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INTRODUCTION



Plus de 5 millions de personnes, soit environ 10 % de la population frangaise, 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 I’ environnement
littoral. La pollution marine est malheureusement aujourd’hui un fait établi qui concerne
I’ensemble des mers et des océans du globe. Ce phénomene est le résultat de I'introduction par
I’homme, directementou indirectement, de microorganismes, de substances ou d’énergies dans
le milieu marin entrainant une altération de la qualité de I’eau. L’ origine de ces pollutions n’est
pas seulement locale, les fleuves en déversant les eaux continentales peuvent également
contribuer A cette dégradation de la qualité des eaux littorales. Les conséquences néfastes sont
nombreuses, autant sur I’ 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 criteres de salubrité ont été proposés pour régir I’exploitation et la
vente des coquillages, ou pour contrdler 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 pahogenes, 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 enquéte effectuée dans la zone en révele la présence possible ou
indique une détérioration de la qualité des eaux, les analyses bactériologiques doivent étre
complétées par une vérification de l'absence d'entérovirus dans 10 litres d'eau (Directive
européenne, 1975).

De nombreux virus entériques pathogénes 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 oil ils sont rejetés. Bien que des travaux aient décrit l'origine
hydrique d'infections a rotavirus, aucune étude, a notre connaissance, n'a €tabli clairement une
relation entre la contamination de coquillages par les rotavirus et le développement d'épidémies
de gastro-entérites. Pourtant, les rotavirus ont €t€ mis en évidence dans des eaux marines et ils
peuvent étre accumulés par les coquillages €levés en zone contaminées.



Ce manque d'information est en partie lié aux difficultés rencontrées pour rechercher la
présence des virus dans l'environnement. La technique de détection par multiplication virale sur
culture cellulaire est la seule & mettre en évidence le pouvoir infectieux des virus. Toutefois,
cette méthode est peu sensible, longue et ne permet pas de caracténiser I'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 chaine (PCR) est de plus en plus utilisée dans le diagnostic médical et aussi
pour rechercher la présence de contamination virale dans |'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 in vitro et in situ. Cet outil, couplé a
I'analyse du polymorphisme de restriction des séquences amplifiées devrait permettre également
d'établir des similitudes entre les rotavirus détectés dans des prélévements 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 I’homme, a travers la consommation des fruits de mer.
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I. CARACTERISTIQUES GENERALES DES ROTAVIRUS

I.1. Historique et classification

C'est en recherchant I'agent responsable des gastro-entérites infantiles que Bishop et ses
collaborateurs (1973) découvrirent des particules virales dont l'aspect en microscopie
€lectronique leur rappellait celui d'une roue (Figure 1). Sur la base de cette caractéristique
Flewett et al. (1974) donnérent & ces nouveaux virus le nom de rotavirus, du latin "rota"

signifiant roue.

Figure 1. Photographie en microscopie électronique de rotavirus SAl11l
complets (d'aprés 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 a ARN
bicaténaire, possédant une capside icosaédrique et dépourvus d'enveloppe. Le genre Rotavirus
se distinguent des autres genres (Orthoreovirus, Orbivirus, Coltivirus, Aquareovirus,

Cypovirus, Phytoreovirus et Fijivirus), sur des caractéres morphologiques et antigéniques.



I.2. Structure du virion

Le genre Rotavirus présente des morphologies communes (Figure 2). Le virion a une
taille de 76,5 nm de diamétre. La particule est formée d'une capside icosaédrique composée de
trois couches de protéines. Six protéines structurale VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 a VP7

(classées en fonction de leur mobilité électrophorétique) composent le virion (Estes et Cohen,
1989).

VP2
Protsin
V|P4 t' o~
Neutralization —» &
€ antigen

Subgroup
antigen

fw\______vp.,

Neutralization
antigen

Subcore

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

De droite & gauche : segments génomiques, protéines structurales et non
structurales codées par les segments, représentation schemahq}le. puis
tridimentionnelle de la structure du virion montrant les 3 couches proteiques.

La surface du virus est recouverte de spicules (60 spicules). Ces spicules d'une
longueur de 12 nm sont formées d'un dimere de protéines VP4 (Prasad er 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 et 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'intemalisation 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 trimere) (Estes et Cohen, 1989). En plus de son rdle structural, cette
protéine serait nécessaire a l'expression de l'activité de I'ARN polymérase ARN dépendante
virale. La derniére 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 et al. 1994).
Deux protéines minoritaires VP1 et VP3 sont enfermées dans la capside. Ces protéines
interagissent comme la protéine VP2 avec le génome viral (Labbé ef al., 1994 ; Mattion et al.,
1994).

I.3. Structure du génome

Les rotavirus sont les seuls virus de mammiféres et d'oiseaux a posséder un génome a
ARN bicaténaire (ARNdbD) fractionné en 11 segments (Estes et Cohen, 1989) (Figure 2). Le
génome des rotavirus code pour 11 protéines. Six d'entre elles constituent les protéines
structurales, les cing autres sont nécessaires a la réplication du virus (protéines non structurales)
(Figure 2). Ce génome n'est pas infectieux par lui-méme 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 étre
impliquées dans l'expression de cette activité : la protéine VP1, VP3 et VP6 (Mattion et al.,
1994).

Le génome fragmenté des rotavirus représente au total approximativement 18 522 paires
de bases (pb), pour une masse totale de 11 10° & 14 10° daltons (Estes et Cohen, 1989 ;
Kapikian et Chanock, 1990). La longueur des segments varie de 667 pb (segment 11) a
3 302 pb (segment 1). De fagon générale, tous les segments sont riches en base AetU (A + U
représentent de 58 a 67 %). Chaque segment posséde une coiffe a I'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 génes 7, 9 et 11. Pour ces derniers, un
seul cadre de lecture serait utilisé. On ne retrouve pas de signal de polyadénylation a l'extrémité
3' des génes (Estes et Cohen, 1989). La taille des séquences non codantes en 3' et 5' varie en
fonction des différents génes. Cependant, pour un segment donné, ces tailles sont constantes
d'un isolat a l'autre, a I'exception de l'extrémité 3' des segments 7 et 10. Les extrémités des
segments ont également des séquences conservées d'une souche a une autre ; ces régions
comporteraient des signaux nécessaires a la transcription, a la réplication et probablement a
l'encapsidation du génome (Estes et Cohen, 1989). La partie codante des génes comportent des
séquences conservées, mais aussi des séquences qui codent pour des régions variables des
protéines. Plus particulierement pour les protéines VP4, VP6 et VP7, certaines de ces régions
sont impliquées dans 1'antigénicité des protéines (Estes et Cohen, 1989 ; Mattion et al., 1994).



1.4. Classification antigénique

Le genre Rotavirus posséde une grande diversité antigénique de virus. Les rotavirus
sont classés en groupes (ou sérogroupes) principalement a partir de I'antigénicité de la protéine
VP6 (Kohli et al., 1992 ; Mattion et al., 1994). Sept groupes différents de A & G ont été décrits
a ce jour. Les virus du groupe A, B ou C infectentI'homme ou les animaux, alors que les virus
du groupe D, E, F ou G 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 étre
classés en fonction de la spécificité antigénique des protéines VP6, VP7 et VP4 en sous-groupe
et sérotypes.

Les virus du groupe A appartiennent généralementau sous-groupes I ou II (Kapikian et
Chanock, 1990). La spécificité du sous-groupe est €galement déterminée par la structure
antigénique de la protéine VP6 (Estes et Cohen, 1989 ; Mattion et al., 1994). A Il'intérieur de ces
sous-goupes sont classés des rotavirus d'origine humaine ou animale (Hoshino et Kapikian,
1994).

Les rotavirus du groupe A peuvent étre 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 a 1'un des
sérotypes P et G se fait de facon 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 G12 n'appartiendrait qu'a des virus de l'espéce
humaine, d'autres seraient uniquement d'origine animale (G11, G7, G13, G14) (Hoshino et
Kapikian, 1994). Les rotavirus humains de sérotype G1 a G4 sont les plus importants sur le
plan épidémiologique, car ce sont les sérotypes les plus fréquemment identifiés a partir des
prélévements cliniques (Kapikian et Chanock, 1990).

La diversité des sérotypes P est égalementimportante. 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 a
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 géne de la protéine VP4 (alignement de
séquences ou hybridation moléculaire), ce qui permet d'obtenir le génotype P (Gentsch et al.,



1992 ; Green ef al., 1988 ; Larralde et Flores, 1990 ; Parwani ef al., 1992 ; Sethabutr et al.,
1990). Au moins 19 génotypes P sont décrits et le classement des rotavirus en fonction de leur
génotype est différent de celui réalisé a 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 mécanismes : le
réassortiment de génes, la modification de séquences sans échange de génes 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 étre
encapsidés de fagon plus ou moins aléatoire et ainsi conduire a I'introduction d'un fragment
d'origine différente dans le virion (Kobayashi et al., 1993 et 1994 ; Kool et al., 1992). Cette
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 a ceux décrits pour le virus influenza (Estes et Cohen,

1989).

Les modifications peuvent étre mises en évidence par l'analyse des séquences
nucléotidiques, mais aussi de fagon plus simple par ['observation de modification de la mobilité
des segments du génome viral en électrophorése de polyacrylamide. En effet, une modification
de la séquence peut conduire a une structure secondaire différente de I'ARNdb, retardant ou
accélérant sa mobilité au travers du gel de polyacrylamide (Estes, 1984). Des modifications
moins importantes (mutations) peuvent étre caractérisées par hybridation moléculaire avec des
conditions de forte stringence (Street e al., 1982).

Le réarrangement du génome a été décrit chez de nombreux virus animaux et humains.
Cette modification génomique est caractérisée par une augmentation de la taille d'un fragment
(caracténsable par €lectrophorése). La plupart des réarrangements concernent le segment 11,
mais des modifications dans les segments 5, 6, 8, 10 ont également été rapportées (Estes,
1990). Les mécanismes moléculaires de ces réarrangements impliqueraient 'ARN polymérase,
ARN dépendante. Lors de la réplication, cette enzyme ferait des retours en ammére dupliquant
ainsi une partie de la séquence (Estes, 1990). A quelques exceptions pres, les cadres de lecture
sont conserveés et ce serait préférentiellement les séquences non codantes en 3' des génes qui



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 I'ARN polymérase dans l'extrémité 3' favorisant un retour en arriére de l'enzyme lors de la
transcription (Ballard et al., 1992). Comme pour le réassortiment ou la mutation d'un gene, le
réarrangement d'un segment pourrait modifier I'immunogénicité ou la pathogénicité des
rotavirus. En particulier lorsqu'elles affecteraient la séquence codante et qu'elles seraient
accompagnées d'une délétion, ces modifications génétiques pourraient aboutir 2 une nouvelle
protéine fonctionnelle (Tian et al., 1993).

II. LES INFECTIONS A ROTAVIRUS

II.1. Signes cliniques

Depuis leur découverte, les rotavirus ont été associés a la plupart des gastro-entérites
infantiles. Ces virus sont responsables de 35 a 50 % des hospitalisations de jeunes enfants
présentant une diarrhée sévere (Kapikian et Chanock, 1990). Le temps d'incubation avant
I'apparition des premiers symptdmes est de 1 a 4 jours. Les virus infectent principalement les
cellules épithéliales de l'intestin gréle. Les principaux symptomes associés a 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 généralementde 4 a 7 jours. Durant cette période, la quantité de
virus rejetée dans les selles est trés importante et de 10° 2 10" particules virales ont été
identifiées par gramme de selles (Flewett et Woode, 1978).

Tableau 1. Fréquence des symptomes associés
aux infections a rotavirus (données citées par Uhnoo et al., 1986).

Symptomes Fréquence en %
Diarrhée 98
Diarrhées > 10 fois par jours 28
Vomissement 87
Vomissements > 5 fois par jour 51
Fievre 84
Douleur abdominale 18
Sang dans les selles 1
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A travers le monde les rotavirus seraient responsables de 18 millions de cas de diarrhées
séveres, entrainant la mort de 870 000 enfants par an (Institute of Medecine, 1986). Les déces
observés sont en rapport avec l'importance de la déshydratation initiale, le retard a y porter
remede et la malnutrition, ceci principalement dans les pays en voie de développement (Bern
et al. 1992).

I1.2. Données épidémiologiques

Plus de 90 % des enfants entre O et 3 ans acquiérent une immunité contre les rotavirus
(Kapikian et Chanock, 1990). Les gastro-entérites a rotavirus sont principalement mises en
évidence chez les enfants dgés de 6 mois 4 2 ans. Lors des 6 premiers mois, les anticorps
maternels protégeraient l'enfant, alors que les enfants plus dgés développeraient dans 88 % des
cas une infection symptomatique (Kapikian et Chanock, 1990). Au dela de 3 ans, les cas
d'infection symptomatique sont de moins en moins fréquents. En principe, l'immunité acquise
dés le plus jeune dge 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 méme sérotype (Bern et al., 1992 ; De Champs et al., 1991).

De méme, le maintiend'un fort taux d'anticorps tout au long de la vie suggeére que des
réinfestations se produisent régulierement (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 dgées. Dans des services de gératric les épidémies
entrainent parfois la mort de personnes aux défenses immunitaires affaiblies (Christensen,
1989). Des gastro-entérites symptomatiques ou séveres peuvent également survenir lorsque des
individus sont atteints par une nouvelle souche contre laquelle ils ne possédent pas ou pcu
d'anticorps protecteurs (Murphy, 1981 ; Ward et 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 et al., 1989).

Il existe une trés grande diversité des souches impliquées dans les infections a rotavirus.
Cette diversité était initialement étudiée en comparant les électrophérotypes des rotavirus
présents dans les selles des malades (Estes ef al., 1984), mais de plus en plus, la recherche du
type G ou P des isolats a remplacer cette méthode de caractérisation. Lors d'une recrudescence
des gastro-entérites, plusieurs souches peuvent étre ainsi identifiées (Estes ef al., 1984 ; Noel et
al., 1991 ; Tabassum ef al., 1994). Les souches impliquées sont différentes d'une région a
l'autre (Noel et al., 1991). De plus, elles évoluent constamment dans le temps (Estes et al.,
1984 ; Sreet et al., 1982). Un suivi sur 6 années des infections apparues a Londres n'a pas
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permis d'identifier une souche devenant endémique au sein de la population (Noel et al., 1991).
De méme, lorsqu'une souche caractérisée par son électrophérotype disparait de la population,
elle n'est plus jamais retrouvée (Noel et al., 1991). Cette évolution génotypique peut étre
associée 2 la diversité des sérotypes régulierement impliqués dans des gastro-entérites. Ainsi, a
chaque électrophérotype correspondrait un seul sérotype. En revanche plusieurs
électrophérotypes peuvent étre associés a un sérotype (Gouvea ef al., 1990b ; Tabassum et al.,
1993). La diversité des sérotypes est généralement moins importante. Les sérotypes G1 a G4
sont les plus fréquemment identifiés dans le monde entier (Bern et al., 1992 ; Rasool ef al.,
1993 ; Tabassum et al., 1993). Des sérotypes peuvent devenir dominants, mais la dominance
d'un sérotype varie dans I'espace (d'une région a une autre) mais aussi dans le temps (d'une
année A une autre) (Gouvea ef al., 1990b ; Noel et al., 1991 ; Zheng et al., 1989) (Figure 3).
Des infections mixtes impliquant deux sérotypes différents ont également €té montrées

(Masendycz et al. 1994 ; Tabassum e al. 1994).
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Figure 3. Distribution des sérotypes de rotavirus caractérisés a 1'hépital des
enfants de Londres de 1986 a 1990 (d'aprés Noel et al., 1991).

La gravité de la maladie pourrait dépendre de la souche infectante. Une étude sur
plusieurs milliers d'enfants infectés par des rotavirus au Bengladesh montre, aprés typage des
différentes souches, que les sérotypes G2 et G3 étaient responsables de déshydratations plus
importantes que d'autres (Bern et al., 1992). Mais les complications les plus importantes étaient
principalement dépendantes des soins prodigués aux enfants et d'une malnutrition parfois

associée.



Les rotavirus sont présents dans le monde entier, par contre le caractere épidémique des
gastro-entérites A rotavirus est étroitement li€ aux conditions climatiques des régions étudiées.
Dans les pays tempérés, les infections & rotavirus se développent principalement lors des mois
les plus froids de novembre & avril (Ansari ez al., 1991 ; Cook et al., 1990) (Figure 3). Pendant
cette période, les infections a rotavirus sont responsables de plus de 50 % des hospitalisations
d'enfants pour une gastro-entérite, alors qu'en juillet ou aofit ce taux tombe entre O et 5 %
(Gouvea et al., 1989b ; Kapikian et Chanock, 1990 ; Noel et al., 1991). Dans les pays
tropicaux la saisonalité est moins marquée, les infections pouvant survenir a tout moment de
I'année (Cook et al., 1990). Dans les pays tempérés, l'absence de cas cliniques durant les mois
d'été ne doit pas étre associée a celle de virus dans la population. En effet, des rotavirus sont
détectés dans les eaux usées tout au long de l'année (Hejkal er al., 1984). La concentration
virale est toutefois moins importante en période estivale par rapport aux mois d'hiver. Les
infections a rotavirus seraient épidémiques dans les zones rurales alors qu'elles pourraient
devenir endémiques dans des villes d'environ 5 000 personnes (Estes et al. 1984). la
recrudescence des infections sur les mois d'hiver pourrait étre liée & une sensibilité accrue des
individus ou égalementa des conditions plus favorables de transmission des virus (Ansari ef al.
1991).

I1.3. Transmission des infections

Le mode de transmission le plus important est la transmission oro-fécale (Ansan ef al.,
1991 ; Kapikian et Chanock, 1990). Le passage peut se faire d'un enfant a un autre, mais aussi
d'un adulte & un enfant ou inversement (Fang et al., 1989 ; Gaggero et al., 1992). Cette
transmission entre adulte et enfant n'a pas été clairement établie car le plus souvent les infections
chez les adultes sont asymptomatiques. Toutefois, la séroconversion récente d'adultes ayant
cotoyés des enfants malades étaye celte hypothése (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 €té montrée et des troubles respiratoires ont été
associés aux infections a rotavirus (Christensen et al., 1989). De plus les rotavirus sont stables
sous la forme d'aérosol (Ansari ef al., 1991). L'épidémiologie des infections a rotavirus avec
son pic saisonnier lors des mois frais et son expansion générale ferait également davantage
penser aux maladies virales transmises par voie respiratoire (comme la rougeole) qu'a celles
surtout transmises par voie fécale-orale (comme la poliomyélite) (Cook et al., 1990).

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

spécificité d'espece initialement admises pour les rotavirus puissent étre 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 e 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 espéces 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 (Briissow et al., 1992 ; Gerna et al., 1992 ; Minamotoet al., 1991 ; Nakagomi
et al., 1991; Nakagomi et Nakagomi, 1991). L'origine des virus a été également étudiée par
I'analyse du polymorphisme de restriction des séquences virales (Gouvea et al, 1993 ;
Vonsover et al., 1993). Les rotavirus animaux seraient en général moins virulents chez
I'homme, induisant une séroconversion mais pas ou peu de troubles gastriques (Kapikian et
Chanock, 1990 ; Silberstein ef al., 1995). Ces propriétés ont suggéré que les virus animaux
pouvaient étre utilisés comme un moyen de vaccination (Kapikian et Chanock, 1990 ; Hoshino
et Kapikian, 1994).

La dose minimale infectieuse par voie orale est trés faible. Ward et al. (1986a) font
adsorber a des volontaires (sujets dont l'acidité gastrique a été réduite avec 50 ml de bicarbonate
de soude a 4 %) des quantités de virus humain variant de 0 2 9 10 virus infectieux par dose
(50 ml solution saline). Dans ces conditions, une particule virale, infectieuse en culture de
cellule (correspondant a environ 1,56 10" particules virales) est suffisante pour déclencher une
multiplication virale in vivo et/ou une séroconversion. Ces résultats ont été confirmés par
Graham et al. (1987) sur un modele animal (porcelets). Toutefois, une quantité importante de
rotavirus inactivés pourraient également provoquer des diarrhées par un mécanisme comparable
a celui d'une toxine (Shaw et al., 1995). En effet, de fortes concentrations de virus (3 10°
particules par dose de 50 ul), ayant perdu leur pouvoir infectieux en culture cellulaire par
traitement au psoraléne 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.

I1.4. Résistance aux traitements physico-chimiques

Les rotavirus sont sensibles aux températures élevées. En 15 min a 56 °C, le pouvoir
infectieux diminue de 99 % et l'inactivation est totale en 1 min 2 80 °C (Meng et al., 1987).
Toutefois, le rotavirus SA11 présente une certaine thermo-stabilité en présence de 2 M de
MgSO,, mais pas avec d'autres sels comme le MgCl,, le CaCl, ou le NaCl (Estes et al., 1979).
La stabilit€ du virus augmente au fur et 2 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 ef al., 1991). Leur stabilité est alors comparable 2 celle du virus de
I'hépatite A, et apparait supérieure a celle des poliovirus ou des adénovirus (Abad et al., 1994a).
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Les rotavirus peuvent étre conservés & -20 °Cet leur pouvoir infectieux ne semble pas altéré par
la congélation et la décongélation (Estes et al., 1979 ; Meng et al., 1987). Par ailleurs, les
rotavirus sont résistants a la dessication, a la lyophilisation et aux ultra-sons, mais ils sont
sensibles aux rayons ulta-violets (UV) (Estes et al., 1979 ; Meng et al., 1987 ; Smirnov et al.,
1991) Les UV seraient efficaces dans la désinfection virale de 1'eau : une dose de 25 mW.s/cm®
réduit de 99,9 % le titre infectieux d'une suspension de virus SA11 dans du tampon phosphate
(Chang et al., 1985). Cette dose est comparable a celle nécessaire pour inactiver poliovirus 1
dans les méme conditions (21 mW.s/cm?), mais elle est trés supérieure a celle requise pour
détruire des bactéries (5 2 15 mW.s/cm?). L'effet virucide dépend également de la charge en
particule et matiére organique de l'eau (Sobsey, 1989). La photo-inactivation a été également
proposée pour la désinfection de I'eau. L'effet virucide de la lumiére naturelle est accentué par la
présence de bleu de méthyléne ou de dioxide de titane dans les eaux a traiter (Melnick, 1978 ;
Watts et al., 1995). La photo-inactivation en présence de dioxyde de titane (250 mg/l) 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 a |'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 fagon importante leur pouvoir infectieux dans l'eau distillée.
Comme cela a été précédemment décrit, 'absence de sels en particulier d'ions calcium
déstabilise la couche externe de la capside (Estes et al., 1979). Le pouvoir infectieux est stabilisé
par l'apport de 1,5 2 10 mM de CaCl, (Shirley et al., 1981). Il n'est pas modifié a des pH
variantde 11 a3,5 (Estes et al., 1979 ; Meng et al., 1987). Par contre, les virus sont sensibles a
pH supérieur ou égal a 11,5 et inférieur ou égal a 3. Cette propriété explique la nécessité de faire
absorber au préalable du bicarbonate & des volontaires ou a des animaux, quand les virus sont
administrés par voie orale notamment pour des études sur la dose minimale infectieuse (Graham
etal., 1987 ; Ward et al., 1986a). Dans les conditions naturelles, le pH gastrique serait diminué
par les aliments ingérés (Ward et al., 1986a).

