVP7G 

RE9 
R04UP7 

176 268 179 263 ROHVP7B 
166 74 163 79 R029 Humaine 

196 268 163 263 ROHVP7J Humaine 
146 74 104 79 ROHVP71 

75 ROIVP7AA 
146 216 179 233 
120 126 163 109 ROOSUVP7 Bovine 
76 

306 216 3 19 206 
PRVVP7PIG Porcine 

32 126 23 136 

263 197 179 206 PRWAR4FB 
43 145 163 136 PRWAR4SC Porcine 
32 PRWAR4SB 

263 298 179 182 REBRVP7G 43 44 163 160 Bovine 
32 ROBA44VP7 
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Annexe 2 

Titre en virus infectieux dans les prélèvements d'eau de mer artificielle. 

Jours d'incubation 

0 

4 

6 

16 

24 

51 

100 

Eau de mer artificielle 

0150/ ml a 

6 °C 20 °C 

5,0 104 5 ,0 104 

1,6 104 5,0 104 

1,6 104 8,9 103 

5 ,0 103 8,9 102 

1,6 104 5 ,0 102 

1,6 104 sl,6101 

2 ,8 103 sl,6101 

a Le titre en virus infectieux était déterminé par mesure de la dose infectante 50% 

par unité de volume (0150/ml). 

Annexe 3 

Stabilité du génome viral en eau de mer artificielle. 

Log{Avirus 1 AcW 

Jours d'incubation 

6 °C 20 °C 

0 1,636 1,243 

51 1,950 1,394 

100 1,537 1,294 

CI -0,594 -0 ,960 

a Le rapport entre le nombre de copies d'ARN viral (Avirus) et de contrôle 

interne (Aci) est calculé par mesure densitométrique des gels 

d 'électrophorèse. CI correspond à l'analyse du contrôle interne en 

l'absence de séquence virale . 

148 



Annexe 4 

Titre en virwl infectieux dans les prélèvements d'eau de mer naturelle. 

Jours d'incubation 

0 

4 

6 

16 

24 

51 

a voir Annexe 2 . 

Eau de mer artificielle 

0150/ml a 

6°C 20°C 

1,6 104 8,9 104 

5,0 103 1,6 103 

8,9 103 8,9101 

1,6 103 s 1,6 101 

5 ,0 102 s 1,6 101 

2,8 104 s 1,6 101 

Annexe 5 

Stabilité du génome viral en eau de mer naturelle. 

Log(Avirus 1 Aci) a 

Jours d'incubation 

6°C 20°C 

0 0,815 0,012 

2 -0,572 

4 -0,391 

9 -0,672 

16 -1,152 

24 -0,093 -1,697 

51 -0,456 

100 -1,059 

a -0,817 -1,770 

a voir annexe 3. 
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Annexe 6 

Recherche de la présence d'ARN du virus de l'hépatite A et d'entérovinu 

dans les coqulllages de la région du Morbihan (d'après F. Le Guyader, 1994b). 

Lieu et nature 

du prélèvemen~ 

Date et réswtat des analysesb 

06/92 10/92 06 / 93 10/ 93 

RV HV EV RV HV EV RV HV EV RV HV EV 

Rosvellec p 

Truscat p 

lluric H 

MenEr Roue H + + + 

Moulin Verdon p 

+ 

+ + 

+ + 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ + 

+ + 

a Les lieux de prélèvements sont localisés dans la Figure 7, la nature des coquillages 

prélevés est indiquée par la lettre P pour palourdes ou H pour htûtres. 
b Les analyses sont effectuées par RT-seminested PCR pour déceler la présence de 

séquences virales du virus de !"hépatite A (HV) et d"entérovtrus (EV), les résultats positifs 

ou négatifs sont respectivement exprimés par les signes ( +) et (- ). 
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Annexe 7 

Résultats microbiologiques sur les rivières de Fort de France 

(d'après Pommepuyetal., 1995; Le Guyaderetal. 1995a). 

RT-semlnested PCRb 

Echantillons• Coliformes fécaux 

Rotavirus Virus de l'hépatlteA Eotérovirus (/100 ml) 

1 + + + 8,5 103 

2 + + + 7,0 104 

8 6,0 104 

4 + 8,0 107 

5 + + + 8,01011 

6 + + + 2,6 108 

7 + + 4,81011 

8 + + 8,01011 

9 + 1,0 1011 

10 + 1,0 104 

11 + 1,8 108 

12 6,0 102 

18 6,7 107 

14 5,0 104 

15 4,4 104 

16 1,8 108 

17 5,0 102 

18 8,0 108 

19 + + + 2,0 1011 

a La numérotation des échantillons correspond à celle décrite dans la Figure 8 

b Les résultats positifs ou négatifs pour la recherche des ARN viraux sont 

exprimés par les stgnes respectifs ( +) et (-). 
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