Tous les désinfectants ne sont pas efficaces sur les rotavirus (Pirtle ef al., 1991). Ils
présentent une résistance a un grand nombre de procédés chimiques comme les traitements a
I'éther ou au chloroforme, ce qui est expliqué par 1'absence d'enveloppe autour de la particule
mature (Estes, 1990 ; Estes et al., 1979 ; Meng et al., 1987). Enrevanche, les rotavirus perdent
leur pouvoir infectieux en présence de chélateurs d'ions calcium (Estes et al., 1979). Ces virus
sont efficacement inactivés en présence d'éthanol a 70 %, de phénol a 2 % et de formaldéhyde a
8 %. Ces composés peuvent étre utilisés comme désinfectants de contact (Meng et al., 1987).
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Les trailements a base de chlore sont les plus fréquemment utilisés pour purifier les
eaux. Le temps d'inactivation de 99 % des virus SA11 purifiés en présence de 0,5 mg/l de
chlore est de 1,4 min a pH 10 contre moins de 0,25 min a pH 6. Inversement le dioxide de
chlore est plus efficace a pH basique qu'a pH acide, 0,5 mg/l de dioxide de chlore inactive 99 %
des virus en 0,56 min a pH 6 et en moins de 0,25 min & pH 10 (Berman et Hoff, 1984). Les
monochloramines en revanche sont totalement inefficaces sur les rotavirus, le temps nécessaire
pour obtenir le méme effet se compte en heures avec des concentrations €levées de 10 mg/l
(Berman et Hoff, 1984). Cependant, les virus entériques sont excrétés sous la forme de
particules adsorbées a 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 mémes conditions que celles précédemment décrites, le temps de contact doit €tre de 2
a 7 fois plus long pour inactiverle virus SA 11 associé a des débris cellulaires (Berman et Hoff,
1984). La sensibilité du virus SA1l au traitement chloré est comparable a celle du rotavirus
humain Wa (Vaughn et al., 1986). En revanche, les rotavirus apparaissent plus résistants a la
désinfection que le poliovirus et leur stabilité serait comparable a celle du virus de I'hépatite A
(Abad et al., 1994b).

Ces données permettent d'expliquer l'inefficacité de la chloration sur les effluents de
station d'épuration a des concentrations de chlore de 1 2 3 mg/l, car bien souvent les eaux
€purées sont riches en matiéres 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 & la désinfection des eaux par le
chlore. L'ozone a une efficacité de désinfection supérieure a celle du chlore et il ne formerait pas
de sous-produits toxiques (Vaughn ez al., 1987). Des €études in vifro montrent une inactivation
de 99,9 % des virus en 6 sec avec 0,25 mg/l. L'efficacité de désinfection serait supérieure sur
les rotavirus humains (Wa) par rapport aux rotavirus animaux (SA11) (Vaughn et al., 1987).
Mais les traitements par ozone seraient également moins performants avec des effluents
d'épuration riches en matiéres 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 & 5,6 mg/l pendant 20 min, en eau de station), l'inactivation de poliovirus 2,
pris comme modele 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 ROTAVIRUS

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 trés variés.
Plus de 140 types de virus entériques humains, susceptibles d’étre rencontrés dans
I’environnement, appartenant a 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 ef al. 1985).

Tableau 2. Virus pathogénes pour 'homme susceptibles d'étre rencontrés
dans le milien hydrique (d'aprés Schwartzbrod 1991).

Famille Genre Espece Maladie provoquée
Picornavtridae Entérovirus Virus Pollomyélitique Paralysie, méningite, fiévre,
poliomyélite.

Virus Coxsackle A Méningite, infection respiratoire,
herpangine, conjonctivite
hémorragique.

Virus Coxsackie B Myocardite, éruption cutanée, fiévre,
méningite, infection respiratoire.
pleurodynie.

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

Entérovirus 68 a 71 Méningite, encéphalite, atteinte des
voles respiratoires, conjonctivite
hémorragique.

Hépatovirus Virus de I'hépatite A Hépatite infectieuse.
Reovlridae Réovirus Réovirus humains Non établie.

Rotavirus Rotavirus humains Gastro-entérite.
Caliciviridae Calicivirus Calicivirus humains Gastro-entérite.

Virus de Norwalk Gastro-entérite.

Small round virus Gastro-entérite.

Virus de 'hépatite E Hépatite infectieuse.

Non précisée Astrovirus Astrovirus humains Gastro-entérite.

Non précisée Non précisée Parvovirus-like virus Gastro-entérite.

Coronaviridae Coronavirus Coronavirus humains Entérocolite.

Toroviridae Coronavirus-like Gastro-entérite.

Adenovlridae Mastadénovirus  Adénovirus humains Infection resplratoire. conjonctivite

et gastro-entérite.
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III.1. Cycle de contamination du milieu hydrique

Comme il a été précédemment présenté, la concentration virale dans les selles peut étre
trés 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 10* rotavirus
infectieux par litre ont été mesurées dans les eaux usées de la ville de Barcelone (Bosch ef al.,
1988). Selon Hejkal (1984), chaque virus infectieux isolé a partir de selles correspondrait a 3,8
10° 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 méme auteur, & 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 saisonniéres 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 a rotavirus. Cependant, les
concentrations en rotavirus sont de 10 a 100 fois moins importantes que celles mesurées en
hiver et au printemps (Hejkal e al., 1982 et 1984 ; Mehnert et Stewien, 1993 ; Rao ef al.,
1987). Ces eaux usées constituent le premier maillon du cycle de contamination de I'eau
(Figure 4).

Matiéres fécales
d'origine humaine et animale

v v

Eaux usées
Ruissellement talbhe ba el Epandage

|
Y Y Y Y
Gntu.nixes et Océans Nappes ph:é-ﬂqnea(—-@

Figure 4. Modes de transmission possibles des virus entériques par l'eau
(D'aprés Melnick et al., 1978).
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II1.2. Epuration des eaux usées

Le traitementdes eaux usées, avant rejeten mer ou dans les rivieres 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) €liminerait 10 % des
virus entériques. Un traitement secondaire par boues activées réduirait de plus de 95 % la charge
virale. Cette diminution serait diie pour moitié a 1'adsorption des virus aux boues et a l'action
d'origine microbienne inactivatrice. Les traitements tertiaires par coagulation, floculation, et
sédimentation, €limineraient 99,99 % de virus, en éliminant les particules fines en suspension
sur lesquelles sont adsorbées les virus. La désinfection finale (20 mg/l de chlore pendant 60
min) pourrait inactiver jusqu'a 99,99 % des virus restants (Lewis et Metcalf, 1988b). La
chloration finale est d'autant plus efficace que I'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.

I TRAITEMENTS |

Primaire Secondaire Tertiaire

Sédimentation
(0-75 %)

Boue activée
(40-90 %)

Floculation/sédimentation
(99-99,99 %)

Chloration
(50 %)

Chloration

(90 %)

Adsorption au charbon actif
(0-50 %)

Chloration
(99-99,99 %)

Figure 5. Rendements théoriques d'épuration virale et de désinfection lors
du traitement d'eaux usées (d'aprés 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 a 55 % par ces boues activées. Une épuration complete allant jusqu'a la désinfection finale
(boues activées et chloration) permet d'éliminer 93 4 99 % des rotavirus (Rao et al., 1988). Les

rendements peuvent varier en fonction des saisons. Selon Keswick ez al. (1984) en période de
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sécheresse de 25 a 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 2 43 %. De plus, lors de
ces études la qualité chimique et bactériologique des effluents ne reflete pas la qualité
virologique. L'absence d'une cormrélation entre la contamination virale et bactérienne serait en
partie due a la résistance généralement supérieure des virus par rapport aux bactéries vis-a-vis
des traitements des eaux usées (Sobsey, 1989). De méme les rendements d'épuration des virus
entériques sont différents d'une espéce a l'autre (Sobsey, 1989). Les rotavirus seraient moins

facilement éliminés que les entérovirus lors des traitements (Farrah et al., 1978 ; Goyal ef al.,
1979).

I11.3. Contamination du milieu hydrique

Malgré ces abattements, les eaux épurées contiennent des particules virales. La charge
virale en moyenne serait de 10" a 10* virus entériques par litre (Schwartzbrod, 1992). La
concentration en rotavirus peut atteindre 10" 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 rivieres, les fleuves, les mers ou les océans du globe. Selon Schwartzbrod et al. (1979)
une agglomération de 300 000 habitants traitant ses eaux usées déverserait plus de 10” virus
enténiques infectieux par 24 h. Des rotavirus infectieux ont été également détectés dans de l'eau
de distribution, dans des eaux de rivieres, dans les estuaires 2 des concentrations parfois
voisines de 107 virus par litre (Deetzer al., 1984 ; Genthe et al., 1991 ; Rao et al., 1986 ; Rose
et al., 1987).

Les virus 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 et al., 1993 ; Girones et al., 1989 ;
Ward et al., 1986b). Mais le principal facteur semble &tre la température (Girones et al., 1989 ;
Melnick et Gerba, 1980 ; Yates ef al., 1985). La stabilité du pouvoir infectieux est inversement
proportionnelle a la température. Par contamination in vitro d'eau de mer naturelle avec le virus
SA11, Chung et Sobsey (1993) décrivent des temps d'inactivation (diminution de 99,99 % du
titre viral) de 22 jours a 25 °C contre 871 jours a 5 °C. Cette étude indique également, que le

rotavirus est plus résistant que poliovirus 1 en eau de mer, mais plus sensible que le virus de



I'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
Jragilis serait comparable a celle des virus entériques (Chung et Sobsey, 1993). Ce phage
pourrait étre 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 méme
la présence ou I'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 a 0,3 ym) en suspension dans
I'eau (Melnick et Gerba, 1980 ; Metcalf 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 ef al., 1984). Par contre I'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 SA11 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 et al., 1984 et 1986).
Ces particules peuvent se déposer, la concentration virale est parfois plus importante dans les
sédiments que dans I’eau sus-jacente (Metcalf ef al., 1984 ; LaBelle et al., 1980 ; Rao et 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 étre protégés contre les actions microbiennes (LaBelle et Gerba, 1982).
Inversement, le sédiment peut parfois étre défavorable a 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 (Melnick et Gerba, 1980).

Le plus souvent, |'adsorption des rotavirus aux sédiments fins en suspension dans |'eau
leur permet d'étre transportés sur de longues distances (Metcal et al., 1984 ; Rao et al., 1984).
Les virus adsorbés aux particules sédimentaires sont retenus plus facilement par des organismes
filtreurs marins comme les coquillages (Landry et al., 1983). Ces coquillages concentrent les
virus dans leur tractus digestif (Romalde et al., 1994). La concentration virale dans ces animaux
peut-étre alors supérieure a celle de I'eau (Gerba et Goyal, 1978 ; Goyal et al., 1979). Boher
(1991) a détecté jusqu'a 10° virus pour 100 g de chair d'huitres. Ces coquillages contaminés

peuvent étre épurés des virus qu'ils contiennent. Dans des conditions expérimentales, Boher et



Schwartzbrod (1993) montrent que des coquillages faiblement contaminés (moins de 30 virus
par gramme) peuvent étre complétement épurés en 72 h. Si la concentration virale est plus
importante |'épuration ne serait que partielle dans 23 % des cas. Pour ces coquillages encore
contaminés, la diminution de la concentration virale est de 82 % a 99,7 %. La qualité de
I'épuration dépend aussi du coquillage étudié (la vitesse de filtration est différente d'une espece
a l'autre), de la qualité de I'eau (salubrité de I'eau, salinit€) et de sa température (les coquillages
filtrent moins & basse température qu'a température plus €levée) (Gerba et Goyal, 1978). De
fagon 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 a
contenir des virus entériques, les crabes peuvent également accumuler les virus principalement
dans leurs tractus digestif et dans I'hémolymphe (Hejkal et Gerba, 1981 ; Seidel ez al., 1983).

I11.4. Transmission des rotavirus par le milieu hydrique

Bon nombre d'épidémies de gastro-entérites ont été associées a l'eau de boisson
contaminée par des germes entériques. Le virus de Norwalk ou les virus apparentés sont plus
fréquemment impliqués (Gerba et al., 1985 ; Hedberg et Osterholm, 1993 ; Hunter, 1994).
Toutefois, les rotavirus ont été également associés a des épidémies d'origine hydrique (Ansari er
al., 1991 ; Gerba et 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 a
rotavirus décrite a 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 a individu. Toutefois, le virus
responsable de ces gastro-entérites était un rotavirus du groupe B. Seul, Cubitt (1991) cite une
épidémie d'origine hydrique (1 750 cas) aux Etats Unis qui a été attribuée aux rotavirus du
groupe A.

A notre connaissance aucune épidémie a rotavirus n'a été associée a 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 (Ansari ef al.,
1991). L'absence de relations établies entre les infections et la contamination des coquillages
serait également dfie aux difficultés 2 multiplier en culture cellulaire certaines souches sauvages
(Richard, 1985).



IV. METHODES DE RECHERCHE DES ROTAVIRUS DANS
L'ENVIRONNEMENT

IV.1. Détection par inoculation sur cultures cellulaires

La multiplication en culture cellulaire (lignée cellulaire MA104) 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 et al., 1977). Pour des échantillons extrémement riches
en particules virales, comme les eaux usées, les virus peuvent étre détectés par inoculation des
échantillons (préalablement détoxifiés par traitement au chloroforme et décontaminés par
addition d'antibiotiques) sur les tapis cellulaires (Lucena et al., 1991). Pour des prélévements
d'eaux moins riches, il est nécessaire de concentrer les virus. Les virus ont les propriétés d'un
colloide hydrophile a caractére amphotere 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 a profit ces propriétés.

Pour la concentration des virus contenus dans des eaux, généralement 3 élapes se
succedent : l'adsorption des virus a des filtres ou membranes, I'élution des virus retenus dans
un volume réduit de tampon et la concentration secondaire des €luats. Smith et Gerba (1982)
décrivent la concentration de rotavirus introduits dans 20 litres d'eau par différents procédés de
filtration. Les virus SA11 en présence de chlorure d'aluminium et a2 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 étre utilisés comme préfiltres pour réduire le colmatage (Lucena er
al., 1991). Cependant, la filtration des eaux usées est souvent difficile en raison du colmatage
important des membranes. L'élution des virus adsorbés aux filtres et au préfiltre s'effectue
généralement dans une solution de faible volume (de 50 a 150 ml) a pH voisin de 10 en tampon
glycine ou en solution d'extrait de boeuf (Lucena et 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 I'eau. Par
filtration sur fibre de verre les rendements de concentration du virus SA11 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 et 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 I'eau distillée
54 % des virus sont récupérés, 46 % en eau d'adduction et dans 1'eau usée seulement 5 % des
virus sont récupérés. L'efficacité de rétention des virus sur les filtres est diminuée par la
présence de matiéres 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 a 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 a 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). Apres élution en tampon 3 %
extrait de boeuf et 10 % de bouillon tryptone phosphate pH 10, la totalité des virus SA1l
introduits dans I'échantillon (eau d'adduction) a été récupérée (Toranzos et Gerba, 1989).

D'autres méthodes de concentration peuvent étre utilisées. Selon Bosh et al. (1988), la
floculation des virus contenus dans les eaux usées grice au sulfate d'ammonium permet de
concentrer 67 % des virus SA11 sans étape de filtration. Ce rendement est comparable & ceux
obtenus a partir d'eaux sans matiére organique (70 a 73 %). Toutefois, cette méthode est plus
adaptée a la concentration de petits volumes d'eau (environ 600 ml) alors que la filtration permet
de concentrer les virus a partir de volumes beaucoup plus importants (de plusieurs centaines de
litres).

L'analyse virologique des sédiments reprend généralement le méme principe 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 a pH 9,5 (Melcalf et al., 1984 ; Rao et al.,
1986).

Pour les coquillages, différentes méthodes ont été utilisées. Le plus fréquemment, les
virus sont €lués, de la chair dilacérée, en tampon glycine & un pH généralement compris entre 9
et 10 (Bénl et Schwartzbrod, 1989 ; Lewis et Metcalf, 1988a). L'éluat obtenu est fortement
chargé en matiere 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 a 10 000 g pendant 30 2 45 min & 4 °C (Boher et Schwartzbrod, 1993 ; Lewis et
Metcalf, 1988a). Les méthodes par floculation visent non seulement 2 éliminer les mati¢res en
suspension, mais aussi a supprimer ou a réduire la toxicité des €luats de coquillages, sans
entrainer la perte de virus. Deux techniques sont plus fréquemment utilisées : I'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



liquide d'élution (1 a3 volumes de Fréon), puis aprés centrifugation les débris forment un culot
alors que les virus restent dans la phase aqueuse (Bemiss er al., 1989). L'utilisation d'un
polyélectrolyte cationique comme le Cat-Floc est le plus employé (Williams et Fout, 1992). La
proportion de Cat-Floc dans I'éluat varie de 0,01 a 0,5 %. Aprés homogénéisation le floc est
€éliminé par centrifugation, les virus restent dans le surnageant.

Apres filtation et €lution des eaux, ou €lution a partir des sédiments et des coquillages,
les éluats sont une fois de plus concentrés par différentes méthodes. Rao et al. (1986)
concentrent les €luats de sédiments par une nouvelle adsorption des virus a l'oxyde de fer
magnétique a pH 3,5, suivi d'une élution des virus en tampon glycine 0,5 M, 2 % caséine a pH
8,5. Les rendements de récupération par cette méthode varient de 50 a2 61 %. Toranzos et Gerba
(1989) ont comparé divers méthodes de concentration des rotavirus. La floculation inorganique,
qui nécessite un pH acide, permet de récupérer dans le meilleurdes cas 15 % des virus (souche
SA11) contenus dans un €luat (de filtres électropositifs). La floculation inorganique au chlorure
d'aluminium est plus performante avec 40 % de récupération. A la différence des résultats
obtenus par Bosh et al. (1988) précédemment cités, Toranzos et Gerba (1989) indiquent que les
rotavirus ne sont pas efficacement récupérés par floculation inorganique au sulfate d'ammonium
(13 % des virus récupérés). Ces variations pourraient étre dues a la différence en composition et
en teneur en matiére organique entre les échantillons traités dans ces deux études. Car les
rendements peuvent varier en fonction de la qualité des extraits de boeuf utilisés (comme apport
de matiére organique) (Torenzos et Gerba, 1989). En revanche I'hydroextraction a l'aide du
polyéthyléneglycol (PEG) est la méthode de concentration la plus performante avec un
rendement maximum de 59 %.

Le PEG agit probablement en piégeant l'eau autour des virus provoquant ainsi leur
précipitation. Il est mélangé a la suspension virale (pH 7,5) et homogénéisé pendant au moins 2
h a4 4 °C. Le précipité formé 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 I'emploi de I'hydroextraction a la concentration secondaire des virus. Pour
les eaux, les €luats sont précipités avec 8 % de PEG 6 000. De 77 % (souche Wa) a 87 %
(souche SA11) des rotavirus sont ainsi récupérés. Avec les €luats clarifiés (par centrifugation)
de coquillages la méme concentration de PEG permet de récuperer 40 % (Wa) a 97 % (SA11)
des virus. Pour les €éluats obtenus a partir de sédiments, la concentration en PEG doit étre élevée
a 15 %. Dans ces conditions, 78 % des virus (Wa) sont récupérés. Lors de ces études le
rendement de purification de la souche Wa est inférieur a celui de la souche SA11. De méme, le
rendement de concentration de poliovirus a partir des coquillages est légérement plus important
que ceux des rotavirus.



La multplication des virus en culture cellulaire nécessite parfois de détoxifier les
concentrats. Béril ef al., (1991) filtrent sur colonne de gel Séfadex LH20 des concentrats de
coquillages a 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 étre employée que sur les virus dépourvus de
lipides. La contamination bactérienne et fongique des échantillons & inoculer est également

éliminée par addition d'antibiotiques.

IV.2. Détection par les techniques de biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire ajoutent & leur spécificité et sensibilité, la rapidité
de mise en oeuvre par rapport a la culture cellulaire. De plus elles permettent de détecter des
virus qui sont difficiles ou méme impossibles a2 multiplier en culture cellulaire. La premiére
méthode utilisée pour détecter la présence de génomes viraux dans les prélevements de
l'environnement a été I'hybridation moléculaire. De Leon et Gerba (1991) ont utilisé une sonde
ADNCc 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 I'eau d'adduction. Zhou
et al. (1991) utilisent une sonde différente, produite a partir du géne 3 et géne 6 du virus SA1l
pour rechercher et détecter la présence de rotavirus dans des coquillages. Les virus sont
concentrés a 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 et 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 sensibilit¢ de détection est de 10* virus SAIl
infectieux dans 20 g de chair de coquillages (Zhou ez al., 1991).

L'usage des techniques d'amplification enzymatique en chaine (PCR) se développe de
plus en plus, pour rechercher les principaux virus entériques humains dans des extraits d'acides
nucléiques obtenus a partir de prélévements de I'environnement. Le virus de I'hépatite A, le
virus de Norwalk, les entérovirus, et l'adénovirus ont été recherchés par cette méthode dans
l'eau et les coquillages (Atmar et al., 1993 et 1995 ; Deng et al., 1994 ; Diviziaet al., 1993 ;
Jaykus et al., 1993 ; Kopecka et 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 a 10 000 fois supérieure a celle de I'hybridation moléculaire (Alvarez et al., 1993 :



Kopecka et 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 ef al., 1993). De récents travaux montrent que
I'ARN non encapsidé de poliovirus est plus rapidement dégradé en cau de mer que le génome
encapsidé. Les auteurs concluent & 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 ef al. (1995) ont montré que I'emploi d'un contrdle
interne d'amplification permet de quantifier les particules virales détectées dans des coquillages,
en comparant les rendements d'amplification du contrle interne et de la séquence virale.

Cette technique est également sensible aux inhibiteurs de réaction enzymatique contenus
dans les prélevements de l'environnement. La nature de ces inhibiteurs est certainement trés
variée. Le glycogene des coquillages ou l'acide humique dans les sédiments font partie de ces
inhibiteurs (Atmar ef al., 1993 ; Jaykus et al., 1993 ; Tsai et Olson, 1992). Les inhibiteurs
peuvent étre co-purifiés avec les virus lors de phase de concentration des prélévements et il est
parfois préférable d'analyser les prélévement bruts a la place des concentrats (Kopecka et 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'inhibiteurs.

Comme pour l'analyse par hybndation moléculaire des prélevements 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 fagons selon les auteurs. Atmar e 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 CTAB. Les colonnes de Séphadex
(G-200) peuvent également étre utilisées pour €liminer les inhibiteurs des extraits (Tsai et Olson,
1992). La seconde méthode d'extraction 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 et al., 1994 ; Puig et al., 1994). Selon Gajardo et al. (1995), cette derniére
méthode suivie par une purification est la plus performante pour l'analyse des eaux usées. La
présence dans les extraits d'inhibiteurs peut étre mise en évidence en introduisant de 'ARN viral
dans les extraits négatifs par PCR et en les analysant de nouveau (Le Guyader ef al., 1994b), ou
directement lors de la réaction d'amplification en utilisant un contrdle interne d'amplification,
qui est amplifié en l'absence d'inhibiteur (Cone et al., 1992 ; Atmar et al., 1995).



Peu de travaux ont décrit l'utilisation de la RT-PCR pour détecter la présence de
rotavirus dans l'environnement. Les premiéres applications de cette technique sont décrites dans
le domaine médical afin de réaliser le suivi épidémiologique. Différentes approches ont été
développées, elles different principalement par la séquence des amorces utilisées pour mettre en
évidence les rotavirus et caractériser le sérotype de la souche. Les génes codant pour les
protéines de la capside externe des rotavirus, VP7 et VP4 sont les plus appropriés a
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 a l'intérieur d'un groupe ou d'un sérotype et de synthétiser les amorces

correspondantes.

Pour le géne 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 et al., 1990). Ces extrémités font
partie de la séquence non codante du géne et apparaissent conservées a l'intérieur du groupe A
des rotavirus. Pour le géne de la protéine VP4 les amorces choisies hybrident dans la partie
codante du géne mais elles sont également conservées au sein du groupe A de rotavirus
(Gentsch et al., 1992).

Les génes ou portions de génes amplifiés servent au typage des souches grace a la
présence de régions hypervariables dont certaines sont impliquées dans l'antigénicité des
protéines. Pour préciser le type des particules virales, Gouvea et al. (1990a) utilisent six
amorces, chacune complémentaire d'une séquence variable, d'un sérotype a un autre, mais
conservée a l'intérieur d'un méme sérotype. L'utilisation de ces amorces lors d'un second cycle
d'amplification permet de définir, d'aprés la taille du fragment amplifié, le sérotype (G type) de
la souche. Gentsch et al. (1992) reproduisent cette expérience sur le fragment amplifié du géne
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 ef al., 1990a ;
Gentsch et al., 1992).

Un troisieme segment de génome a ét€ amplifié pour mettre en évidence des rotavirus du
groupe A présents dans les selles de malades. Ce segment correspond au géne de la protéine
VP6. La séquence des amorces a été choisie pour permettre 1'amplification spécifique d'un
segment de 259 pb en amont du géne dans une région conservée au sein du groupe A (Wilde et
al., 1990). Mais ce géne présente moins d'intéret pour des études épidémiologiques, car il
semble relativement conservé d'une souche a une autre, ce qui se traduit par une faible diversité
antigénique des protéines VP6 (Mattion ef al., 1994).



Le développement des connaissances sur les rotavirus n'appartenant pas au groupe A a
permis de mettre au point la technique d'amplification de séquences génomiques des virus du
groupe B ou C. Ainsi deux couples d'amorces 1'un spécifique du géne 3 (souche murine du
groupe B), l'autre du géne 11 (souche humaine du groupe B), ont permis de mettre en évidence
différentes souches du groupe B et d'établir des diagnostics (Eiden et 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 a 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 situées dans des régions moyennement conservées a l'intérieur du groupe B et ne
sont pas spécifiques de tous les virus de ce groupe. En revanche le géne 8 peut étre également
utilisé pour permettre la recherche de souches animales et humaines, grice & des amorces
choisies dans une région conservée a l'intérieur du groupe B (Gouvea et al., 1991). Les
difficultés rencontrées pour trouver des séquences conservées sont certainement liées a
I'importance de I'hétérogénéité génétique des souches du groupe B (Petric et al., 1991). Pour la
recherche des virus du groupe C, l'amplification enzymatique de séquences a été réalisée grice a
la sélection d'amorces spécifiques de la séquence du geéne 6 de virus du groupe C (Gouvea
et al., 1991).

La sensibilité de cette technique de détection des rotavirus est trés importante, elle permet
d'identifier selon les protocoles choisis par les auteurs, de 10 a 4 000 virus présents dans le
mélange réactionnel (Eiden er al., 1991 ; Gentsch et al., 1992 ; Gouvea et al., 1990 et 1991 ;
Wilde et al., 1990 ; Xu et al., 1990). Cette sensibilité dépend de la spécificité 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 préléevements cliniques, les inhibiteurs ont été éliminés en
purifiant les acides nucléiques sur poudre de verre (Gentsch et al., 1992 ; Xu et al., 1990) ou en
purifiant les ARNdb par adsorption sur cellulose ou hydroxyapatite (Eiden ef al., 1991 ; Gouvea
et al., 1990 et 1991 ; Wilde et 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 a une diminution de la sensibilité d'un facteur dix (Xu ez al., 1990).
Toutefois comme pour les méthodes de détection d'autres virus entériques, la technique
damplification des rotavirus est de 500 a 50 000 fois plus efficace que les techniques
immunologiques, de 200 a 20 000 fois plus que I'hybridation moléculaire et 100 000 fois plus
sensible que l'analyse par électrophorése du génome viral (Eiden et al., 1992 ; Gentsch et al.,
1992 : Xu et al., 1990).



L'amplification génique trouve des applications, dans la synthése de sondes (Flores er
al., 1990 ; Larralde et al., 1992 ; Parwani et al., 1992 et 1993 ; Rosen ef al., 1992), dans le
clonage et le séquengage de génes (Ballard er al., 1992 ; Petric et al., 1991 ; Tosser et al.,
1992), ou encore dans I'expression de genes (Eiden et al., 1992).

Tsai et al. (1994) sont les premiers a utiliser la RT-PCR pour rechercher des rotavirus
dans des prélévements d'eaux. L'amorce End9 décrite par Gouvea et al. (1990a) 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 & 3 virus
infectieux dans 2 ul de concentrat, elle n'a pas permis aux auteurs de mettre en évidence la
présence de rotavirus dans des prélevements d'eau de mer concentrés par filtration. Plus
récemment, Gajardo et al. (1995) réussissent a détecter et a typer les rotavirus présents dans des
eaux usées par RT-PCR selon le principe décrit par Gouvea et al. (1990a) 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 Iyophilisation 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 2 10 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



I. VIRUS ET MULTIPLICATION VIRALE
I.1. Souche virale

Les mises au point méthodologiques et les études in vitro sont réalisées avec la souche
de rotavirus simien SA11 (ATCC VR 899). Cette souche nous a été€ fournie par le Professeur
L. Schwartzbrod (faculté de pharmacie de Nancy).

I.2. Réplication virale sur cultures cellulaires

La lignée cellulaire MA 104 constituée a partir de cellules de rein embryonnaire de singe
(African green monkey) est utilisée pour la réplication de la souche SA11. 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 a 37 °C en atmosphére humide enrichie en CO, (5 %), dans
des flacons de 150 cm?* (Greiner) contenant 50 ml de milieu de croissance constitué a 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/Rhéne-Poulenc) et 0,008 %
(p/v) de gentamycine (Unicet) (densité cellulaire ensemencée égale a 1,5 10° cellules/ml). Les

cellules forment un tapis continu en 1 semaine.

Des sous-cultures sont effectuées par dissociation du tapis cellulaire en présence de
trypsine. Le milieu de croissance est €liminé du flacon puis 6 ml de trypsine (2 ml trypsine a
2.5 % [Flow] dans 100 ml d'EDTA 1/5000 [Sigma]) sont additionnés. Aprés quelques minutes
437°C, I’action de la trypsine est stoppée en ajoutant 2 ml de MEM + 10 % SVF. Les cellules
sont centrifugées (5 min a 900 g), puis le culot est remis en suspension avec 3 ml de MEM + 10
% SVF. Trois nouveaux flacons de 150 cm? sont ensemencés avec 1 ml de suspension (2 10°
cellules) puis complétés de S0 ml de milieu de croissance et incubés 437 °C dans les conditions

précédemment décrites.
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[.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) a une
concentration cellulaire de 2 10° cellules/ml. Cette suspension est ensuite répartie dans des
cryotubes (2 ml/tubes) et congelée a -80 °C (congélation lente). La décongélation des cellules
avant remise en culture doit étre rapide. Le cryotube est placé dans un bain-marie a 37 °C et
utilisé pour ensemencer un flacon de 75 cm? contenant 20 ml de milieu de croissance. Le milieu
est renouvelé aprés 24 heures d’incubation a 37 °C, pour éliminer les cellules mortes non

adhérentes.

[.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 cm®.

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 10° particules
infectieuses/ml), puis mis & incuber 2 37°C pendant 1 h 30 min. Apreés adsorption du virus, 80 a
100 ml de milieu de survie (méme composition que le milieu de croissance mais sans SVF)
contenant 0,5 yg/ml de trypsine (fraction IX, Sigma) sont ajoutés. La trypsine favorise dans ce
cas I'internalisation du virus dans la cellule.

Apres 48 h a 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 a -75 °C puis décongelée 3 fois de facon a faire éclater les cellules et permetire la
libération des particules virales intracellulaires. La suspension est vigoureusement mélangée a
un volume de fréon (Sigma) puis centrifugée a 3 000 g pendant 10 min pour isoler les virions
des débris cellulaires. La phase aqueuse contenant les virus est collectée et conservée a -80 °C.

1.2.4. Concentration des particules virales complétes
Les particules double capside du virus SA11 sont concentrées par ultracentrifugation

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

capside posseédent un coefficient de sédimentation supérieur a celui des particules incomplates
(Tableau 3).
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Tableau 3. Centrifugation différentielle des particules de rotavirus.

Particule Coefficient de sédimentation Temps

en Sweiberg (S) * de centrifugation °
Core viral 280 5 33 min
simple capside 380-400 S 24,6 a23,4min
double capside 520-530 S 18 2 17,6 min

* D'aprés Estes 1990.

® Temps nécessaire pour que toutes les particules forment un culot a 40 000
tours par minute avec un rotor TLA-100.4 (Bekman) dans des tubes de 5,1 ml (k
a 40 000 tours par min = 156); le temps exprimé en minute est estimé a partir de
I'équation tmax = k/S x 60 (Fritsch, 1975).

Trois tubes de 5,1 ml de suspension virale sont ultracentrifugés pendant 20 min a
86 900 g (40 000 tours par min) et a 4 °C. Les surnageants sont €liminés 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
I’apparition d’un ECP.

I1.1. Cultures cellulaires en microplaques de titration

Le tapis cellulaire continu d’un flacon de 150 cm? est dissocié dans les conditions
précédemment décrites. Le culot de cellules isolées obtenu aprés 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 microfitration, a
raison de 250 pl/puits (1,5 10° cellules/ml). Aprés 3 jours d’incubation 2 37 °C, les tapis
cellulaires sont rincés 2 fois avec 250 ul/puits de MEM sans SVF. Les plaques sont ensuite
incubées 2 h a 37 °C avec le méme volume de MEM sans SVF, pour éliminer les traces de
sérum inhibitrices de I’adsorption virale.
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I1.2. 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 ug/ml). Chaque
dilution est inoculée en 4 répliquats a raison de 200 ul par puits. Des puits témoins ne sont pas
inoculés, mais recouverts de milieu utilisé pour les dilutions. Aprés 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 % [DI50]) a 37 °C avant I’observation
de la multiplication virale.

I1.3. Titrage du pouvoir infectieux par immunorévélation

La révélation de la multiplication virale ainsi que la détermination du titre viral par
immunofluorescence indirecte est effectuée selon le protocole décrit par Schwartzbrod (1991).

Apres 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 a l'air. Les cellules sont
réhydratées puis incubées avec 50 yl de sérum de lapin anti rotavirus dilué au 1/2000 pendant 1
h a37 °C(le sérum nous a été fournis par le Docteur J. Cohen). Apres trois lavages, 50 ul de
sérum de chévre couplé€ a l'isothiocyanate de fluorescéine (Sigma) dilué au 1/400 sont ajoutés et
laissés en contact pendant 1 h 237 °Ca I'abri de la lumiére. Les cupules sont rincées trois fois
et séchées avant 'observation au microscope a fluorescence (longueur d'onde d'excitation 450
a 490 nm). La quantification est réalisée par comptage des foyers de fluorescence (ff) (émission
d'une fluorescence de 520 nm). Le titre est expnimé en rapportant le nombre de foyers observés
par rapport au volume et a la dilution inoculée (ff/ml).

I1.4. Détermination de la dose infectante 50 %.

Le calcul de la DISO est effectuée selon la méthode de Kirber (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 parametres : | = logarithme décimal de la premiére dilution (concentration la plus
forte en virus),
d = logarithme décimal du facteur de dilution,
S = somme des pourcentages des cupules de cellules infectées a chaque
dilution,
0,5 = facteur constant a retrancher.

Le résultat est expnmé en DIS0/ml en rapportant la valeur par rapport au volume de
I’inoculum.

IIl1. LES EAUX DE MER
I11I.1. Eaux naturelles

L’eau de mer naturelle est prélevée en bidon plastique (récipients a usage unique) de 5
litres et transportée jusqu’au laboratoire ol elle est conservée a 4 °C. Les mesures de salinité, de
pH, de turbidité et la concentration en coliformes fécaux et totaux ont été effectuées par
différents laboratoires IFREMER. Aprés analyses, l'eau est directement utilisée pour les études
in vitro.

Deux eaux de mer de différentes origines ont été utilisées :

- de I'eau de mer prélevée dans la baie d’Argenton (Finistere) le 31 janvier 1994. La
qualité chimique et microbiologique a ¢ét€ analysée par le Laboratoire de microbiologie (Centre
IFREMER de Brest). Les caracténstiques de cette eau sont une salinité de 34 %o, une turbidité
de 3,5 NTU, un pH = 8,2, une flore bactérienne hétérotrophe de 2,8 10* CFU/ml (numération
sur gélose Trypticase Soja [AES], incubation a 20 °C pendant 4 jours) et une flore fécale
(coliformes fécaux) inférieure 2 1 CFU/100 ml (numération par filtration de 100 ml d'eau sur
filtre GA 0,22 um [Millipore] et dépdt du filtre sur gélose Mac Conkey [Difco] incubé a 44,5 °C
pendant 24 h).

- de l'eau de mer prélevée a Port 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 %o, une turbidité de 1,7 NTU, un pH = 8,1,
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un nombre de coliformes totaux égal a 8 CFU/100 ml (numération par la méthode du nombre le
plus probable [NPP] sur bouillon lactosé bili€ au vert brillant [Difco] incub€é a 37 °C pendant
48 h [Hervé, 1993]) et un nombre d'Escherichia coli. inférieur 4 8 CFU/100 ml (méthode du
NPP sur bouillon lactosé bilié au vert brillant [Difco] et sur eau peptonée exempte d'indol
[Difco] incubés a 44 °C pendant 24 h [Hervé, 1993]).

I11.2. Eau de mer artificielle

L’eau de mer artificielle de salinité 35 %o et de pH = 8,2 est constituée par dissolution de
43 g de sel Instant Océan dans 1 litre d’eau distillée. La salinité est ajustée au réfractometre. La
solution est filtrée sur 0,22 um, puis stérilisée en flacon de verre (1 litre) par autoclavage 20
min a 120 °C. Le flacon est conservé a 4 °C.

II1.3. Contamination artificielle des eaux de mer.
I11.3.1. Contamination par le virus SA11.

Le virus SA11 multipli€ en culture cellulaire puis 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 a partir de 15 ml d’une solution stock contenant 8 10°
DI50/ml sont remis en suspension dans 2 litres d’eau de mer artificielle. L'eau de mer naturelle
est contaminée de la méme fagon. 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 a 20 °C +/- 1 °C (étuve
réfrigérée) et a 6 °C+/- 2 °C(chambre froide).

Ainsi, quatre conditions d’incubation sont suivies sur 100 jours :
- SA 11 en eau de mer artificiellea 6 °C,
- SA 11 en eau de mer artificiellea 20 °C,
- SA11 en eau de mer naturellea 6 °C,
- SA11 en eau de mer naturellea 20 °C.,

Des prélévements de 40 ml d’eau (en tube de polypropyléne) sont effectués entre le
lemps initial et aprés 100 jours d’incubation, a partir de chacune des fioles vigoureusement
agitées. Tous les échantillons correspondant aux 4 conditions d’incubation sont conservés 2 -
20 °C avant d’étre analysés simultanément.

37

o A o B om oaa A



> CENTRIFUGATION
ﬁ 40 000 RPM - 20 min
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Figure 6. Contamination des eaux de mer par le rotavirus SA1l.

I11.3.2. Contamination par de I'ARN viral nu et encapsidé

Les acides nucléiques extraits a partir de 1 g de selle (voir paragraphe V.2.) contenant
des rotavirus sont dilués dans de I’eau de mer de Port Navalo. En parallele, 1 g des mémes
selles était dilué dans 1’eau de mer sans avoir subit de traitement déprotéinisant. Les deux
mélanges ont été incubés séparément a 10 °C sous agitation et a l'obscurité dans des tubes

fermés en polypropyléne.
1V. SITES D'ETUDES ET PRELEVEMENTS

IV.1. Le littoral du Morbihan

IV.1.1. Le golfe du Morbihan

Le Morbihan est un département maritime francais qui présente 513 km de cbtes.
L’étendue du littoral est en partie due au golfe du Morbihan dans lequel se répartissent 70 fles.
Le département est une importante région conchylicole francaise. Essentiellement ostréicole, elle

produit environ 19 000 tonnes d’huitres par an. D’autres coquillages sont également exploités
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comme les moules (4 000 tonnes par an). D’une maniere 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 (5™ département frangais producteur de lait), de porcins (4™ au rang
national) et de volailles (1* producteur de dindes), ainsi que I’exploitation de zones maraichéres
pourraient, en se surajoutant a la fréquentation estivale (capacité d’accueil totale de 616 000
personnes), étre responsable de dégradation de la qualité des eaux littorales.

10 Km

Figure 7. Localisation des points de prélévements de coquillages dans la
région du Morbihan.

Des palourdes ( @ ) ont été prélevées & Rosvellec (point 1), Truscat (point 2) et

Moulin Verdon (Point 5). Des huitres ( 4 ) ont été ramassées a Illuric (point 3) et
Men er Roue (point 4).

IV.1.2. Points de prélevement des coquillages

Des coquillages ont été prélevés par le Laboratoire 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 prélévement sont répartis dans 3 zones conchylicoles du département (Figure 7). La
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premiere est le golfe du Morbihan, ol 3 points ont €té suivis. Aux points 1 et 2 ont été prélevés
des palourdes (Ruditapes philippinarum), au point 3 des huitres (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 quatriéme point (Men er Roue) situé au nord de la baie de Quiberon est une
zone salubre ol ont été€ prélevées des huitres. La derniére zone conchylicole est située sur la
riviere d’Etel au Moulin Verdon (point 5), 1a ont été prélevées des palourdes. Ce site est
considéré comme occasionnellement contaminé.

Une partie des prélevements a été utilisée pour la recherche d'Escherichia coli. Les
analyses bactériologiques ont été effectuées par conductancemétrie (Dupont er al., 1994 et
1996), par le laboratoire IFREMER de la Trinité sur mer. Pour les analyses virologiques, les
coquillages restants étaient écoquillés puis conservés a -20 °C 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 ile des Antilles de 65 km de long sur 12 a 30 km de large, elle
posséde 300 km de cotes. L'ile héberge une population d’environ 330 000 habitants et accueille
environ 153 000 touristes. Les deux plus importantes villes de 1’ile, 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 riviéres dont la
Lézarde (33 km) qui se déverse dans la baie. L’agriculture est surtout orientée vers la
production de cannes a sucre, de bananes et d’ananas. Les martiniquais pratiquent également
I’élevage de bovins (52 000 tétes), de porc (42 000 tétes) et de moutons (73 000 tétes).
Toutefois, le tourisme joue un role de plus en plus important sur le plan économique.

IV.2.2. Points de prélévements 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 'TFREMER et le Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche. Une partie des
travaux avaient pour objectif de définir I'impact des activités sur la qualité microbiologique
(bactériologique et virologique) des eaux de la baie.




Les eaux issues des principaux apports situés autour de la baie ont €té choisies en accord
avec les autorités sanitaires locales (DDASS et DDAF). Nous nous sommes intéressés, au
cours d’une campagne en mars 1993, a la qualité virologique de 19 riviéres et rejets issus des
stations d'épuration (Figure 8). Des flacons de 40 ml en polypropyléne ont été utilisés pour

réaliser les prélevements.

Le Famentin

1 Foyt-de-France 8
7, a
..... 2 .. R o 10
R G Lo NS BA SRR <t b
IS NI E13
L Bade de Fort:de:France.
T A S 4

......................

....................................
...................................

Figure 8. Localisation des prélévements d'eaux effectués en Martinique.

@ : cauxde rivitres. B : eaux d'effluents de stations d'épuration.

1V.2.3. Echantillons cliniques
Dix selles d’enfant présentant une gastro-entérite a rotavirus du groupe A nous ont été
confiées par le Laboratoire de 1’ hopital 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 prélevements (eaux de rivieres ou effluents et selles) a été congelé a -
20°C puis transporté dans des boites réfrigérées jusqu’au laboratoire (en France).
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IV.3. Le littoral de la Loire-Atlantique
IV.3.1. Lapresqu'ile Guérandaise

La presqu'ile Guérandaise est une région riche en zones maraicageuses a vocation
touristique et économique (marais salants de Guérande et marais de la Grande Briére) 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 a la Vilaine faisant l'objet d'une péche

professionnelle et récréative intense. L'agriculture est encore présente, mais peu développée.

IV.3.2. Points de prélévements de coquillages

La plage Benoit est située sur la commune du Pouliguen a l'extrémité ouest de la baie de
La Baule (Figure 9). Le gisement naturel de coques (Cerastoderma edule) situé sur cette plage a
été classé en zone insalubre. La péche des coques a été réglementée en 1983, en raison de
dépassements des normes de salubrité en période estivale. La délivrance d'une autorisation de
péche est effectuée sur présentation d'un contrat passé par le pécheur 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 a 268 tonnes de coques sont recoltées par an.
La péche professionnelle se pratique essentiellement lors des marées de coefficient supérieur a
80, soit au maximum 10 jours par mois. En période estivale, la péche est totalement interdite.

A l'extrémité de l'estran se trouve un gisement naturel de moules (Mytilus 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 amenent a 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 péche récréative.

L'insalubrité générale de la plage Benoit serait associée a une pollution essentiellement
d'origine domestique (Catherine et al. 1991). Les plus importants flux de pollution seraient
apportés :

- par I'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 a
110 000 habitants, ainsi que les eaux us€ees des habitations non raccordées au réseau
d'assainissement. A cela, il faut ajouter certaines pollutions qui peuvent étre apportées par le

port de plaisance situé dans I'étier (900 emplacements).
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- par l'emissaire de la station d'épuration de Livery situé a proximité sur la cote rocheuse
du Pouliguen en baie du Scal.

St-Nazaire

Figure 9. Présentation du site d'étude en Loire-Atlantique et localisation
des points de préléevements.

Des prélévements d'eaux brutes et d'eaux épurées ont été éffectués a la station
d'épuration de Livery ( ® ). Les traits noirs convergeant vers la station

d'épuration représentent le réseau du collecteur principal d'eaux usées. La
fleche indique I'emissaire de rejet en mer.

La plage Benoit est située sur le bassin versant de la partie ouest de la baie de

La baule (zone en grisée). Sur cette plage, des moules et des coques ont été
ramassées ( A ).

L'hépital de St-Nazaire ( ¥ ) a collecté les selles d'enfants présentant une
gastro-entérite sévére nécessitant une hospitalisation. Les infections & rotavirus
ont été diagnostiquées par le laboratoire hospitalier.

Au jusant les eaux polluées de 'étier du Pouliguen s'évacuent trés largement mais apres
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
entrainent le panache de la Loire dans la baie de La Baule. Compte tenu de la faiblesse des
courants résiduels a cet endroit (1cm/sec), les éléments polluants en suspension dans l'eau

peuvent séjourner pendant quelques jours dans la baie du Pouliguen lors des marées moyennes
et a plus forte raison, lors des mortes-eaux.
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Des coques et des moules provenant des gisements naturels de la plage Benoit ont été
collectés mensuellement (Figure 9). La zone de prélévement située a proximité de I'étier du
Pouliguen est restée inchangée tout au long de I'étude. Les coques ont été ramassées autour des
premiers rochers du grand Impair, ol les moules ont été également péchées. Les coquillages
étaient acheminés vers le laboratoire dans les mémes conditions que celles décrites pour les
coquillages du Morbihan. Les analyses bactériologiques (recherche d'Escherichia coli par
conductance métrie) ont été réalisées par le laboratoire [FREMER de Nantes.

1V.3.3. Points de prélevements d'eaux

La presqu'ile Guérandaise est dotée d'un réseau d'assainissement centralisant 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 a
l'initiative individuelle. La capacité de traitementde la station est de 60 000 (en hiver) a 218 000
équivalents habitants (en ét€). La population permanente concernée est d'environ 55 000
habitants, la population moyenne estivale est d'environ 345 000 habitants. En période estivale,
la station traite un volume d'eaux usées qui correspond pratiquement a 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 saturation 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 a septembre) se succédent les étapes de floculation au chlorure ou
sulfate d'alumine auquel est ajouté un polymere organique cationique, suivi d'une chloration a
I'hypochlorite de sodium, puis par une décantation.

- en moyenne saison (mi-avril 2 mai) les traitements de floculation et chloration sont
réduits avant décantation.

- en basse saison (octobre a mi-avril) seule la décantation est employée.
Un traitement supplémentaire contre les mauvaises odeurs est effectué a certains postes

de prélevements par adjonction de sulfate ferreux afin de bloquer la formation de sulfure
d'hydrogéne.



Aprés 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 a environ 330 m du rivage par 6 m de

profondeur (Figure 9).

Les échantillons d'eaux de station (eau brutes et ecaux épurées) ont été collectés en
bouteilles plastiques de 1,5 litre, le méme jour que les coquillages. Ces prélévements étaient
effectués simultanément entre 11 heure et 13 heure pour minimiser les variations journaliéres de
la qualité des eaux. Les prélévements sont transportés dans une glaciere réfrigérée jusqu'au
laboratoire, ot ils sont homogénéisés, par retournement plusieurs fois, puis répartis dans des
sachets alvéolés (24 x 15 ml) et conservés a -20 °C.

[V.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 Méneux), ont €té
conservés en flacon de coproculture 2 -20 °C. Mensuellement, les prélevements élaient
transférés de I'hopital au laboratoire.

Sur I'année 1993, 43 prélevements 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'ile Guérandaise (Figure 10).

Figure 10. Localisation du domicile des enfants admis a I'hépital de St
Nazaire pour une gastro-entérite a rotavirus.
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Cing cas ne sont pas représentés sur la Figure 10. L'un des enfants était sans domicile
fixe, le second était domicili€ a Sarzeau (Morbihan), le troisiéme avait un lieu de résidence
principal 3 Guémené Penfao situé a l'extrémité nord du département, le domicile des deux
derniers n'est pas connu. Les 5 échantillons ont été néanmoins inclus dans I'étude, car leur
hospitalisation a 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 a partir des coquillages entiers

Le protocole est adapté de la méthode proposée par Lewis et Metcalf (1988a)
(Figure 11). Les virus sont extraits a partir de 25 g de chair de coquillages et d'eau
intervalvaire mélangés a 5 volumes de tampon glycine 0,1 M, NaCl 9 % et NaOH pH 9.
L'ensemble est homogénéisé a 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 a 10 000 g pendant 10 min 24 °C. Le surnageant est alors ajusté a pH 7
en présence de 8 % de PEG 8 000 (Sigma), puis mis sous agitation 2 h a 4 °C. Apres
centrifugation a 4 °C pendant 30 min a 10 000 g, le culot est repris dans 5 ml d'eau DEPC et
utilisé pour les extractions des acides nucléiques.

r

V.2. Extraction des acides nucléiques en présence de mélange détergent.

Les extractions sont réalisées a partir de 410 ul de concentrat de coquillages, ou de
prélévement d'eau, ou de suspension de selles (les selles sont diluées dans de I'eau traitée au
DEPC pour obtenir une suspension a 50% [p/v]), ou encore de suspension de virus SA1l,

selon le méme protocole (Figure 11).

La digestion enzymatique des protéines de capside est réalisée en présence d'un mélange
détergent de la fagon suivante : 1'échantillon est incubé en présence de 100 mM Tris-HCI pH
7.5, 5 mM EDTA, 1 % SDS et 200 pug/ml Protéinase K (volume final 500 ul) pendant 1 h a
56 °C.
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Figure 11. Présentation synoptique du protocole d'analyse des prélevements
nnturels et des échantillons cliniques.



Les acides nucléiques sont extraits avec 1 volume de phénol/chloroforme/alcool
isoamylique (25:24:1, v/v), puis 1 volume de chloroforme/alcool isoamylique et précipités en
présence de 2 volumes d'éthanol absolu et 300 mM d'acétate de sodium (Sambrook et al.,
1989). Aprés une centrifugation pendant 30 min a 12 000 g et a 4°C, le culot d'acides
nucléiques est lavé avec de 1'éthanol a 70 % puis séché. Les acides nucléiques sont remis en
suspension dans 50 yl d'eau traitée au DEPC.

V.3. Extraction des ARN en présence de thiocyanate de guanidium

Un volume de 100 ul d’échantillon d'eau de mer est prélevé et 800 ul d’un mélange
commercial de thiocyanate de guanidium et de phénol (Bioprobe) sont ajoutés. Aprés
homogénéisation, 80 ul de chloroforme sont ajoutés et le mélange est de nouveau agité
vigoureusement pendant 15 sec. Aprés 5 min d’incubation dans la glace, la solution est
centrifugée a 12 000 g pendant 15 min. La phase aqueuse ainsi débarassée des protéines et de
I’ADN (dans un volume égal a environ 600 pl) est mélangée a 1 volume d’isopropanol, puis
incubée pendant 15 min dans la glace. Les ARN sont culotés par une centrifugation pendant
15min a 12 000 g et a 4 °C. Le culot est lavé a I’éthanol 2 75 % puis récupéré par une
centrifugation de 8 mina 7 500 g et a 4 °C. Le culot est séché puis remis en suspension dans 10
ul 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, Wahtman)
(Figure 11). Ainsi, 100 ul d’acides nucléiques extraits d'échantillons sont mélangés a 100 ul de
tampon d'adsorption (20 mM Tris-HCI pH 6,8, 200 mM NaCl, 2 mM EDTA, 66 % d'éthanol)
et 10 ul d'une solution de CC41 (10 g de CC41 pour 10 ml de tampon d'adsorption). Le
mélange est agité pendant 45 min a température ambiante et centrifugé pendant 3 min a 4 000 g
eta 20 °C. Le culot est lavé 3 fois avec le tampon de lavage (10 mM Tris-HCl pH 6,8, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA et 70 % éthanol), puis séché rapidement avant d'étre resuspendu dans 50 ul
d'eau traitée au DEPC. Les ARNdb sont récupérés dans le sumageant aprés une incubation de
10 min a 56 °C puis une centrifugation de 3 mina 4 000 g et a 20 °C.



V.4.2. Purification par filtration

Des micro-colonnes sont préparées avec 900 ul de gel de Sephadex G 150 (Pharmacia)
a2 % dans de I'eau traitée au DEPC. L'exces d'eau est éliminé par centrifugation a 300 g
pendant 4 min. L'extrait d'acides nucléiques (20 ul) est alors déposé a la surface du gel et

l'ensemble est de nouveau centrifugé a 300 g pendant 3 min a 4°C. Les acides nucléiques
purifiés sont récupérés sous le méme volume (20pul).

Vi. RECHERCHE D’ARN VIRAUX DANS LES EXTRAITS
VI1.1. Choix des amorces et de la sonde

Cinq amorces et une sonde sont sélectionnées a partir de la séquence du géne de la
protéine VP7 des rotavirus du groupe A (Figure 12). Leur séquence est donnée dans le

Tableau 4.
I @;ﬁmﬁ_—r_h

. ' 1036 ] 1062
Be Endo
51|_71 | s7e_| 302 014 lo3a
R2 220 J239 Rl -
81
- Séquence non codante [] séquence codante
Séquence variable = Amorce ou sonde

Figure 12. Localisation, sur le géne de la protéine VP7, des amorces et
de la sonde utilisées en RT-seminested PCR et Hybridation.

Tableau 4 : Séquences des amorces et de la sonde utilisées dans les réactions d'amplification
et d'hybridation du géne codant pour la protéine VP7.

Oligonucléotide Séquence 5'-3' Localisation Référence
Beg9 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTGTGG 1-28 (Gouvea et al., 1990a)
End9 GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 1036-1062 (-) (Gouvea et al., 1990a)
RO ATACTTGCCACCACTTTTTC 914-934 (-) (Wa)

R1 GATCCTGTTGGCCATCC 376-392 (-)  (Flores et al., 1990)
R2 GTATGGTATTGAATATACCAC 51-71 (Flores et al., 1990)
Ss1 TCCATTGATCCTGTTATTGG 220-239 (-) (Wa)

() séquence complémentaire au brin codant pour la protéine.
(Wa) séquence déduite a partir du géne 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 étre utilisées avant de réaliser la réaction enzymatique de transcription de I'ARNsb en
ADN complémentaire (ADNCc).

VI.2.1. Utilisation du diméthylsulfoxide

L'extrait d'acide nucléique est mis en présence de 10% de DMSOet de 10 M de Beg9.
Apres dénaturation a 95 °C pendant 5 min le mélange est refroidi dans un bain de glace.

VI1.2.2. Utilisation de I'hydroxy-méthylmercure

L'extrait d'acide nucléique est mis en présence de 25 mM d'hydroxy-methylmercure
(HMM)(Strem chemicals) et de 10 M de Beg9. La dénaturation est réalisée pendant 5 min a
température ambiante (Figure 11).

V1.2.3. Réaction enzymatique

Dans les 2 cas de dénaturation au DMSO ou a ’'HMM, la réaction enzymatique de
transcription est réalisée dans les conditions suivantes (Figure 11). Le mélange réactionnel est
composé de 50 mM TrisHCI pH 8,3, 75 mM KCI, 10 mM DTT (60 mM DTT dans le cas de
I’ utilisation de I'HMM), 3 mM MgCl,, 400 uM de chaque désoxyribonucléotides (dNTP),
5 uM d'amorce (Beg 9), 10 unités d’inhibiteur des ribonucléases (Rnase Block I, Stratagéne)
et 10 unités de revere transcriptase de Moloney-Murine Leukémia Virus (Stratagéne). Le
mélange d'un volume final de 10 ul est recouvert d'une goutte d'huile minérale (Sigma) pour
prévenir l'évaporation d'eau. L'incubation est réalisée pendant 45 min 4 37 °C,

V1.3. Réactions d'amplification enzymatique en chaine

Deux réactions d'amplification successives sont accomplies pour permettre d'augmenter
la sensibilité de détection (Figure 11).



La premiére amplification se fait en complétant la totalité du produit de rétrotranscription
par 4 volumes de mélange réactionnel (volume final 50 ml), de fagon a obtenir une
concentration finale de 10 mM Tris HCl pH 83, 50 mM KCI, 2,5 mM MgCl,, 0,001 %
gélatine, 200 uM dNTP, 1 uM de chaque amorce (Beg9/EndS ou Beg9/R1) et de 1 unité de Tag
ADN polymérase (AmpliTaq, Perkin-Elmer Cetus).

La seconde amplification ou seminested PCR s'effectue en ajoutant 2 yl de produit de
PCR dans 25 ul d'un mélange de méme composition que pour la PCR, 2 I'exception du couple
d'amorces, qui est soit RO associé a End9, soit R1 associé a R2.

Les amplifications de I'ARN viral transcrit en ARNc s'effectuent de la maniére
suivante :

- dénaturation a 95 °C pendant 1 min ;

- 30 cycles (40 cycles en présence du contrdle interne) comprenant 3 températures : 94°C
pendant 30 sec, 50 °C pendant 30 sec et 72 °C pendant 30 sec ;

- €longation finale pendant 3 min 4 72 °C.

Le thermocycleur utilisé est soit le Perkin Elmer 9600 (Perkin-Elmer Cetus), soit le Mini
Cycler (MJ Researsh).

VI1.4. Réaction d'hybridation (Southern blot)
V1.4.1. Marquage de la sonde

L'oligonucléotide (S1) (Figure 12) est marqué a l'extrémité 3' par adjonction
enzymatique de bases couplées a la digoxigénine (DIG-11-dUTP). La réaction s'effectue dans
les conditions décrites par le fabricant (DIG Oligonucleotide tailing Kit de Boehringer
Mannheim Biochemica).

L’ oligonucléotide (5 M) est mélangé a 200 mM cacodylate de potassium, 25 mM Tris-
HCI pH 6,6, 250 pug/ml BSA, 5 mM CoCl,, 0,5 mM dATP et 2,5 unités/ul de terminal
transférase. Le tout est incubé 45 min a 37 °C, puis les oligonucléotides sont précipités en
présence de 0,3 M d’acétate de sodium et 3 volumes d’éthanol absolu. Aprés centrifugation a
12 000 g pendant 30 min a 4 °C, le culot est lavé a I’ éthanol a 70 %, puis séché et repris dans
50 pl d'eau traité au DEPC.
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VI1.4.2. Electrotransfert

Les produits de PCR ou de seminested PCR séparés par électrophorése 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 a
¢lectrotransfert 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
a un courant de 25 v pendant 6 min en tampon TBE (5X TBE : 450 mM Tris-HCI pH 8,
450 mM acide borique et 10 mM EDTA).

VI1.4.3. Hybridation

La membrane est préhybridée pendant 1 heure a 42 °C dans 5 ml de tampon 5X SSC
(20x SSC : 3 M NaCl, 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 a 42 °C en présence du méme tampon complété de 10 pmoles de sonde. La
membrane est ensuite lavée a 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 fagon spécifique est révélée par chémiluminescence (DIG Luminescent Detection
Kit de Boehringer Mannheim).

VI1.4.4. 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 1’agent bloguant a
1 % (p/v) en tampon maléate pendant 30 min. Les molécules de digoxigénine sont reconnues
par des anticorps (fragment Fab) couplés a la phosphatase alkaline (dilution du conjugué au
1/10 000 en tampon maléate + agent bloquant 1 %) pendant 30 min 237 °C. Apres 2 lavages 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 NacCl,
50 mM Mg(l,), puis incubée pendant 5 min avec 250 M CSPD (Boehringer Mannheim) en
tampon de révélation. La déphosphorylation du substrat s’accompagne d’une émission de
lumiére, la membrane est alors placée sous un film plastique transparent, puis mise au contact
d’un film photo (Hyperfilm-MP, Amersham). Aprés 1 heure d’incubation & 37°C dans une
chambre noire (hypercassette, Amersham), la révélation du film photo a lieu & 1’obscurité par
passage dans un bain de solution révélatrice (1 a 5 min), puis dans un bain fixateur (10 min).
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VII. ANALYSE DU POLYMORPHISME DE RESTRICTION DES
SEQUENCES VIRALES AMPLIFIEES

VII.1. Analyse de séquences pures

Dans le cas o 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 fagon suivante : 18 yl d'acides nucléiques amplifiés
sont mélangés a 2 ul de tampons 10X (tampon correspondant a l'enzyme de restriction,
Eurogentec) et 10 U d'une des enzymes. Le mélange est incubé au moins 2 h a 65 °C pour Tagl
ou a37 °Cpour les trois autres enzymes. Les produits de la digestion sont directement séparés
par €lectrophorése en gel de polyacrylamidea 9 % ou en gel a 2,5 % d’agarose a bas point de
fusion (voir paragraphe VIIIL.).

PRODUITS DE Seminested PCR

Séquences non spécifiques Ségquence virale pure Mélange de séquences virales

( ELECTROPHORESE ) DIGESTION ENZYMATIQUE
9 (Alul/Rsal/Sau3Al/ Tagl/
(gel de polyalcrylamide 9 %) Dra1/Ssp1/Nlalll)
|
PURIFICATION DE LA ELECTROPHORESE
SEQUENCE D'ORIGINE VIRALE (gel de polyacrylamide 9 %)
(découpage segment de gel/
broyage /élution/ précipitation) URIFICATION DES SEQUENCES
T NON CLIVEES
PCR (découpage segment de
@{1 /R2/Tag polyméras@ gel/broyage/élution /précipitation)
PCR
Y (R1/R2/Taqg polymérase)
DIGESTION
ENZYMATIQUE
(Alul/Rsal/Sau3Al/ Taql)

ELECTROPHORESE
(gel de polyacrylamide 9 %)

PROFIL DE RESTRICTION

Figure 13. Présentation synoptique du protocole d'analyse du RFLP.
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VIL2. Purification de séquences en faible concentration ou mélangées a
des séquences différentes sur le critére de la taille

Si l'amplification de la séquence virale est insuffisante, ou si elle est accompagnée de
séquences non spécifiques apreés €lectrophorese, la bande d'ADN correspondant a la séquence
virale est découpée puis broyée avec un micropoter dans 500 ul d’une solution d'élution (500
mM acétate de sodium, 100 mM Trs-Hel pH 7,5 et 5 mM EDTA). L'élution des acides
nucléiques s'effectue pendant au moins 2 h a 65 °C. 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 a -80 °C pendant 30 min.
Aprés 30 min de centrifugationa 12 000 g a4 °C, le culot est lavé a I’éthanol 2 70 % puis repris
dans 20 ul d'eau traitée au DEPC. L'ADN purifié est alors utilis¢é pour une nouvelle
amplification correspondant aux conditions décrites pour la seminested PCR (voir paragraphe
VII.3.). Un témoin négatif (segment d'acrylamide ne contenant pas d'ADN) est simultanément
trait¢ pour controler l'absence de contamination lors de la purification. Le produit
d'amplification est alors traité dans les conditions décrites au paragraphe VII.1. (Figure 13).

VIL.3. Purification de séquences mélangées a des séquences différentes
sur le critére du polymorphisme de restriction

Le mélange de séquences virales dans un méme produit d'amplification est constaté,
lorsque aprés digestion par au moins |'une des enzymes, la somme des tailles des fragments
obtenus est supérieure 2 la taille de la séquence avant digestion enzymatique.

Dans ce cas, I'ADN amplifié est clivé par les enzymes de restriction précédemment
décrites (Alul, Rsal, Sau3Al, Taql) ainsi que Dral, Sspl (Eurogenetec) et Nlalll (Sigma). Les
séquences, non clivées par chacune de ces enzymes, sont purifiées par électrophorése en gel de
polyacrylamide et réamplifiées si nécessaire. L 'analyse RFLP de ces séquences est de nouveau
effectuée (voir paragraphe VII.1.) (Figure 13).

Si des problemes d’interprétation persistent, caractérisant une co-purification de
différentes séquences, cette méthode de punfication est une fois de plus utilisée en faisant agir
une enzyme différente de la précédente. Mais une méme séquence n'a pas €été réamplifiée plus
de deux fois pour réduire les risques d’erreur (incorporation d’'un nucléotide non
complémentaire au brin copi€) lors de la synthése avec la Tag ADN polymérase qui est
dépourvue d’activité 3’->5" exonucléasique correctrice (selon Tindall et Kunkel [1988], le taux
d'erreur pour cette polymérase serait de 285 erreurs par million de bases incorporées).



VIII. ELECTROPHORESE DES ACIDES NUCLEIQUES

Deux types d'électrophorgses sont utilisés pour séparer les acides nucléiques :
I'électrophorése en gel d'agarose a bas point de fusion et I'électrophorése en gel de

polyacrylamide.

VIIL.1. Electrophorése en gel d’agarose a bas point de fusion

Les produits d'amplification ou de digestion enzymatique (10 ul) sont mélangésa 2,5 ul
de tampon SBS 5X (0,25 % bleu de bromophénol, 40 % sucrose, 1 % SDS) puis déposés dans
les puits d’un gel d’agarose Nu Sieve a 2,5 % en tampon 1X TBE. Le gel avant dépdt doit étre
pre-refroidi a 4 °C pendant au moins 30 min. Une tension de 100 volts est appliquée pendant
environ 2 heures (cuve d'électrophorése Sub-Cell, Bio-Rad), pour séparer les acides nucléiques

en fonction de leur taille.

VII1.2. Electrophorése en gel de polyacrylamide

Comme pour l'électrophorése 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 (rapport acrylamide/bis-
acrylamide = 39/1), 0,1 % (p/v) d’ammonium persulfate, de 0,1 % TEMED (v/v) en tampon
TBE. Les gels sont soumis a un champ électrique: 5 min a 60 volts puis 45 min a 120 volts
(Cuve d'électrophorese Mini-Protean II dual slab cell, Bio-Rad). Les acides nucléiques migrent
de I’anode vers la cathode et se séparent en fonction principalement du paramétre de taille mais
aussi de la conformation spatiale des molécules (Lane ef al., 1992).

Les ARNdb viraux purifiés a partir des prélevements de selles (10 ul) sont également

analysés par €lectrophorese en gel d’acrylamide 2 9 %. Les acides nucléiques se séparent sous
Ieffet d’un courant a voltage constant de 60 volts pendant 5 min puis de 3 heures 2 120 volts.
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VIIL.3. Coloration des gels d'électrophorése au bromure d'éthidium

Apres électrophorese, 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) (p/v). Le
BET s’intercale entre les bases des acides nucléiques et a la propriét€é d'émettre une lumiére
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 étre photographié (f/11,
2 s avec films instantanés Polaroid 667 iso 3000).

VII1.4. Coloration des gels de polyacrylamide au nitrate d'argent

Cette coloration argentique, plus sensible et moins toxique que la coloration au BET
(Herring et al., 1982), s’effectue en plongeant pendant 1 heure le gel dans une solution fixatrice
a 10% d’ éthanol et 0,5% d’acide acétique. Cette étape stoppe la diffusion de I’ ADN dans le gel.
Puis le gel est transféré dans une solution a 0,011 M de nitrate d’argent pendant 30 min, les
ions argent se fixent alors de fagon électrostatique sur les acides nucléiques. Aprés deux brefs
rincages a I’eau distillée, les ions argent sont réduits par incubation du gel dans une solution
fraiche a 0,75 M d’ hydroxyde de sodium et 0,085 M de formaldéhyde. La réaction est stoppée
(aprés 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 (jaundtre).
Les gels ainsi colorés peuvent étre photographiés (f/22, 1/15 s avec films instantanés Polaroid
667 1s0 3000) en les plagant sur un écran lumineux blanc de 32 W. Ils peuvent étre également

conservés plusieurs semaines a 4 °Cenveloppés dans un film plastique type Sarran.

VIIL.5. Estimation de la taille d’une séquence d’acides nucléiques.

L’ électrophorése 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 et 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 dépdt 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 a 64 pb, est
calculée. Cette droite étalon doit étre calculée pour chaque gel et elle n’est valable que pour les
séquences séparées sur le méme gel. De méme, la distance séparant chaque séquence amplifiée
ou des fragments de restriction du puits de dépdt est calculée. Cette mesure est reportée sur la
droite étalon pour estimer la taille de 'ADN. Expérimentalement, une erreur correspondant a
environ 10 % de la taille est observée.

VIII.6. Analyse densitométrique des gels colorés au nitrate d’argent

Les gels sont analysés avec un densitomeétre (CAMAG SCANNER II V3.14) qui
balayent les pistes du point de dépot jusqu’a la fin du gel avec un faisceau lumineux de 585 nm
produit par une lampe au tungsténe. Une partie de la lumicre est absorbée par les acides
nucléiques colorés a I’argent, la lumire 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 dépdt. La surface des
pics de tension €lectrique correspondant aux séquences amplifiées a partir de I’ ARN viral et du
contrdle interne sont également calculés par ce logiciel. Les analyses statistiques et graphiques
sont effectuées avec I’aide du logiciel Excel 4 (Microsoft).

IX. SYNTHESE DU CONTROLE INTERNE

IX.1. Construction de I’insert

Le géne de la protéine VP7 du rotavirus SA1ll est utilisé comme base pour la
construction du controle interne. La séquence de ce géne est parfaitement connue et décrite dans
les bases de données (numéro d'accession : J02354, K02028, V01546) (Dessen e al., 1990).

IX.1.1. Amplificationdu géne de la protéine VP7

L'ARNdb du virus SA1l est extrait par action de la protéinase K, extraction au
phenol/chloroforme et précipitation éthanolique (voir paragraphe V.2).
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Le début de la séquence (392 premieres paires de bases) du géne de la protéine VP7 est
amplifié par RT-PCR avec la Vent ADN polymerase (BioLabs). Aprés rétro-transcription de
I’ARNdb viral (dénaturé par I’'THMM) (voir paragraphe VI.2), I’ADNc est amplifié en
mélangeant les 10 pl de produit de la RT aux réactifs de PCR (90 ul). Le mélange final est
composé de tampon 1X Vent ADN polymétase (Bio Labs), 200 uM dNTP, 1 uM de chaque
amorce (Beg9/R1) et 1 unité de Vent ADN polymérase (Bio Labs). Les cycles d'incubation sont
identiques a ceux décrit dans le paragraphe VI.3.

[X.1.2. Modification de la séquence virale.

La séquence virale ainsi obtenue (Figure 14 et Figure 15, colonne 1) est digérée par
I’enzyme de restriction Nlalll : 100 pl de produit de PCR sont mélangés a 1ul de BSA et 5 pl
d’enzymes de restriction (50 unités). Aprés 1 h a 37 °C, 5 ul d’enzymes sont a nouveau
ajoutés, le mélange est de nouveau incubé pendant 2 heures a 37 °C. Les produits de la
digestion sont séparés en gel d’agarose bas point de fusion NuSieve 2,5 % (voir
paragraphe VIII.).

L 302 Géne de la protéine VP7
e e e e mm— ] du rotavirus SAll

11
1 = =2 aear (ARN bicaténaire)
NlaIil AMPLIFICATION
Niax Amorces R1 et R2
' ' Vent Polymerase
= ] dNTP
237 341
DIGESTION
Enzyme de restriction
237 pb 51 pb Nlalll (5'-CATG/-3")
ey ==
==y

PURIFICATION
(séparation des

fragments en gel
d'agarose)

4) i

237 pb 51 pb

T4 DNA ligase

PURIFICATION
(séparation des
fragments en gel
d'agarose)

288 pb

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 a partir de la position des
sites de restriction sur la séquence du géne de la protéine VP7 de la souche de rotavirus SA11
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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. Aprés un rincage a I’eau traitée au diéthyl pyrocarbonate
(DEPC) (Sambrook et al. 1989), les deux segments d’agarose sont regroupés et mélangés a
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 a 65 °C. L’agarose liquéfiée est extraite
en ajoutant 2 ml de phénol, puis en homogénéisant vigoureusement pendant 15 s et en
centrifugeant pendant 3 min a 4 000 g et a 20 °C. 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 derniére extraction avec 2 ml
de chloroforme. La solution aqueuse (d'un volume final d'environ 2 ml) est mélangée a 4 ml
d’éthanol absolu et 200 pl d’acétate de sodium 3 M pH 5,2, puis incubée pendant une nuit a -20
°C. Aprés une centrifugation pendant 30 min a 10 000 g et a 4 °C, le culot d’acides nucléiques
est lavé a 1’éthanol a 70 % puis repris dans 100 yl 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 a 260 nm (1 unité de DO, ,, = 50 ug/ml d'ADN).

Figure 15. Electrophorése en gel de polyacrylamide des produits obtenus a
l'issue des différentes étapes de la construction de l'insert.

Le génome du virus SAll est amplifié 4 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 Nlalll (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 liguation, 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) sont liguaturés entre eux par action enzymatique.
Environ 4,1 ug d’ADN (0,5 M de chaque séquence) sont mélangés a 2 000 unités de T4 ADN
Ligase (Bio Labs) en tampon 1X T4 ADN Ligase (Bio Labs). La réaction de ligation est réalisée
a 16 °C pendant une nuit. Le produit correspondant a la ligation des fragments (237 pb + 51pb
= 288 pb) est purifié en gel d’agarose bas point de fusion et repris dans 25 yl 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 R1 a partir de 4 ul d’ADN purifiés dans
un mélange réactionnel final de 100 ul (Figure 14 et Figure 15, colonne 5).

La quantité d’ ADN obtenue aprés amplification est estimée en comparant |’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) aprés
€lectrophorése en gel de polyacrylamide et coloration au BET (Sambrook et al. 1989).

1X.2. Clonage de I’insert dans un vecteur de transcription
[X.2.1. Insertion dans le plasmide

La séquence de 288 pb obtenue aprés amplification est une molécule sous la forme ADN
bicaténaire aux extrémités 5'OH et 3’OH (les amorces Beg9 et R1 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 1X 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’insert, 5 unités de Sr/l (Stratagene), 400 unités de T4 ADN Ligase (Bio Labs), volume final
10 ul. Le mélange est incubé pendant 2 h a température ambiante puis conservé dans la glace
Jjuqu’a son utilisation pour I’étape de transformation.

[X.2.2. Transformation de bactéries compétentes

La construction plasmidique est utilisée pour transformer des bactéries (E. coli IM109,
Promega) (Figure 16). Les bactéries compétentes conservées a -80 °C sont décongelées dans un
bain de glace (5 min). La suspension bactérienne (100 ul) est mélangée au produit de la ligation
(10 ul) dans un tube Falcon 2059 puis incubée 10 min dans la glace. Le tube est ensuite incubé
pendant 45 sec dans un bain-marie 2 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 I’ADN libre dans la bactérie. Puis les
bacténes se régénerent dans 900 ul de milieu liquide SOC (2 % [p/v] peptone de caseine, 0,5 %
[p/v] extraitde levure, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO, et 20 mM
glucose) sous agitation (225 tours par minute) pendant 1 h a37 °C.

Les bactéries transformées par un plasmide sont sélectionnées sur milieu solide LB (1 %
peptone de caséines, 0,5 % extrait de levure, 0,5 % NaCl, 1,5 % d’agar, pH ajusté a 7,5 avec
NaOH) complété de 100 yg/ml d’ampicilline (Sigma), 40 mg/ml d’X-Gal (Sigma), 0,5 mM
IPTG (Sigma). Les boites sont incubées pendant 24 4 48 h 437 °C.

Dans ces conditions, les bactéries non transformées (dépourvus du géne de resistance a
I'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 critére de couleur de la colonie : les colonies bleues (X-Gal hydrolysé
par la béta-lactamase) correspondent a des bactéries possédant le plasmide d’origine (LacZ+),
alors que les colonies blanches (X-Gal non hydrolysé, absence de la béta-lactamase)
correspondent a des bactéries transformées par le vecteur recombinant contenant I’insert (LacZ).

[X.2.3. Extractiondes plasmides recombinants (Mini-Prep)

Les bactéries transformées par le vecteur recombinant sont réisolées sur milieu solide
LB plus 100 pug/ml d’ampicilline et incubées a 37 °C pour conserver la lignée bactérienne puis
elles sont mises en culture dans 2 ml de milieu liquide LB contenant 100 pg/ml d’ampicilline en
tube de verre de 20 ml fermés et incubés pendant 18 h 4 37 °Csous agitation vive (250 tours par

minute).

Apres incubation, les bactéries sont culottées dans un tube de 1,5 ml par centrifugation a
10 000 g pendant 30 sec. Le culot est remis en suspension dans 200 yl 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 % SDS) 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 ul d’acétate d’amonium 7,5 M
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et homogénéisation lente. Aprés 10 min dans la glace et centrifugation a2 10 000 g pendant
15 min, le surnagent est récupéré dans un nouveau tube. Un volume de phénol/chloroforme est
ajouté 2 la suspension et le mélange est centrifugé pendant 3 min a 4 000 g. Les acides
nucléiques contenus dans la phase aqueuse sont précipités par 0,6 volumes d’isopropanol 2 et
pendant 10 min a température ambiante. Aprés centrifugation a 13 000 g pendant 30 min le
culot d’acide nucléique est lavé a I’éthanol a 70 %, séché, puis repris dans 50 ul d’eau traité au

DEPC.

1X.2.4. Orientation de I'insert dans le vecteur.

La présence de I'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 [ 3114 pb
736 pb
- pa

135 pb

Figure 17. Vérification de l'intégration et mise en évidence de l'orientation
de l'insert dans le vecteur.

Electrophorése en gel de polyacrylamide de I'ADN plasmidique, extrait a partir
d'une monoculture de cellules transformées, clivé par I'enzyme Poull (colonne P),
pour vérifier la présence de l'insert dans le vecteur et par l'enzyme Clal, pour
connaitre son orientation (colonne C). Colonnes MT6 et MT5 : marqueur de taille
VietV.

63



L’enzyme Pvull (Sigma) coupe le plasmide dans 2 sites de restriction situés de part et
d'autre du point d’insertion (site S7/I) libérant un fragment de 448 pb en I’absence d’insert ou
bien un fragment de 736 pb en présence de I'insert de 288 pb. L’enzyme Clal (Sigma) est
utilisé pour préciser I’orientation de I'insert dans le vecteur, car un site Clal est présent dans le
plasmide et un dans I’insert. En fonction de I’orientation, soit un fragment de 135 pb est libéré,
dans ce cas le début de I'insert complémentaire de Beg9 est proche du promoteur T7, ou bien
un fragment de 241 pb est produit, si le début de I’insert est situé a proximité du promoteur T3.

Les conditions d’incubation avec les deux enzymes sont comparables : 10 ul d’extrait
plasmidique sont en tampon 1X Pvull ou Clal (Sigma), 10 unités d’enzyme de restriction et
0,05 ug RNase DNase free (Boeringer Manheim) ; le volume final est de 20 ul. Aprés 2 heures
d’incubation a 37 °C les produits de digestion sont séparés par €lectrophorése en gel de
polyacrylamide, puis colorés au BET et visualisés sous lumiére UV (voir paragraphe VIII).

IX.3. Synthése d'ARN bicatenaire
1X.3.1. Isolement du fragment plasmidique a transcrire

Le plasmide recombinant contenant 1’insert est coupé par 1’enzyme de restriction BssHII
(Bio Labs) (Figure 10) : 25 ul d’extraits plasmidiques sont incubés en tampon 1X BssHII (Bio
Labs) et avec 8 unités d’enzymes de restriction ; le volume final est de 30 ul. Le mélange est
incubé pendant 4 h a 50 °C. Les produits de digestion sont séparés par €lectrophorése en gel
d’agarose a bas point de fusion (voir paragraphe VIII.). Le fragment de 461 pb correspondant a
I’insert est purifié a partir du fragment d’agarose. L’ADN purifi€ est repris dans 25 ul de
tampon TE pH 7,5.

La quantité d’ADN obtenue aprés purification est estimée par €lectrophorése en gel de
polyacrylamide et coloration au BET en comparant I'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).

1X.3.2. Transcription en ARN monocaténaire

Le fragment plasmidique est transcriten ARN simple brin a partir des promoteurs de la
T7 et T3 RNA polymérase qui flanque I'insert (Figure 18).
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Figure 18. Présentation synoptique des étapes de transcription du contréle
interne en ARNdb.

Les deux réactions sont réalisées séparément dans les mémes conditions : 0,2 ug
d’ADN sont mélangés en tampon 1X T3 (Stratagéne) ou en tampon 1X T7 (Pharmacia), avec
500 uM de chaque rNTP et 50 unités de T3 (Stratagéne) ou T7 RNA polymérase (Pharmacia),
puis incubés pendant 4 h a 37 °C. L’ADN plasmidique est ensuite éliminé en présence de 25
unités de DNase | RNase free (Pharmacia), pendant 1 h a37 °C. |
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1X.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 a -80 °C. Apres
centrifugation a 13 000 g pendant 30 min, le culotd’ARN est lavé a |’éthanol a 70 % puis repris
dans 100 ul d’eau DEPC.

Les acides nucléiques sont dénaturés en chauffant le mélange 5 min a 95 °C puis en
plongeant le tube dans un bain de glace. L hybridation des ARN complémentaires s’effectue
dans les conditions décrites par Labbé et al. (1994). Aprés addition de NaCl pour obtenir une
concentration de 200 mM, le tube est incubé a 70 °C pendant 10 min puis la température est
baissée lentement jusqu’a 20 °C, a raison de -1 °C toutes les 10 min a 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 pl d’eau traitée au DEPC. Les ARN simple brin et les extrémités non
cohésives sont €liminés par action de la Mung Bean nucléase (BioLabs) en tampon 1X Mung
Bean nucléase (BioLabs) et avec 10 unités de nucléase. Le mélange est incubé pendant 4 h a
30 °C. 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 yl d’eau
traité au DEPC.

[X.3.4. Quantification du contrdle interne

La concentration de contrble interne obtenu en fin de synthése est estimée par
amplification de dilutions de I'échantillon. Chacune des dilutions est analysée par RT-PCR
(amorces Beg9 et R1) a 40 cycles de température (voir paragraphe VI.). Les produits
d’amplification sont séparés par €lectrophorése en gel de polyacrylamide puis colorés au nitrate
d’argent (voir paragraphe VIII.). Le résultat, exprimé en nombre de copies amplifiables par ul,
correspond a I'inverse de la valeur de la derniére dilution dans laquelle est détectée la séquence,
par unité de volume analysé.



X. ANALYSE DES RESULTATS DE BANQUES DE DONNEES

Les profils de restriction de 93 souches ou isolats de rotavirus du groupe A d’origine
humaine ou animale sont calculés. La séquence du géne 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, R1 et R2 utilisées pour
I’amplification. Les sites de restriction sont localisés sur les différentes séquences a 1’aide du
serveur informatique Bisance (Dessen et al., 1990). La taille théorique des fragments, générés
par les enzymes Alul, Rsal, Sau3Al et Tagl est calculée a partir de I'emplacement des sites de
coupure sur la séquence (entre les nucléotides 51 et 392).

Alul 316

73 196 216 314 328 360
51 ¢ * 392

71 165 198 309 351 3786
Rsal 179 247

113 151 17 218 245248 318 348

51 ‘ * ‘ 392

71 165 198 309 351 376
Sau3Al

164 229
81 92 154|173 221 R31 305

51 ¢ ¢ ‘ ¢ ¢ 392
= Y k=

71 165 198 309 351 376
Tagl
9 129 188 259

21 121 153 183190 232 25 283 308

Y .

71 165 198 309 351 376

= Position de I'amorce [ | Séquence virale amplifiée Séquence variable

Figure 19. Localisation des sites de restriction potentiellement présents
sur la séquence du géne de la protéine VP7, entre les nucléotides 71 et
376.
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Quarante neuf profils différents sont identifiés a partir des 93 séquences de rotavirus
décrites dans les banques de données (voir Annexe 1). Chaque enzyme de restriction peut cliver
le géne de la protéine VP7 en 7 a 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 1'une d'elles (nucléotide 309 a 351) code pour des acides
aminés impliqués dans le sérotype du virus (G type). A l'exception de 2 profils qui sont
communs a la fois a des virus humains et simiens pour I'un ou bovin, porcin et simien pour
l'autre ; chacun des profils obtenus correspond a un ou plusieurs rotavirus ayant pour origine
une seule espéce soit humaine, bovine, porcine, ovine, equine, murine, ou encore simienne

(voir Annexe 1).

N

Les profils de restriction ainsi obtenus sont comparés a 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 compléte 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 ef al. (1984) :

Degré de similitude = 100 % - (Nd x 100) / Ns

avec pour parametres: Nd = nombre de fragments différents entre les deux profils comparés,
Ns = nombre total de fragments obtenus a partir des deux profils.
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RESULTATS



I. 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
I'environnement. L'usage d'un controle interne d'amplification est également étudié pour

mesurer le nombre de séquences détectées dans des échantillons.

I.1. Optimisation de la RT-seminested PCR
I.1.1. Tailledes séquences amplifiées en fonction du choix des amorces

Les extraits d'acides nucléiques, réalisés a partir d'une suspension du virus SA11 et de
selles d’enfants présentant une gastro-entérite a rotavirus, sont analysés par RT-seminested

PCR. Différents couples d’amorces sont utilisés pour amplifier le géne 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 Iégérement inférieure a
la longueur théorique de 934 pb est obtenu par seminested PCR avec le couple d'amorces
Beg/RO (Figure 20). Lorsque I'amorce R1 est utilisée avec 1'amorce Beg9, une séquence est
amplifiée d'une taille voisine de la longueur théorique de 392 pb (Figure 21). La seminested
PCR effectuée avec R1 et R2 permet d'amplifier une séquence d'environ 342 pb (Figure 21).

La mobilité de 'ADN amplifi€ par rapport a 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 a la
longueur théorique (calculée a partir de l'alignement des séquences des amorces avec la
séquence du gene de la protéine VP7 du virus SA11). Les longueurs estimées a partir des gels
d’agarose sont plus proches de la longueur théorique. De plus, la longueur des séquences
amplifiées calculée par €lectrophorése en gel de polyacrylamide varie parfois en fonction de la
souche virale a l'origine des extraits d'acides nucléiques. Par contre en gel d'agarose, la

mobilité des séquences amplifiées a partir des extraits de différentes origines est identique.
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Figure 20. Amplification du géne de la protéine VP7 du virus SAl1 avec les
amorces Beg9, End9 et RO.

Les ARN sont extraits a partir d'une suspension de virus SAll puis soumis a
amplification. Les produits de la réaction sont analysés par électrophorése 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 a partir de leur mobilité, dans le gel correspondant,
par rapport aux fragments du marqueur de taille.

1 MT 2

354 pb

Polyacrylamide 9% Agarose 2,5%

Figure 21. Amplification du géne de la protéine VP7 du virus SA11 avec les
amorces Beg9, R1 et R2. :

Les produits de RT-PCR et Seminested PCR sont analysés par électrophorése en
gels de polyacrylamide et d'agarose. Colonnes 1 : Produits de la RT-PCR utilisant
les amorces Beg9 et R1. Colonnes 2 : Produits de seminested PCR utilisant les
amorces R1 et RZ2. Colonnes MT : marqueur de taille VI. Les tailles des
séquences sont calculées a partir de leur mobilité, dans le gel correspondant,
par rapport aux fragments du marqueur de taille.
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[.1.2. Sensibilité de la RT-seminested PCR
[.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 SA11 est réalisée de 1,8 10° ff/ml & 1,8 ff/ml. Les acides
nucléiques sont extraits pour chaque dilution, puis analysés par RT-seminested PCR (le DMSO
est utilisé comme agent dénaturant).

Aprés coloration au BET, l'amplification d'une séquence par Beg9 et End9 n'est
décelable qu'a partir de I'extrait obtenu avec la dilution 1,8 10° ff/ml. En seminested PCR, le
couple d'amorce Beg9 et RO n'améliore pas ce résultat. En revanche, 'amplification effectuée
avec Beg9 et R1 permet d'obtenir une réaction positive avec |'extrait correspondant a la dilution
1,8 10° ff/ml. La seminested PCR accomplie avec R1 et R2 augmente la sensibilité de détection
qui atteint 1,8 10 ff/ml. Les amorces Beg9, R1 et R2 sont retenues pour effectuer la recherche
d'ARN viraux par RT-seminested PCR.

[.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 sensibilité de l'analyse est 10 fois supérieure lorsque I'HMM est utilisé par rapport a
l'emploi du DMSO. Ce résultat est confirmé lorsque la concentration en DTT est uniformisée a
60 mM pour les deux réactions. La sensibilité est alors de 1,8 10* ff/ml en RT-PCR et clle est
accrued 1,8 10 {f/ml avec la seminested PCR. L'HMM est donc retenu pour les expériences

qui sont décnites.

[1.1.2.3. Expression de la sensibilité en nombre de copies d’ARNdb

Une seconde étude de sensibilité est effectuée a 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 électrophorese
en gel de polyacrylamide et coloration au BET, en comparant I'intensité des bandes a celles



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 I'extrait
est estimée & environ 4,5 ug/ml d'ARNdDb, ce qui correspond a 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.

ARNdDb MT

Pur -1 -2 5 1 05

1033 pb
<

Figure 22. Quantification des ARNdb par électrophorése.

L'ARN viral est extrait a partir des selles d'un enfant, puis purifiés sur cellulose.
L'extrait pur et des dilutions au 1/10 et 1/100 sont analysés (dépot de 10 ul)
par électrophorése en gel de polyacrylamide et coloration au BET
(respectivement colonnes Pur a -2). L'intensité de la coloration du segment 9 est
comparée a celle du fragment de 1 033 pb du marqueur de taille VI. Colonnes 5
a 0,5 : dépbts de respectivement 5 a 0,5 fois 0,25 ug 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 dépot de 0,125 ug d'ADN total. Cette séquence
représente 10,62% de la masse totale, soit 0,013 ug d'ADN ou encore a 1,2 10"
copies. Le segment 9 correspond donc a environ 1/5 du nombre de copies soit
2,3 10° copies pour 10 ul, ou a environ 2,6 ng/10ul. Extrapolé a l'extrait total,
cela représente 4,5 ug d'ARN/ml

La réaction est positive en RT-PCR jusqu'a la dilution qui contient environ 45 pg/ml
d'ARNdb ou encore & environ 2 10° copies/ml (Figure 23). En seminested PCR, un signal
d'amplification est décelable jusqu'a la dilution 10 contenant environ 4,5 pg/ml d'ARNdb, ce

qui équivaut a 2 10° copies/ml (Figure 23).
La sensibilité de la RT-PCR et de la seminested est respectivement 5 000 et 50 000 fois

supérieure a celle de la détection des ARN viraux (11 segments ARNbd de rotavirus) en gel de
polyacrylamide coloré au BET (Figures 22 et 23).
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18 16 10'10°16°18 10’10 0%- 1816 10'10°10°1d 16”102 0%-

RT-PCR Seminested PCR

Figure 23. RT-seminested PCR sur des dilutions d'ARN viral de
concentration connue.

Les dilutions logarithmiques de l'extrait précédemment décrit (Figure 4) sont
analysées (2ul d'échantillon) par RT-seminested PCR. Les produits
d'amplification sont analysés par electrophorese en gel de polyacrylamide et
coloration au BET. Colonnes 10° 2 10 % produits des réactions dampl!ficatxons
réalisées & partir des dilutions, contenant respectivement de 4,6 10° a 4,6 10?
copies/2ul. Colonnes T- : témoin négatif (de l'eau est analysée par
RT-seminested PCR). <

En RT-PCR, juqu'a 4,6 10" copies initiales permettent d'obtenir une réaction
positive. La seminested PCR augmente la sensibilité et permet d'observer une
séquence amplifiée a partir de 4,6 10" copies.

1.1.2.4. Effetde la purification des acides nucléiques sur la sensibilité

L'effet sur la sensibilité de détection de deux méthodes de punfication est évalué. Des
extraits d'acides nucléiques, réalisés a partir de dilutions contenant de 1,8 10* 4 1,8 10* ff/ml
sont purifiés par adsorption sur cellulose granulaire (CC41) et filtration sur gel (Sephadex
G150), puis analysés par RT-seminested PCR. A I'issue de la premiére amplification
enzymatique, une séquence de 392 pb est visible pour I’extrait purifié sur CC41 qui correspond
a la dilution 1,8 10 ff/ml, alors que la séquence virale est faiblement amplifiée a partir du méme
extrait purifié sur Sephadex G150. En seminested PCR, la sensibilité est accrue d’un facteur 10
dans les deux cas et correspond a 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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[.1.2.5. Sensibilité de la RT-seminested PCR sur des préléevements de coquillages

Un lot de coques ne donnant pas de réaction positive par RT-seminested PCR est
contaminé artificiellement (injection de la dilution virale dans 1'hépatopancréas) par du rotavirus
simien SA11 de titre connu. La concentration virale dans les coquillages varie de 1,3 107 a
1,3 /25 g de chair. Apres 2 h d'incubation a 4 °C, les virus sont €lués puis précipités et les
acides nucléiques sont extraits. Aucun €chantillon ne donne de réaction positive par RT-
seminested PCR. La RT-PCR réalisée a partir des acides nucléiques purifiés sur cellulose
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 moins 1,3 10
ff/25 g de chair.

1.2. Développement de la RT-PCR semi-quantitative

La recherche de contaminations par amplification génique telle que nous I'avons décrite
ne procure que des résultats qualitatifs : absence ou présence d’ARN viral. Ce paragraphe
présente les développements méthodologiques pour permettre la quantification des ARNdb
viraux par RT-PCR.

[.2.1. Amplification du contrdle interne

Lorsque le controle interne obtenu en fin de synthese est analysé par RT-PCR, une
séquence est trés fortement amplifiée. Les couples d'amorces Beg9/R1 et R1/R2, permettent
d’obtenir des séquences plus courtes que celles synthétisées a partir du géne viral (Figure 24,
Tableau 5).

En revanche en I’'absence de rétrotranscription ou bien sans étape de dénaturation a
I'HMM, aucune séquence amplifiée avec les amorces Beg9 et R1 n'est visible apres
électrophorése en gel de polyacrylamide et coloration au BET. Une séquence est trés faiblement
amplifiée dans les deux cas aprés une seconde réaction d'amplification (seminested PCR) avec
les amorces R1 et R2.
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Tableau 5. Taille des séquences amplifiées a partir du génome du virus SA11l
. et a partir du contrdle interne.

RT-PCR Seminested PCR
Séquence  Taille Taille estimée® Taille Taille estimée®
amplifiée attendue Agarose Polyacrylamide attendue Agarose Polyacrylamide
SAll 392" 388 444 342" 354 374
Contréle
Interne 288° 279 396 238° 241 218

® Les tailles (en paires de bases) des séquences amplifiées sont calculées a partir de leur
mobilité, lors d'électrophoréses en gel d'agarose a 2,5 % ou de polyacrylamide a 9 %,
comparée a la mobilité des fragments du marqueur de taille.

® La longueur théorique (en paires de bases) du fragment amplifié est obtenue a partir de la
séquence du virus SAl1 décrite dans les banques de données (numéro d'accés : VO1546)
® La longueur théorique (en paires de bases) est calculée en tenant compte des étapes de

délétion et de ligation de la séquence du virus SA11 employées lors de la construction du

contréle interne.

SEQUENCE VIRALE

pECia roo e e P e e e eo] ERaerre] 1062 ph
I

Beg9| |
| m’
=i —y 342 pb
R2
CONTROLE INTERNE
1 86 136 374
A, : 420 pb
l I I
) ] 288 pb
Beg9|
I
|
. Rl 238 pb
R2

I Séquence d'origine plasmidique [_] Amorce ou séquence équivalente
Séquence d'origine virale — Produit d'amplification

Figure 24. Comparaison de la structure du contréle interne avec celle du
géne de la protéine VP7 (virus SAl11).
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1.2.2. Amplification concomitante du controle interne et de I'’ARN viral

Le contrdle interne est mélangé a des extraits d'acides nucléiques contenant des
séquences virales, puis le mélange est analysé par RT-seminested PCR (Figure 25). Les
amorces Beg9 et R1 permettent I'amplification simultanément des deux séquences. Apres

électrophorese les deux produits d'amplification sont distincts (Figure 25).

O MT V Ci1C2 O MT C1 C2 O

=
—
[
!
‘e
[SSa———)

RT-PCR RT-PCR Seminested PCR

Figure 25 Amplification de I'ARN viral concomitante a celle du contréle
interne dans des extraits.

Le contrdle interne est dilué (concentration finale d'environ 5 copies /ul) dans des
extraits d'acides nucléiques obtenus a partir d'une suspension de virus SAl11
(colonne V] et de coquillages (colonnes C1 et C2). Les extraits sont amalysés par
RT-PCR et RT-seminested PCR pour les extraits de coquillages. Colonnes O :
contrdle interne dilué dans l'eau. Colonne MT : marqueur de taille VI. Les fleches
la et 1b indiquent respectivement la position des séquences amplifiées en
RT-PCR et seminested PCR a partir de I'ARN viral ; les flaches 2a et 2b celles
amplifiées & partir du contréle interne.

En seminested PCR (amorces R1 et R2), les deux séquences sont également amplifiées.
Toutefois, I’exces de matrices (ADN de premiére PCR) conduit a ’apparition de séquences de
tailles plus importantes. Dans le cas d'un exces d'ADNc de contrdle interne, il apparait des
séquences surnuméraires dont la taille est proche de la séquence d’origine virale obtenue en
seminested PCR (Figure 25). Cette situation peut conduire a la confusion des séquences

synthétisées a partir du contrdle interne avec celles qui ont pour origine le génome viral.
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Figure 26. Titrage du contrdle interne par RT-PCR de dilutions limites et analyse
densitométrique.

A : Des dilutions logarithmiques du contréle interne sont réalisées. Les dilutions de 10%a 10°
(respectivement colonnes -2 a -5) sont analysées par RT-PCR, puis les produits d'amplification
sont séparés par électrophorése en gel de polyacrylamide et colorés au nitrate d'argent.
Colonne O : témoin négatif d'amplification. Colonne MT marqueur de taille VI.

B : Chaque colonne du gel est analysée par un densitomeétre qui convertit l'intensité des signaux
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 au point de dépot.
C : La surface des pics, correspondants aux séquences amplifiées de 288 pb, est calculée. La
valeur est reportée en fonction du nombre de copies amplifiables. En considérant que la derniére
dilution positive (10 est a la concentration de 1 séquence amplifiable en RT-PCR/2ul.

78



[.2.3. Quantification densitométrique des produits d’amplification

Des dilutions logarithmiques du controle interne sont analysées par RT-PCR. A la
dernigre dilution positive en RT-PCR (10™) est attribuée la concentration minimale de 1 copie
amplifiable par yl (Figure 26 A). Les gels de polyacrylamide 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’inflexion qui le précede et celui qui le suit.

Le logarithme décimal de la surface varie en fonction de la quantité de contrdle interne
analysée (Figure 26 C). Lorsque plus de 10 000 copies sont amplifiées, la courbe s’infléchit
jusqu'a atteindre un seuil maximal. La principale limite de cette analyse est l'erreur
d'interprétation des résultats obtenus avec une trop forte concentration d'ADN due a une
saturation de la coloration au nitrate d'argent.

[.2.4. RT-PCR compétitive entre le génome viral et le controle interne

Le controle interne est utilisé lors de réactions compétitives d'amplification avec le
génome du rotavirus SA11 (Figure 27 A). Pour une quantité¢ constante de contrdle interne
(10 copies/ul) mélangée a des quantités croissantes de virus (de 1 a 1 000 000 copies/pl,
concentration calculée par analyse en RT-PCR de dilutions logarithmiques), le seuil de détection
en RT-PCR du virus est diminué d’un facteur 10 a 100. Réciproquement, le contrdle interne
n’est plus amplifié lorsque la concentration en séquence virale est 100 fois supérieure.

L’analyse densitométrique fait apparaitre 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 a 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 controle interne est suffisante pour comparer le nombre de copies d'ARN
viral présentes dans des échantillons.
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Figure 27. RT-PCR compétitive entre le génome viral et le contréle interne.

A: Une quantité constante de controle interne (concentration finale 10 copies amplifiables dans 2
ul) est introduite dans des dilutions d'ARN de virus SAll. Colonnes -2 a 5 correspondent
respectivement aux dilutions contenant de 10* a4 105 copies virales dans 2 ul. Les produits
d'amplification obtenus a partir des mélanges sont analysés en électrophorése et coloration au
nitrate d'argent. Colonne T+: contréle interne sans ARN viral. Colonne MT: marqueur de taille VI.
B. Analyse densitométique des colonnes 0 a 3. Le pic 1 correspond au produit d'amplification
d'origine viral (342 pb); le pic 2 a celui du contrdle interne (238 pb).

C. L'interprétation graphique indique la valeur du rapport, entre la surface du pic 1 et celle du pic
2, en fonction du nombre de copies d'ARN viral analysées (le coefficient de détermination [r2] de la
droite de régression est égale a 0,994). La droite en pointillé, parallele a 'axe des abscisses,
représente la valeur minimale du rapport, obtenue a 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 et la mise en évidence du
pouvoir infectieux sur cultures de cellules est étudiée, ainsi que les nsques didentification
d'ARN viraux nus par rapport a la détection de virions. L'objectif de ces travaux est d'apporter

des €élément permettant |'interprétation, sur le plan du risque sanitaire, de la détection par RT-
PCR de contamination dans l'environnement.

I1.1. Stabilité du génome viral et du pouvoir infectieux

L'évolution du pouvoir infecticux du rotavirus SA-11 complet ainsi que la stabilité de
son génome sont suivis en eau de mer naturelle et artificielle, a 20 °Cet 6 °C.

[1.1.1. Suivi en eau de mer artificielle

Les eaux de mer artificielles stériles incubées aux deux températures contiennent au
début de I'expérience un nombre de virus égal a 5 10" DISO/ml. A 6 °C, le nombre de virus
infectieux varie peu en fonction du temps (Figure 28, Annexe 2). Aprés 100 jours le titre
infectieux est de 2,8 10° DIS0/ml. Le temps nécessaire pour inactiver 90 % des virus (T90) est
estimé a partir de la droite de régression. La valeur du T9O obtenue est de 126 jours avec une
incertitude de plus ou moins 39 jours (Tableau 6).

Tableau 8. Temps nécessaire pour voir diminuer le titre viral
et la proportion d'ARN viral de 80 pour cent.

Eau artificielle Eau naturelle
Conditions
d'incubation 650 20 °C 620 20 °C
T90 (titre viral)® 128+/- 39 11+/-2 19+/-1 2+/-0,2
T90 (ARNdb)" N.C. N.C. 57+/-10 16+/-2

* Le temps nécessaire pour voir diminuer de 90 % les différentes mesures en
fonction du temps est estimé a partir de la pente des droites de régressions (y=Ax
+B), pour lesquelles il est également précisé l'erreur sur la pente (a'). La valeur
est égale a : T90 = -1/A (résultats exprimés en jours). L'incertitude sur cette
valeur du T90 (t') est égale a: t'=1/(A +a') - 1/A.
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Log[{DISO/mi)t/(DIS0/ml)o]

Log[{DI50/mi)t/{DI50/ml)o]

En revanche le virus est plus rapidement inactivé lorsqu’il est incubé a 20 °C (Figure 28,
Annexe 2). Aprés 100 jours d’incubation a cette température, le nombre de virus infectieux
atteint le seuil de sensibilité. Le calcul du T9O de 11 jours révele que I'inactivation du virus est

environ 10 fois plus rapide a 20 °Cqu’a 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 a partir de trois prélévements
(prélevement initial, aprés 51 et 100 jours d'incubation) d'eau a 6°C comme a 20 °C montre que
le génome viral est présent pendant toute 1’expérience (Figures 29 et 30, Annexe 3). Le rapport
entre le nombre de copies amplifiées a partir de I’ARN viral et du controle 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 I’ARN viral et le
contrdle interne). Toutefois, ces droites montrent une stabilité du nombre de copies d’ARN
viraux, au moins pendant 100 jours d’incubation dans |’eau de mer artificiellea 6 ou 20 °C.
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Figure 29. RT-PCR compétitive a partir des prélévements d'eau de mer
artificielle et naturelle, incubées a 6 °C.

Deux cents copies de controle interne sont ajoutées aux 100 ul de prélévements
d'eau de mer. Les ARN sont extraits au thiocyanate de guanidium, puis les
extraits sont analysés par RT-PCR. Les produits d'amplification sont séparés par
électrophorése en gel de polyacrylamide et colorés au nitrate d'argent. Les
chiffres indiqués au dessus des colonnes correspondent au temps de séjour
dans l'eau de mer. Colonnes CI : analyse de dilution du contréle interne dans de

l'eau traitée au DEPC en l'absence de d'ARN viral. Colonne MT : marqueur de
taille VI.

Figure 30. Dégradation de 'ARN viral en eau de mer artificielle et naturelle.
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11.2.2. Suivi en eau de mer naturelle

La recherche de virus infectieux en culture cellulaire dans les prélévements d’eau de mer
naturelle & 6 et 20 °C 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 a 20 °C que dans
celle 2 6 °C. Ces concentrations initiales en virus restent cependant comparables a 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 10* DIS0/ml a 28 DIS0/ml en 51 jours. A
20 °C I'inactivation du virus est plus rapide (Figure 28, Annexe 4), le seuil de détection est
atteinten 16 jours maximum. D’apreés le calcul des droites de régression (inactivation du virus
en fonction du temps) et des valeurs du T9O, I'instabilité du virus SA11 est environ 10 fois plus
élevée a 20 °C par rapport a 6 °C(Tableau 6).

Ces valeurs de T90 lorsqu'elles sont comparées avec celles obtenues en eau de mer
artificielle stérile (dans les mémes conditions de température d’incubation) montrent que le virus
SA1l est environ 6 a 7 fois plus rapidement inactivé en eau naturelle qu'en eau de mer
artificielle stérile (Tableau 6).

L’analyse par RT-PCR semi-quantitative de préléevements montre la diminution
progressive du signal d’amplification du génome viral par rapport au controle interne (Figures
29 et 30, Annexe 5). A 6 °C, cette diminution du rapport entre les deux produits d’amplification
est moins rapide qu'a 20 °C. Aprés 100 jours d’incubation a 6 °C, la séquence virale est trés
faiblement amplifiée alors qu’aprés 37 jours d’incubation a 20 °C le génome viral n’est plus
détecté par RT-PCR. Les cinétiques de dégradation de I'ARN viral semblent suivre des droites.
L'effet de la température est moins important sur la cinétique de dégradation de I’ARN viral que
sur la diminution du pouvoir infectieux. Ainsi, le T9O (instabilit¢ ARN viral) a 6 °C est environ
4 fois supérieur a la valeur du T90 obtenu & 20 °C (Tableau 6). En revanche la nature de 1'eau
de mer (soit naturelle ou synthétique) influe sur la stabilité du génome viral, qui se dégraderait
plus rapidement en eau naturelle par rapport a I'eau artificielle et stérile (Figures 29 et 30).

I1.1. Stabilité de l’acide nucléique viral nu par rapport au génome
encapsidé

De I'ARN viral nu et des virus complets sont mis en suspension dans de l'eau de mer
naturelle & 10 °C. L'ARN viral nu est détecté par RT-PCR pendant les 24 premiéres heures
d'incubation (Tableau 7). Aprés 48 heures, aucune bande amplifiée n'est visible par
électrophorese en gel de polyacrylamide et coloration au BET. Pour le virus complet incubé
dans I'eau de mer, la réaction de RT-PCR est toujours positive apres 6 jours (Tableau 7).



Dans ces conditions d'étude, la cinétique de dégradation de I'ARN viral nu est au moins

6 fois supérieure a celle de I'ARN encapsidé.

Tableau 7: Persistance de 1'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 1j 2j 3j 6j
Acide nucléique viral” + ¥ # + - = s
Virus complet” + + + + + + +

* Le temps d'incubation est exprimé en heures (h) ou en jours (j).
" Résultat positif (+) ou négatif (-) pour la recherche de l'acide nucléique viral par RT-
PCR.

IIl. ETUDES IN SITU SUR LA CONTAMINATION DU LITTORAL PAR LES
ROTAVIRUS

La RT-seminested PCR a été mise au point pour mettre en évidence la présence de
rotavirus dans des prélevements de l'environnement. Comme les études de sensibilité 1'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 prélevements de coquillages (Morbihan) sont analysés. Puis des
analyses de prélevement 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 prélevements, effectués en Loire-Atlantique, regroupe sur un seul site I'ensemble des
données sur la contamination des coquillages de l'eau et sur la relation avec les infections
humaines.
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I11.1. Contamination des coquillages de la région du golfe du Morbihan

Sur 20 prélevements de coquillages (8 lots d’huitres et 12 lots de palourdes) analysés
par RT-seminested PCR et hybridation, 2 lots d’huitres sont positifs ainsi que 2 lots de
palourdes (Figure 31, Tableau 8). Les 2 prélévements de palourdes ont €galement une
concentration en bactéries entériques élevée. En revanche, les 2 prélévements d 'huitres 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 1802 Juin 1983 Octobre 1693

MTTRMvIMr TR Mv IMrMT Te TR MvIMr T R Mv I MT Mr Te T- T+

T -
E=1
L
—
—
-—

Figure 31. Amplification d'ARN de rotavirus a partir des préléevements de
coquillages effectués dans la région du Morbihan.

Les particules virales susceptibles d'étre présentes dans les coquillages sont éluces de
la chair des mollusques, puis précipitées. Les acides nucléiques sont extraits, a partir
de ces concentrats de virus, puis purifiés sur cellulose granulaire. La présence d'ARN
viraux est recherchée par RT-seminested PCR.

Les produits de la seminested PCR (repérés par les fléches) obtenus a partir des
coquillages prélevés aux stations de Truscat (colonnes T), Rosvellec (colonnes R), Iuric
(colonnes I), Men er Roue (colonnes Mr) et Moulin Verdon (Mv), sont analysés par
électrophorése en gel de polyacrylamide, puis colorés au BET. Les colonnes Te, T-, T+
correspondent respectivement aux témoins négatifs d'extraction (2 témoins), au témoin
négatif d'amplification et au 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 rotavirus par RT-seminested PCR, de méme

que 11 lots 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 prélevement”

06/92 10/92 06/93 10/93
RV" CF° RV CF RV CF RV CF

Rosvellec P = 7.2 10" - 8810° + 1,110° 5 28107
Truscat P - <310 = 1,3 10 - <310 Rty i
Iuric H - 5,6 10° - &3 108 - <310 - 510!
Men Er Roue H - 910 + <310 &+ 2310 = «&8 1Y
Moulin Verdon P - 8,0 10° - 1310 - 2310 + 4,9 10°

* Les lieux de prélevements sont localisés dans la Figure 7. Les prelevements de
palourdes sont indiqués par la lettre P, d’huitres par la lettre H.

® RV pour recherche d'ARN viral 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
Escherichia coli pour 100 g de chair de coquillages. En gras apparaissent les
valeurs supérieures au seuil de salubrité de 300 Eschericia coli/100 ml.

I11.2. Contamination des eaux de la baie de Fort de France (Martinique)

[11.2.1. Contamination virale des eaux de riviéres et des effluents de station d’épuration

L’analyse des extraits bruts obtenus a partir des 19 prélevements d’eau indique la
présence de contamination virale dans 8 échantillons (Tableau 9). La moitié correspond a des
préléevements de rejets de stations. Mais, tous les effluents de stations d'épuration analysés ne
sont pas positifs par RT-seminested PCR et hybridation, 6 prélevements sont négatifs. Sur les
9 prélevements d'eau de riviére, 4 sont contaminés par les rotavirus.

Du point de vue de la répartition géographique des prélevements, 7 échantillons positifs

sur 8 correspondaient a la zone nord de la baie de Fort de France, un prélévement effectué au
sud de la baie est contaminé (Tableau 9, Figure 8).
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Tableau 9 : Résultats de la recherche de rotavirus dans des eaux de surface
de la Martinique.

Prélevements® 1 284 56 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19
Nature de l'eau® ¢r88 ress ¥ e 8 F 8 ¢ ¢ %38 8
Résultats °  ooow o do e il B BB o TR e el e oy fe e o

* Le numéro correspond a la description des points de prélevements faite dans la Figure 8.

" La lettre r indique les prélévements d'eau de riviere, la lettre 8 correspond aux
prélevements d'effluents de stations d'épuration.

© Résultat positif (+) ou négatif (-) pour la recherche de l'acide nucléique viral par RT-
seminested PCR et hybridation.

[11.2.2. Caracténsation des séquences virales

L'analyse du RFLP a été réalisée pour six des huit séquences amplifiées a partir des
eaux de riviere et des effluents de station d'épuration. Deux séquences n'ont pas €t
caractérisées (sites 6 et 10), les produits d’amplification étaient en quantité trop faible pour étre
purifiables puis analysables. Pour les autres, la comparaison des profils de restriction montre
des homologies complétes entre les séquences amplifiées a partir des sites 1, 2, 5, 7, et 8 ;
toutes présentent le méme profil EMa (Figure 32). Seule la séquence amplifiée a partir du site
19 est différente des cinq autres par son profil de restriction EMb (Figure 32).

Eau de riviére n°1 Effluent de station n°19
MT A R S T A R 8§ T MT

Profil EMa Profil EMb

Figure 32. Profils de restriction des séquences amplifiées a partir des
préléevements d'eau.

Les séquences amplifiées a partir des prélevements n°1 et 19 sont purifiées puis
a nouveau amplifiées avant d'étre incubées avec les enzymes Alul (colonnes A),
Rsal (colonnes R), Sau3Al (colonnes S) et Tagl (colonnes T). Les produits des
réactions de digestion sont séparés par €lectrophorése en gel de polyacrylamide.
Colonne MT : marqueur de taille V. ]R



[11.2.3. Etude des souches humaines

Avec les extraits d'ARNdb obtenus a partir des selles de 10 enfants Martiniquais
présentant une gastro-entérite a rotavirus, 3 €lectrophérotypes différents sont observés en gel de
polyacrylamide (Figure 33). Quatre selles présentent I'électrophérotype SMa, I’électrophérotype
SMb correspond a 2 selles, et les 4 autres selles permettent d'obtenir I'électrophérotype SMc.
Chacun des extraits est amplifié en RT-PCR avec le couple d'amorce R1/R2, puis les séquences
virales amplifiées 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 sclles par l'analyse du RFLP correspondent a celles
obtenues par comparaison des électrophérotypes (Figures 33 et 34).

[11.2.4. Homologies entre les profils de restriction isolés de 1’environnement et ceux
obtenus a partir de prélevements humains ou de banques de données

Aucune similitude n'est observée entre les profils de restriction des séquences amplifiées
a partir des selles et ceux obtenus avec les prélévements d'eaux (Figures 32 et 34). Les profils
de restriction des ARN viraux 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
profils de restriction différents caractérisés a 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 prélévements du nord de la baie. Les
séquences ayant un tel profil sont toutes d'origine humaine et de sérotype G1. Le profil de
restriction (EMb) de la séquence amplifiée 2 partir du site 19 est semblable aux profils de 3
séquences de rotavirus animaux de différentes espéces, d’origine bovine ou porcine ou encore
simienne et de sérotype différent.

Les profils des séquences obtenus a partir des prélévements de selles sont également
comparés avec ceux des séquences de rotavirus animaux ou humains, afin d'établir si cette
comparaison attribue a ces rotavirus une origine non humaine. Les trois profils caractérisés a
partir des rotavirus présents dans les selles sont semblables 4 ceux obtenus a 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 SMb est comparable au profil de
restriction obtenu a partir de séquences de rotavirus également humains mais de sérotype G1.
Le profil SMc présente une homologie compléte avec un profil correspondant a des séquences
de rotavirus humains de sérotype G2. En tenant compte de |'imprécision des mesures des tailles
des fragments de restriction, le profil SMc est également comparable & un second profil
caractérisé a partir de séquences de virus d’origine porcine (1’une étant de sérotype G2).
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Figure 33. Electrophérotype des génomes viraux extraits a partir des
selles des enfants martiniquais.

Les ARNdb sont extraits a partir de selles, purifiés sur CC41 et analysés par
électrophorese en gel de polyacrylamide. Colonnes 1 a 6 : selles d'enfants. SMa,
SMb, et SMc regroupent les électrophorétypes identiques.

Profil SMa Profil SMb Profil SMc

Figure 34. Profils de restriction des séquences amplifiées a partir des selles
d'enfants martiniquais.

Les extraits d'acides nucléiques obtenus a partir des selles sont amplifiés avec
les amorces (R1 et R2), puis les produits d'amplification sont incubés avec les
enzymes Alul (colonnes A), Rsal (colonnes R), Sau3Al (colonnes S) et Tagl
(colonnes T). Les produits des réactions de digestion sont analysés par
électrophorése en gel de polyacrylamide. Colonne MT : marqueur de taille V.
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Tableau 10. Homologies entre les séquences détectées a partir des prélévements
de la Martinique et les séquences de rotavirus du groupe A
décrites dans les banques de données.

Données expérimentales Bases de données ®
Profils Taille des fragments ® Taille des fragments * souche (s) VP7 (G) Origine Numéro

Alul  Rsal Sau3Al Taql Alul  Rsal Sau3Al Tagl ou isolat (i) sérotype d'accession

EMa 180 255 148 255 196 268 163 263 i: 421 Gl humaine DI16326
141 77 104 85 146 74 104 79 i: 80 Gl humaine DI16325

80 75 s:A91A Gl humaine M93006

EMb 342 342 342 298 342 342 342 301 i: C60 Gl pocine L24164
50 41 n.p.* G6 bovine  M63266

s: SAll G3 simienne J02354

K02028

V01546

SMa 255 344 180 199 263 342 179 202 n.p. G4 humaine A01321
57 156 141 43 163 140 §: 5t Thomas 3 G4 humaine XI13603
<50 32 s:PVH249 G4 humaine MB86490

SMb 200 256 180 346 196 268 179 342 i: K3 Gl humaine DI16317
144 75 150 146 74 163 i: K17 Gl humaine DI16320

i: K18 Gl humaine DI16319

s: Cl Gl humaine DI7717

5: C2 Gl humaine DI17718

s: C4 Gl humaine DI17720

s: TE1 Gl humaine DI17721

s: TE2 Gl humaine DI17722

s: TE3 Gl humaine DI17723

SMc 262 350 178 350 263 342 179 342 n.p. G2 humaine MI11164
80 162 79 163 s: M48 G2 humaine L11605

266 342 179 342 s:CC117 n.p. porcine L35056

76 163 s5:C134 G porcine  L35058

* Les séquences de rotavirus du groupe A sont décrites dans les banques de données EMBL et GenBank sous le
numeéro d'accession décrit.

" La taille des fragments de restriction est calculée & partir des électrophoréses en gel d'agarose. Le résultat est
exprimé en paires de bases.

¢ Les profils des séquences de rotavirus sont calculés & partir de la position des sites de restriction sur le géne
de la protéine VP7. La taille des fragments est exprimée en paires de bases.

“n.p. = non précisé.
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IT1.3. Suivi de la contamination par les rotavirus de la baie de La Baule
(Loire-Atlantique)

[11.3.1. Contamination virale des coquillages

La recherche de séquences virales est effectuée simultanément sur les 12 prélévements
obtenus a 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 a partir des coques. En
revanche, 9 lots de coques sur 12 sont insalubres d'un point de vue bactériologique (> 300
Escherichia coli dans 100 g de chair de coquillage).

Bien que la concentration bactérienne dans les moules prélevées soit souvent inférieure a
celle mesurée dans les coques, les moules sont classées insalubres 8 fois sur 12 (Tableau 11).
Sur l'année 1993, seulement 2 prélévements, I'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 prélévements par RT-seminested PCR puis confirmée par hybridation. Trois de
ces prélevements (février, juin et novembre) correspondent a des moules salubres sur des
criteres bactériologiques (Tableau 11).

[11.3.2. 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 prélévement

d'eaux épurées (décembre) est trés faiblement positif aprés RT-seminested PCR.

En revanche, la punfication des extraits sur cellulose granulaire permet de déceler par
RT-seminested PCR la présence du génome viral dans 4 prélevements d'eau brute et 8
prélevements d'eau épurée (Tableau 11, Figure 35). Ces résultats sont confirmés par Southern
blot (Figure 35), qui réveéle également la présence d'une trés faible quantité d'ADN amplifiée a
partir de I'extrait d'eau brute du mois de mars, non visible aprés coloration au BET. Les eaux
brutes et épurées sont simultanément contaminées lors des préléevements 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.




T- Te MT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 MT Te

RT-seminested PCR

T- Te MT 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 MT Te

Southern blot

Figure 35. Mise en évidence de la présence d'ARN de rotavirus dans les
eaux épurées.

Les extraits d'acides nucléiques obtenus a partir des prélévements d'eaux
épurées des mois de janvier a décembre 1993 (respectivement colonnes 1 a 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 VI. Les fleches 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
prélévements des mois de janvier et décembre (Tableau 11). En février, mai et octobre seuls les
prélevements de moules et d'eaux épurées sont contaminés. Le génome viral est détecté
seulement dans les préléevements de moules des mois de juin et novembre. En mars, avril et
septembre, les prélevements d'eaux épurées sont contaminés mais pas ceux de moules. Lors
des mois d'été de juilletet aofit, uniquement les prélévements d'eau brute sont positifs par RT-
seminested PCR et hybridation. A aucune date, les prélévements 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 prélévements

de coquillages et d'eaux de station.

Date Moules Coques Eaux épurées Eaux brutes
(jour/mois/année) rota’ coliformes” rota' coliformes” rota" rota*
24/01/93 + 1 400 -i 1 800 + -
09/02/93 - 260 - 2 760 - -1
09/03/93 - 170 - 270 + -
07/04/93 - 7 600 - 4 200 + -
24/05/93 + 440 - 1 000 + -
21/06/93 - <30 - 32 - -1
19/07/93 - 710 - B 600 - +
17/08/93 -1i 440 - 4 200 - +
16/09/93 - 40 - 240 + =
14/10/93 + 4 800 -1 20 000 + -
15/11/93 + 270 -1 1800 - s
13/12/93 + 710 -1 390 +

* La présence d'ARNdb de rotavirus dans les prélevements est mise en évidence par RT-
seminested PCR et hybridation (Southern blot). Les signes + et - correspondent
respectivement aux échantillons positifs et négatifs aprés analyse. La présence
d'inhibiteurs dans les extrait négatifs est indiqué par la lettre 1.

® Lacontamination fécale des coquillages est évaluée par numération des Escherichia coli.
Les résultats sont exprimés en nombre de germes pour 100 ml de Chair de coquillage. En
gras apparaissent les valeurs supérieures au seuil de salubrité de 300 Escherichia
coli/ 100 g de chair de coquillage.

I11.3.3. Recherche dans les extraits d'inhibiteurs de la RT-seminested PCR

Une quantité connue d'’ARNdb de rotavirus SA11 est introduite dans les extraits d'acide
nucléique (extraits purifiés et négatifs aprés analyse virologique) avant une nouvelle RT-
seminested PCR. La concentration finale d'ARN exogéne est telle qu'un signal d'amplification
doit seulement apparaitre 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 a partir des prélévements de coques sont
ainsi testés. Sept extraits permettent l'amplification de 1'ARN exogéne, aucun produit
d'amplification n'est visible aprés coloration au BET a 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 méme facon. Sur les 7 extraits d'eau brute, 2 contiennent des substances inhibitrices
qui ne permettent pas l'amplification de I'ARN exogéne. Les 5 autres extraits ainsi que
l'ensemble des extraits obtenus a 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 'ARNdb du virus SA1l. La quantité d'ARN est ajustée pour conduire a
l'amplification de séquences visibles seulement en seminested PCR. Les produits
de la nouvelle amplification réalisée a partir de ces extraits sont analysés par
électrophorése puis colorés au BET. Les chiffres correspondent aux mois de
l'année, au cours desquels ont été réalisés les préléevements. Colonnes T+ :
produit d'amplification obtenu a partir de 'ARN du virus SAl1 mélangé a de
I'eau distillée. Colonne MT : marqueur de taille VI.

I11.3.4. Analyse du RFLP des séquences virales amplifiées

Les différents profils de restriction des séquences virales amplifiées & 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 prélevementd'eau brute du mois de mars n'est pas connu

car la quantité d'ADN obtenue aprés RT-seminested PCR est trop faible pour étre analysée.

Trois profils de restriction distincts (profils A a C) sont identifiés a partir des 7 extraits
de moules (Figures 37 et38). Le profil C, le plus fréquemment caractéris€, est obtenu a 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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Figure 37. Profils de restriction identifiés lors de 1'étude réalisée en Loire-Atlantique.

Les profils de restriction présentés correspondent aux profils isolés a partir des prélevements de
coquillages (profils A et B), ou d'eaux épurées (profils C, E et J), ou bien d'eaux brutes (profils K et
L), ou encore des prélevements cliniques (profils D, F, G, H, I et M). Colonnes A, R, S, et T
correspondent respectivement aux électrophoréses des produits de digestion des enzymes Alul,
Rsal, Sau3Al et Taqgl. Colonnes MT : marqueurs de taille VI.
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Figure 38. Distribution sur I'année 1993 des profils de restrictions obtenus
a partir des prélévements de coquillages, d'eaux de station et des
préléevements cliniques.

Avec les extraits d'eaux épurées, 8 profils de restriction sont mis en évidence (profils C
a J) (Figures 37 et 38). Six de ces extraits (eaux €épurées des mois de janvier a mai et de
décembre) contiennent un mélange de séquences (Figure 39). De 2 a 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 a 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 a 5
reprises (Figure 38). Le profil I est obtenu a 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 a
partir de séquences virales présentes dans des prélevements 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 a partir de 4 extraits différents. Les profils
D et H sont identiques a ceux de séquences amplifiées a partir des eaux épurées. Aucun de ces

profils n'est comparable a ceux caractérisés a 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
prélévements d'eaux épurées.

Les produits d'amplification directement obtenus a partir des prélévements
d'eaux épurées sont purifiés et réamplifiés avec les amorces utilisées en
seminested PCR (R1 et R2). Les produits d'amplification sont digérés avec les
enzymes de restriction Alul (colonnes A), Rsal (colonnes R), Sau3AI (colonnes S)
et Taql (colonnes T). Les produits des réactions de digestion sont séparés par
électrophorése en gel de polyacrylamide puis colorés au BET. Colonnes MT :
marqueur de taille V.

ARSTMT

Profil 1

Figure 40. Interprétation du polymorphisme de restriction obtenu a partir
de l'eau épurée du mois de décembre.

L'analyse RFLP des séquences amplifiées a partir de l'extrait brut met en
évidence un mélange de profils (profil Brut). Le produit de la premiére
amplification est traité par deux enzymes de restriction. Les produits
d'amplification non clivés par l'enzyme Sau3Al sont purifiés puis de nouveau
analysés (profil C). De méme les produits non clivés par l'enzyme Dral
permettent d'obtenir le profil I. Le profil brut correspond au mélange des profils
C et 1. Colonnes MT : marqueur de taille VI.
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I11.3.5. Amplification des séquences virales contenues dans les selles

Les extraits obtenus a partir des 43 prélévements cliniques sont analysés par
électrophorése en gel de polyacrylamide. L'électrophérotype des souches de rotavirus est
clairement identifié a partir de 36 échantillons. Pour les autres, soit les 11 segments du génome
viral ne sont pas visibles (4 échantillons), soit certains segments apparaissent trés faiblement
colorés par le BET (3 échantillons). Aucun électrophérotype ne posséde de segments
surnuméraires pouvant caractériser une co-infection par deux souches de rotavirus.

Tous les extraits sont analysés par RT-PCR (avec les amorces R1 et R2), une séquence
est amplifiée a partir des 36 extraits positifs en €lectrophorése, ainsi que les 3 extraits
partiellement identifiables. Sur les 4 extraits ne présentant pas d'électrophérotype, un seul
conduit a I'amplification d'une séquence. Les trois autres extraits négatifs en RT-PCR sont
¢galement négatifs en seminested PCR.

I11.3.6. Analyse du RFLP des séquences de rotavirus humains

Six profils distincts sont identifiés (profils D, F a I, et M) a partir des 40 produits
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 permettant
d'obtenir chacun des profils est présentée dans le Tableau 12. Entre les mois de janvier & mai et
lors du mois de décembre, de 2 a 4 profils distincts sont caractérisés mensucllement. La plus
grande diversité de souches virales est observée lors des mois de février et avril, alors que le

plus grand nombre de cas cliniques est recensé lors du mois de mars.

Deux pénodes de recrudescence sont observées. La premiére est de janvier 1993 a mai
1993 avec 35 cas cliniques recensés (aucun cas clinique n'a été€ diagnostiqué par ['hopital sur la
fin de I'année 1992). La seconde période débute en décembre 1993 avec S 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 profils de restriction identifiés lors de I'hiver 1994 est moins
importante, avec seulement 3 profils distincts : 14 cas permettent de détecter des séquences avec
le profil D, 13 cas avec le profil I et 2 cas avec le profil G.
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Tableau 12. Diversité des souches virales impliquées lors de la période
de recrudescence des gastro-entérites a rotavirus,

Mois Nombre de selles permettant d'obtenir le profil : Nombre total
D F G H | M de selles
Janvier 4 1 0 0 0 0 5
Février 3 1 1 0 0 3 8
Mars 4 0 0 7 2 0 13
Avril 2 1 0 1 2 0 6
Mai 2 0 0 0 1 0 3
Juin a novembre 0 0 0 0 0 0 0
Décembre 3 0 1 0 1 0 5
Nombre total
de selles 18 3 2 8 6 3 40

Sur les 6 profils obtenus a partir des séquences de virus humains, 5 sont identiques a

ceux caractérisés a 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 a partir des
prélevements cliniques. Les rotavirus responsables d'hospitalisation qui présentent ce profil
sont majoritaires en début et fin des périodes de recrudescence. Ce profil est identique a ceux de
séquences trouvées dans les eaux brutes du mois de janvier et dans les eaux épurées des mois

de janvier a mars.

Le profil H moins fréquemment identifi€, est cependant caractérisé a 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 prélévements d'eaux épurées du mois

d'avril et d'eau brute du mois de juillet.

Le profil I est apparu au milieu de la période de recrudescence, puis dans les mois
suivants (mars 2 mai et décembre) avec une faible fréquence de cas cliniques. Cependant il est
également caractérisé a 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 G sont caractérisés sporadiquement & partir des prélévements cliniques.
Ces deux profils sont identiques a ceux identifiés a partir des eaux épurées des mois de mars,
avril (profil G) et octobre (profil F).

Le profil M n'est identifié que lors du mois de février a partir d'un peu plus d'un tiers
des cas cliniques. Aucune similitude n'est observée avec les profils caractérisés a partir des
séquences détectées dans les prélevements d'eau de station.

Sur les 12 profils de séquences amplifiées a partir des extraits de coquillages et d'eau de
station, seulement 5 sont communs a des profils provenant de séquences de virus humains
identifiés dans les prélevements cliniques (Figure 38). Pourtant, ces séquences correspondent a
des séquences de rotavirus, car elles hybrident toutes avec la sonde.

[11.3.7. 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 I'hdpital, sont comparés aux profils de
restriction de séquences de rotavirus du groupe A décrites dans des banques de données. Des
homologies completes ou partielles sont observées (Tableau 13).

Parmi les 3 profils de restriction identifiés dans les coquillages, seul le profil C est
identique a un profil de restriction commun a 2 séquences de rotavirus, I'un d'origine simienne,
l'autre humaine. Les deux profils A et B ne présentent pas de similitudes complétes 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 fort 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 I'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 G3 [numéro
d'acces : DO1054]) soit plus faible (50 % d'homologie), cette souche animale est la seule sur 93
a posséder une séquence dont les fragments de restriction pour l'enzyme Rsal sont parfaitement
identiques a 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, cetie souche ne
possede pas, sur la partie du géne étudié, de site Tagl.

101



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 expérimentales

Bases de données*®

Profils Taille des fragments® Pourcentage  Taille des fragments® souche (s) VP7 (G) Origine Numéro

Alul  Rsal SauBAl Tagl de similitude Al Rsal SauBAl Tagl ou isolat (i) sérotype d'accession

A 263 241 345 345 73% 263 342 342 342 s:HCR3 G3 humaine L21666

80 102 79 n.p.* n.p. simienne M21650

B 339 339 177 185 73% 342 342 179 342 s:B37 G8 humaine J04334

158 161 163

o4 266 342 342 342 100% 263 342 342 342 s:HCR3 G3 humaine L21666

80 79 n.p. n.p. simienne M21650

D 180 255 148 255 100% 196 268 163 263 i 421 Gl humaine DIG326

141 77 104 85 146 74 104 79 1:80 Gl humaine DI16325

80 75 s:A91A Gl humaine M93006

E 339 339 180 339 100% 342 342 179 342 s:B37 GB humaine J04334

161 163

F 262 360 178 350 100% 263 342 179 342 n.p. G2 humaine MI11164

80 162 79 163 5: M48 G2 humaine L11605

100% 266 342 179 342 s:CCI117 n.p. porcine L35056

76 163 5: C134 G2 porcine  L35058

G 265 342 176 228 100% 263 342 181 233 s: Australia/5/77 G2 humaine X00572
80 169 117 79 161 109

H 200 256 180 346 100% 196 268 179 342 {:K3 Gl humaine DI16317

144 75 150 146 74 163 t: K17 Gl humaine DI16320

i: K18 Gl humaine DI16319

s: Cl Gl humaine DI17717

s C2 Gl humaine D17718

s: C4 Gl humaine DI17720

s: TE1 G1 humaine DI17721

s:'TE2 G1 humaine D17722

s: TES G1 humaine DI17723

1 255 344 180 199 100% 263 342 179 202 n.p. G4 humaine A01321

57 155 141 43 163 140 s:StThomas3 G4 humaine XI13603

<50 32 5:PVH249 G4 humaine MB86490

J 847 241 347 347 73% 342 241 342 209 s:A5 G8 bovine D01054
107 101 133

K 281 344 184 268 77% 342 342 179 271 1: A253 G11 porcine  L24163
70 162 76 163 71

77% 263 342 179 342 n.p. G2 humaine MI11164

79 163 s: M48 G2 humaine L11605

77% 266 342 179 342 s:CCl117 n.p. porcine L35056

76 163 s: C134 G2 porcine L35058

L 342 342 342 298 100% 342 342 342 301 1:C60 Gl poreine L24164

50 41 n.p. G6 bovine M63266

st SAll G3  simienne J02354

K02028

V01546

M 187 275 350 250 80% 196 268 179 263 s:Wa Gl humaine M21843

147 80 a0 146 74 183 79 K02033

s: KU G1 humaine D16343

s: K1 G1 humaine DI16324

s: K2 Gl humaine DI186323

s: K8 Gl humaine D16344

s: RV-4 G1 humaine MG4666

® Les séquences de rotavirus du groupe A sont décrites dans les banques de données EMBL et GenBank sous le
numeéro d'accession décrit.
b La taille des fragments de restriction est calculée a partir des électrophoréses en gel d'agarose. Le résultat est
exprimé en paires de bases.
¢ Les profils des séquences de rotavirus sont calculés a partir de la position des sites de restriction sur le géne
de la protéine VP7. La taille des fragments est exprimée en paires de bases.

% n.p. = non preécisé,
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Dans les eaux de station, 2 profils de séquences virales oblenus a partir des eaux brutes
(profils K et L) et 3 profils a 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 posseédent pas d'homologies complétes 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 possedent ces profils appartiennent a des souches virales d'origine humaine et
porcine. Le profil J, comme le profil A isolé a partir des coquillages, posséde un site de
restriction seulement commun avec la souche bovine A5 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 complétes avec
celles de séquences de rotavirus humains et animaux. Le profil C, obtenu a partir des
prélévements 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 a celui qu'il a avec le profil J. Le profil E est
identique a celui d'une séquence d'une souche humaine B37 précédemment comparée au profil
B. Par conséquent, le profil B posséde un degré de similitude avec le profil E identique a celui
qu'il a avec la séquence de la souche humaine B37. Enfin, Le profil L est le 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 prélévements d'eaux de station communs
aux profils obtenus a partir des prélévements cliniques (profils D, F, G, H et I), sont comparés
avec les résultats des banques de données. Sur ces 5 profils, tous sont identiques a ceux de
séquences de rotavirus décrits dans les banques de données. Ces virus sont généralement des
virus d'origine humaine, a I'exception des séquences virales qui présentent le profil F. Ce profil
F est comparable a 2 profils, 1'un correspond a une séquence de rotavirus humain le second a
des séquences de souches porcines. Ces profils de séquences de souches humaines et porcines
ont ét€ précédemment rapprochés du profil K (profil caractérisé a partir de séquences détectées
dans un prélévement d'eau brute). Ce profil K par conséquent présente des homologies avec le
profil F avec un degré de similitude de 77 %.

Le profil M de séquences de rotavirus uniquement caractérisé a partir des prélévements
cliniques ne posséde pas d'homologie compléte 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



I. 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 maniére relativement facile comme les rotavirus ou les entérovirus, la
multiplication en cultures cellulaires d'autres virus, comme le virus de ['hépatite A ou le virus
de Norwalk, est encore aujourd’hui difficiles voire impossibles. Avec ces derniers,
l'amplification enzymatique en chaine est le moyen le plus adapté pour mettre en évidence leur
présence dans des échantillons de I'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 €té 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 premiéres applications dans le diagnostic
médical (Gouvea ef al. 1990a ; Xu et al. 1990). Les conditions d'analyses décrites dans ces
travaux ont été modifiées afin d'accroitre la sensibilité de détection du génome viral dans des
prélévements d'eaux ou de coquillages.

La séquence du géne de la protéine VP7 est choisie comme la séquence cible de
l'amplification. En effet, ce géne est parfaitement connu et plusieurs amorces sont décrites
permettant 'amplification des rotavirus. Ce géne comporte également des séquences différentes
entre les virus du mé&me groupe, ce qui permet de distinguer les souches sur la base de I'analyse
du RFLP des produits d'amplification (Gouvea et al., 1993 ; Vonsover et al., 1993).

Les amorces Beg9 et End9 décrites par Gouvea ef al. (1990a) sont complémentaires de
séquences situées aux extrémités non codantes 5' et 3' du géne, ubiquitaires a I'ensemble des
rotavirus du groupe A (Figure 12). Les amorces R1 et R2 sont décrites par Flores ef al. (1990)
comme étant complémentaires de séquences situées dans la partie codante du geéne et également
communes aux rotavirus du groupe A (Figure 12). L'amorce R1 est située entre deux régions
du géne qui codent pour des domaines variables de la protéine et qui avec une troisiéme 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 H1) non retrouvé dans la protéine VP7 mature (Mattion et
al., 1994). L'amorce RO est complémentaire d'une séquence codante pour un domaine conservé
de la protéine VP7 des rotavirus du groupe A. Le role de ce domaine est imprécis, il a été
considéré comme responsable de I'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 et al., 1994 ; Mattion et al. 1994).

Dans un premier temps, les amorces Beg9 et End9 sont utilisées pour amplifier la
séquence entiere du geéne de la protéine VP7 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 I'environnement. L'amorce interne RO est utilisée pour réaliser une seconde
amplification enzymatique a partir des produits de la premiére réaction, mais I'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 1'amorce RO avec la séquence
diminue I'efficacité de 1'amplification et explique ce résultat (Eiden et al. 1991 ; Gouvea et al.
1991).

La RT-PCR réalisée avec Beg9 et R1 permet d'amplifier une séquence correspondant
aux 392 premiers nucléotides du géne (Figure 21). Dans les mémes conditions d'analyse, la
sensibilité est 10 fois supérieure a celle obtenue avec le couple Beg9 et End9. En seminested
PCR, le couple R1 et R2 permet d'augmenter encore de 10 fois la sensibilité de détection. Le
rendement de la réaction pourrait étre supérieur lors de l'amplification de fragments courts. Des
structures secondaires dans I'ARN viral pourraient rendre difficile 'obtention d'ADNc entiers
lors de réactions de rétro-transcription (Estes et Cohen, 1989). Mais aussi, comme l'indique
Gouvea et al.. (1991), I'amorce End9 n'a pas une séquence parfaitement complémentaire avec
le géne de la protéine VP7 pour I'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 '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
premiére est basée sur l'analyse de dilutions d'une souche virale de titre connu (Figure 23). Elle
fournit un résultat exprimé en nombre de particules infectieuses en culture cellulaire par unité de
volume. Cette sensibilité de 2 10° ff/ml est en valeur relative 100 fois inférieure a 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, |'une animale (virus SA11), I'autre humaine (virus contenus dans une selle) et que

l'amplification puisse avoir une sensibilité différente selon les souches étudides, 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
incomplétes 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 I'ARN viral cible de I'amplification. Hejkal ez al. (1984) estiment qu'a une particule
virale, détectée par culture cellulaire A partir de selles, correspond environ 3,8 10° particules
virales non infectieuses. Cette importance du nombre de particule non infectieuses est confirmé
par Ward ef al., (1986) qui mesure un rapport de 1,56 10* virions pour un virus infectieux a
partir de filtrat des selles d'un enfant infecté. En culture cellulaire, ce rapport pourrait étre moins
important et il serait estimé a 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 a un volume d'environ 20 ml), la sensibilité de détection des virus dans les
coques de 1,3 10* ff/25 g est environ 3,5 fois supérieure a celle mesurée avec l'eau distillée.
Cette différence est soit liée 4 des erreurs dans les dilutions, soit réelle. Dans ce dernier cas, la
concentration des particules virales lors de la précipitation par le PEG des €luats 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 a 3 500 copies d'ARN, ou encore a 30 virus infectieux. Cette
sensibilité est [égérement supérieure a celle mesurée par Gouvea et al. (1990a) avec 0,2 a 1 pg
d'ARN ou par Xu et al. (1990) avec 8 000 particules, a partir du méme géne. Mais elle est
moins bonne que celle décrite par d'autres auteurs qui ciblaient un geéne différent et obtenaient
une sensibilité de 500 copies d'ARN par RT-PCR du géne de la protéine VP6 (Wilde erf al.,
1990) ou de 10 a 1 000 particules virales par RT-seninested PCR du géne de la protéine VP4
(Gentsch et al., 1992). La sensibilité de détection des rotavirus est généralement inférieure (de
10 a 1 000 fois) a celle mesurée avec d'autres virus entériques 3 ARN monocaténaires
(entérovirus, virus de |'hépatite A), pour lesquels il est parfois détecté moins d'une particule
infectieuse (Atmar ef al., 1993 ; Le Guyader ef al., 1994b ; Kopecka et al. 1993). La
dénaturation préalable a la rétro-transcription, diminue probablement la sensibilité par rapport
aux résultats obtenus avec les virus 2 ARNsb (Wilde et al., 1990).

La mobilit€é des séquences amplifiées est différente selon la nature du gel
d'électrophorese. En gel de polyacrylamide, la taille des fragments apparait plus importante
qu'en gel d'agarose (Figures 20 et 21). Ceci pourrait étre dii a des structures secondaires, de
I'ADN amplifié, différentes selon les souches analysées. Selon Lane et al. (1992), des torsions
de la double hélice d '"ADN seraient produites par la succession d'adénine qui crée une courbure
de 20°/base (Lane ef al. 1992). Or, dans le géne de la protéine VP7, il existe des enchainements
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de six bases adénine (Dessen ef al., 1990), entrainant la formation de courbures avec un angle
de 120° de la molécule d'ADN. En gel de polyacrylamide, ces déformations retardent la
migration du fragment par rapport a un fragment linéaire, par contre en gel d'agarose la
migration n'est pas altérée (Lane et al. 1992). Ce phénomeéne observé lors des €lectrophoreses
en gel de polyacrylamide pourrait expliquer les différences de tailles apparentes des fragments
amplifiés a 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

.....

d'amplification avec une sonde homologue de séquences de rotavirus.

L'alignement des séquences de différents génes viraux ne permet pas d'identifier une
région hautement conservée entre les amorces R1 et R2 de seminested PCR, il est donc difficile
d'identifier une séquence commune a l'ensemble des rotavirus du groupe A (Dessen er al.,
1991). En revanche un domaine de la protéine VP7 a une séquence en acides aminés conservée
d'une souche a une autre (acides aminés 51 a 63) (Estes, 1990 ; Mattion et al., 1994). Celle
région serait indispensable a la rétention de la protéine au réticulum endoplasmiqile lors de la
réplication virale. La séquence de la sonde est celle de la séquence nucléotidique de la souche de
rotavirus humain Wa qui code pour ces acides aminés (Figure 12, Tableau4).

L'alignement de la séquence de la sonde avec celle de génes de virus décrits dans
GenBank, indique des homologies complétes avec 26 séquences, toutes de rotavirus d'origine
humaine. Des homologies partielles (95 a 90 %) sont trouvées avec 3 séquences de rotavirus
humains, 5 de rotavirus bovins et une séquence de rotavirus ovin (Dessen et al., 1990).
Environ 44 % (35/79) des séquences de rotavirus 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 sont trés homologues, contre seulement 17 %
(6/35) des séquences de virus animaux. La sonde présente des pourcentages d'homologie plus
faibles (inférieur ou égale a 85 %) avec les autres séquences de rotavirus dont le rotavirus SA11
(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 °C. 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
SAT11 (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 a 85 % ne sont pas reconnues. Malgré cela, les conditions
d'hybridation n'ont pas ét€ changées car il n'a pas été identifié de séquences plus ubiquitaires
entre les amorces de seminested PCR.
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II. RT-PCR QUANTITATIVE

L'emploi d'un contrdle interne compétitif est de plus en plus utilisé pour estimer le
nombre de copies de génomes de virus a ARN et ADN dans des prélévements cliniques ou de
l'environnement par RT-PCR ou PCR (Atmar et al., 1995 ; Clossais Besnard et Andre, 1994 ;
Ravaggi et al., 1995 ; Secchiero et al. 1995 ; Steffan et Atlas, 1991). Cette méthode ne
nécessite pas l'analyse de séries de dilutions de l'échantillon a titrer, ni d'interrompre
l'amplification avant que la phase plateau de la réaction d'amplification soit atteinte (Morrisson
et Gannon, 1994 ; Siebert, 1993). Le rapport entre la quantité de séquences amplifiées a partir
de I'ARN viral et du controle interne est directement proportionnel a 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 contrdle interne réalis€ dans le but de la quantification des rotavirus est compétitif, la
séquence du contrdle interne, comme celle du virus, est reconnue par les amorces Beg9, R1 et
R2 (Figure 24). Mais aussi par sa structure ARNdb, le contrdle 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 a partir de la séquence virale et
celle obtenue avec le controle interne est mesuré par analyse densitométrique des gels colorés au
nitrate d'argent. Cette méthode simple et rapide a également l'avantage d'étre automatisée.
L’ intensité de la coloration est fonction du nombre de copies soumises a amplification, ceci
dans une certaine limite (environ de 1 & 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 I'amplification d’ une quantité croissante d’ ARN viral en présence d'une
quantité constante de contrdle interne montrent I’ 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 contrdle 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 contrdle interne. Toutefois, la relation est valable pour des
différences de concentration en d'ARN viral et de controle interne variant de 0,1 4 100 fois. En
présence d’ un déséquilibre important entre le nombre de copies d’ ARNdb des deux molécules,
I’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
I’analyse par RT-PCR quantitative, pour diminuer le risque d'amplifier une unique séquence.

109



Le contrdle interne peut-étre également utilisé lors de réactions d'amplification, pour
révéler la présence d'inhibiteurs (Cone ef al., 1992). Mais I'usage du contrdle interne que nous
avons réalisé n'est pas adapté a la RT-seminested PCR. Une confusion risque d'étre faite entre
les séquences amplifiées a partir du virus et des séquences non spécifiques (Figure 25). La
formation d'hétéroduplex entre la séquence virale et le contrdle interne pourrait étre responsable
de ces séquences non spécifiques. Mais de fagon plus général, ce phénoméne est observé pour

toutes les réaction de RT-seminested PCR réalisées avec un exceés 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
pathogene (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 I'ARN des rotavirus en eau mer. L'objectif est d'évaluer les risques de détection par RT-
PCR de contamination en I'absence de virus infectieux.

II1.1. Devenir du virus SA11 en eau de mer artificielle

La stabilité du pouvoir infectieux du virus SA11 en eau de mer est comparée a
celle du génome viral. L’ extraction au thiocyanate de guanidium permet d'obtenir le génome des
rotavirus de maniére 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
contrdle interne et la séquence virale, ou de contamination entre les échantillons riches en ARN

viraux sont ainsi réduits.

La stabilité du génome viral dans I’eau de mer artificielle stérile est importante. Sur les
100 premiers jours d’incubation, le rapport entre I’amplification de I’ARN viral et celle du
contrble interne ne varie pas de fagon significative (Figure 30). L'ARN subit peut-étre des
altérations mais elles ne sont pas détectées par RT-PCR. En revanche, le titre infectieux des
prélevements décline réguliérement en fonction du temps (Figure 28). L’inactivation du virus
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est environ 10 fois plus rapide a 20 °C qu’a basse température (Tableau 6). Des phénomeénes
d'adsorption des virus aux parois des flacons ne peuvent pas expliquer ces résultats, car
I'adsorption au verre est rapide (1 jour) et limitée par '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 (Melnick et Gerba, 1980 ; Williams, 1985), ce qui n'est pas le cas dans l'eau de
mer étudiée.

L’absence de microorganismes (tout du moins au début de I’expérimentation) et
I"identité chimique des eaux de mer artificielles incubées a 6 °Cet 20 °C permet de supposer que
la température est le facteur déterminant. Cette relation avec la température a déja été montrée
pour les rotavirus ou pour d'autres virus entériques (Estes et al., 1979 ; Meng et al., 1987).
Selon ces auteurs, 1’élévation de température favorise la destabilisation de la capside virale, ce
qui conduirait a une inactivation du virus. A I’opposé, les acides nucléiques n'étant pas détruits
par une élévation de température, les ARN seraient toujours détectables en RT-PCR (Sambrook
et al. 1989).

Des résultats comparables ont €t€ acquis lors d’une étude sur la stabilité de poliovirus en
eau de mer synthétique stérile (Le Guyader ef 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 10* virus infectieux par ml), alors que les ARN viraux sont détectés par RT-PCR aprés au
moins 272 jours d'incubation. Il semble toutefois, que I’ARN monocaténaire de poliovirus
subisse des altérations (Enriquez ef al., 1993). L’évolution du génome de poliovirus suivi par
hybridation moléculaire met en évidence une diminution de 1,5 unité logarithmique a 37 °Cen
75 jours dans un tampon salin (PBS) stérile. La encore, ce déclin est moins important que celui
du pouvoir infectieux qui diminue dans le méme temps de 4 unités logarithmiques a 37 °C. En
revanche a 15 °C, I’évolution des résultats de la culture cellulaire et de 1’hybridation moléculaire
est comparable. La contamination des milieux stériles par des nucléases ne peut pas étre exclue,
en particulier les RNases sont des enzymes trés résistantes pouvant étre actives méme apres
stérilisation par autoclavage (Sambrook et al., 1989). Ces enzymes introduites ou présentes
dans les milieux stériles pourraient étre responsables de la dégradation du génome de
poliovirus. Le génome du virus SA11 est peut étre moins sensible aux RNases, ou alors I’eau
de mer constitue un milieu défavorable a I’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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I11.2. Devenir du virus SA11 en eau de mer naturelle

En eau de mer naturelle le titre infectieux diminue plus rapidement qu'en cau artificielle
(Figure 28). Cette diminution est également accentuée par I'élévation de la température
d'incubation qui comme en eau de mer synthétique est environ 10 fois plus rapide a 20 °Cqu'a
6 °C(Tableau 6). La valeur du T90 de 2 jours a 20°C, obtenue avec le virus SA11 dans I'eau
d'Argenton, est comparable a celle décrite pour d'autres rotavirus (humain ou animaux), ou
d'autres virus entériques dans des eaux de mer naturelles (Fujioka er al., 1980). Cependant,
dans certaines études le poliovirus est plus rapidement inactivé que le virus SA11, lui méme
plus sensible que le virus de I'hépatite A (Chung et Sobsey, 1993 ; Girones et al., 1989 ; Hurst
et Gerba, 1980 ; Ward et 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 I'eau est
autoclavée (Enriquez et al., 1993 ; Girones ef al., 1989), ou subit encore d'autres traitements
antimicrobiens comme une irradiation aux UV (Ward e 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 a l'eau non
traitée (Fujioka et al., 1980 ; Girones et al., 1989) ; c'est également le cas quand des bactéries a
Gram positif ou négatif, isolées a 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 fagon plus significative que la nature de '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 1'eau naturelle
(Fujioka et al., 1980 ; Ward et al., 1986b).

Les activités microbiennes seraient égalementa l'origine de l'instabilité du génome viral
en eau de mer naturelle (Enriquez et al., 1993 ; Tsai et Palmer, 1994 ; Ward et al., 1986b). Les
résultats de nos travaux montrent une dégradation de I'ARN viral plus rapide a une température
d'incubation de 20 °C qu'a 6 °C. Cependant, la différence entre les cinétiques de dégradation
des ARN a 20 °Cet 6 °C est moins importante que celle du pouvoir infectieux dans les mémes
conditions (Figures 28 et 30). L'effet température pourrait agir également en augmentant
l'activité d'organismes ou d'enzymes nucléasiques. L'instabilité de 'ARNdb du virus SA11 est
3,6 fois plus importante a 20 °Cqu'a 6 °C (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 a 4 fois plus
rapide que la dégradation de I'ARN 2 6 °C, contre de 7 a 9 fois a 20 °C. Ward et al. (1986b)
suggerent que la capside joue un role protecteur contre l'action des nucléases, et que l'altération
préalable des capsides est nécessaire pour permettre la dégradation des ARN. Selon Pancorbo et
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 aprés
I'inactivation virale.

Le rdle protecteur de la capside est confirmé par l'interprétation des résultats obtenus en
comparant la stabilité du génome nu et celle du génome encapsidé, dans I'eau de mer naturelle.
L'ARN nu n'est plus détecté par RT-PCR apres 2 jours d'incubation a 10 °C, alors que I'ARN
encapsidé est toujours présent apres 6 jours (Tableau 7). Ces résultats sont comparables a ceux
obtenus avec le poliovirus dans I'eau de mer naturelle (Tsai et al., 1993 et 1995). Ces auteurs
montrent également, qu'en 2 jours a4 °C, le génome nu de poliovirus n’est plus détecté par RT-
PCR. Cette dégradation de I'ARN viral nu est beaucoup plus importante que celle du génome
encapsidé qui est toujours détecté par RT-PCR aprés 21 jours d'incubation dans les mémes
conditions. Tsai et al. (1995) révelent également que la stérilisation de I'eau favorise la stabilité
du génome nu, confirmant ainsi I'hypothése précédemmentdécrite de l'origine microbienne des
activités nucléasiques.

La stabilité des rotavirus mesurée dans les conditions précédemment décrites ne refléte
pas dans I'absolu le devenir des rotavirus naturellement rejetés dans l'environnement. Le virus
SA11 est choisi comme modele des rotavirus Certaines souches animales pourraient présenter
une stabilité de la capside supérieure a celles d'origine humaine (Estes, 1990). Vaughn et al.
(1987) montrent que le virus simien SA11 est moins sensible a 'ozone que le virus humain
Wa ; bien que pour d'autres traitements (physiques ou chimiques), la sensibilité ou la
résistance du rotavirus virus SA11 soit peu différente de celle du rotavirus Wa (Meng et al.,
1987 ; Vaughn et al., 1986). Egalement, dans les conditions naturelles, les rotavirus ne sont
pas sous la forme 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
(Berman et Hoff, 1984 ; Hejkal et al., 1979 ; LaBelle et Gerba, 1979, 1980 et 1982 ; Williams,
1985). L'étude que nous avons réalisée ne prend pas non plus en compte, l'effet d'apports de
matieéres 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 virus en leur permettant de s'adsorber sur les microorganismes (Fujioka et al.,
1980 :; LaBelleet Gerba, 1982 ; Melnick et Gerba, 1980). Enfin, I'absence de lumiére tout au
long de cette expérience pourrait favoriser la stabilité des rotavirus, qui comme les autres virus
entériques sont sensibles aux UV (Chang er al., 1985 ; Melnick et Gerba, 1980 ; Meng er al.,
1987 ; Smirnov et al., 1991 ; Sobsey, 1989).
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Ainsi, les études in vitro réalisées au cours de ce travail ne refleétent 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 1'amplifier. De plus, 1'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 I'ARNdb une fois libéré. Les
rotavirus, dans le milieu marin, seraient donc majoritairement sous forme de particules non
infectieuses. Aprés 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 I'eau et de sa température. La température est le principal facteur
influencant 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 ét€ 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 l'avons précédemment montré, Boher (1991) détecte la présence de
rotavirus par culture cellulaire dans des huitres. La concentration virale atteint 10° ff/100ml de
chair de coquillages. Or la sensibilité¢ de la RT-seminested PCR est 10 fois supérieure a 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 prélevements de
coquillages ont ét€ analysés. Différentes espéces ont été collectées : des coquillages fouisseurs
tels que les palourdes et les coques, ainsi que des coquillages non fouisseurs comme les huftres
et les moules. La présence de rotavirus est mise en évidence dans 25 % (11/44) des
prélévements de coquillages.
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Comme de précédentes €tudes sur les rotavirus et sur d'autres virus entériques l'ont
montré (Boher 1991 ; Goyal et al., 1983), il n'existe pas de relation entre le niveau de
contamination en coliformes fécaux et la présence d'ARN viral dans les coquillages analysés.
Les prélevements 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 prélévements contaminés par les bactéries
entériques (concentration supérieure au seuil de salubrité) 26 % (6/23) sont également trouvés

contaminés par les rotavirus.

Pour un méme 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
prélevements de moules sont positifs par RT-seminested PCR, alors qu'aucun prélévement de
coques ne permet de déceler la présence de contamination par les rotavirus (Tableau 11). Deux
hypothéses 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 hypothése 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 et al., 1984) et sur le role des particules sédimentaires dans la contamination des
coquillages (Landry et 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 I'ARN viral.

Mais I'hypothése 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 a partir des prélévements de coques contiennent des inhibiteurs de la RT-
seminested PCR, contre 8 % (1/12) seulement des extraits obtenus a partir des moules. La co-
purification d'inhibiteurs comme les acides humiques dans les coquillages peut entraver la
détection des virus (Atmar e al., 1993). La mise en évidence des inhibiteurs peut s'effectuer en
introduisant directement dans les échantillons le controle 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 controle interne le montrent, I'interprétation
de la RT-seminested PCR est génée 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 I'animal (Romalde et al., 1993). Des extractions réalisées uniquement a partir de
I'hépato-pancréas et du tube digestif augmentent la sensibilité et diminuent également les risques
d'inhibitions apportées par les autres tissus (Atmar et al., 1995).

Les coquillages prélevés dans la région du Morbihan ont également été utilisés pour
rechercher la présence d’ ARN du virus de I’hépatite A et d’entérovirus (Annexe 6). Lorsque ces
résultats sont comparés a ceux obtenus sur la détection des rotavirus, dans un cas I’ARN de
rotavirus est le seul a &tre mis en évidence, a deux reprises, I’ARN du virus de 1’hépatite A est
détecté en méme temps que I’ARN de rotavirus et un cas de triple contamination est observé.
Des prélevements de coquilages étaient également contaminés par de I’ARN du virus de
I’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).

I1V.2. Contamination des eaux

La RT-seminested PCR a été également utilisée pour rechercher des contaminations
virales dans des eaux de riviere des effluents de station et des eaux usées naturellement
contaminées. En Martinique, l'aspect lié a 1’assainissement des zones rurales, urbaines et
touristiques est actuellement considéré comme une préoccupation majeure pour les prochaines
années. Lors des différentes campagnes de préleévements, 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 prélévements 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 2 partir des prélevements
effectués dans la région nord de la baie de Fort de France, ol se concentre essentiellement la
population et également 4 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 prélévements effectués a
I'est, surtout industriel.
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Ces données sur la présence de rotavirus dans les prélévements d'eaux ont pu étre
comparées avec les résultats d'analyses menées en paralléle sur la contamination virale (virus de
I"hépatite A et entérovirus) et sur la charge bactérienne (coliformes fécaux) (Annexe 7). Lors de
I'étude sur la qualité microbiologique des eaux, tous les prélevements analysés qui sont
contaminés par les rotavirus, contiennent également des séquences du virus de I’ hépatite A et/ou
d’entérovirus. Jamais de séquences de rotavirus ne sont trouvées seules, alors que les
entérovirus et le virus de I'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 enténques. En effet, si certains prélévements, trés contaminés bactériologiquement,
sont contaminés par les virus, la présence de virus est également détecté dans les préléevements
d'eaux de riviéres peu ou faiblement contaminées en coliformes fécaux (Annexe 7).

Comme pour les prélevements de coquillages, il n'y a pas de corrélation significative
entre la contamination virale et bactérienne. La détection de différentes espéces virales dans les
eaux de surface, ainsi que l'absence de relations entre les contaminations virales et bactériennes,
est fréquemment décrite (Deetz et al., 1984 ; Gerba et al., 1984b ; Keswick et al., 1984 ; Rose
et al., 1987 ; Smith et Gerba, 1982). Des observations comparables sont faites a partir de
prélevements d'eaux estuariennes et marines (Gerba et al., 1979 ; LaBelle et al., 1980).

Ces résultats sur la qualité des eaux de riviere 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 problémes de santé publique.

Les eaux de la station d'épuration de Livery en Loire-Atlantique ont été également
analysées par RT-seminested PCR (Tableau 11). Au niveau de la station, les prélévements
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 mémes raisons précédemment citées, une purification supplémentaire
n'a pas €t¢ entreprise pour ces extraits (Figure 36). La différence de contamination est
également expliquée par des origines différentes des eaux brutes et des eaux épurées. En effet,
le prélevement d'eau épurée ne correspond pas a la méme masse d'eau brute qui a subi
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l'ensemble du traitement d'épuration. Les deux prélevements 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 comespondent a des eaux
homogénéisées par le procédé d'épuration, alors que les prélevements d'eaux brutes sont des
eaux d'une qualité plus hétérogéne dans le temps qui est le reflet de I'activité dans les foyers

raccordés au réseau.

Ces résultats comme ceux obtenus a partir des prélévements 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 préléevements d'effluents et des eaux de riviéres

rejetées ou destinées a étre rejetés en mer sont contamings.

1V.3. Relation épidémiologique entre la contamination du littoral et I'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 ét¢ proposée par Gerba er al. des 1975. Ce cycle a €té argumenté par la
caractérisation de virus dans différents échantillons naturels ou par la capacité des virus a
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 a partir des échantillons contaminés une partie du
matériel génomique viral. L'analyse de la séquence compléte, ou du RFLP du fragment amplifié
permet de caractériser les virus (Gouvea ef al., 1993 ; Ushijima ef al. 1994 ; Vonsover et al.,
1993). Une telle approche a été recemment employée pour comparer les séquences génomiques
de virus de I'hépatite A ou de virus de Norwalk impliqués dans des épidémies et des séquences
virales amplifiées a partir de coquillages contaminés (A paire-Marchais et al., 1995 ; Le Guyader
el al., 1995b). Mais la comparaison des séquences n'a pas permis d'assimiler les deux
éveénements, contaminations des coquillages et infections humaines a la méme souche.
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L'analyse du RFLP des séquences amplifiées a été utilisée pour établir des relations
entre la contamination de 'environnement littoral et le contexte épidémiologique des infections a
rotavirus. Les relations épidémiologiques présentées dans cette étude s'appuient sur ['identité
des profils de restriction des séquences amplifiées. Mais I'analyse du RFLP ne permet pas
d'affirmer l'identité des souches virales. Une partie seulement du géne de la protéine VP7 est
analysée (303 pb sur 1 062 pb) et ce géne 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 a rotavirus semblait atteindre les enfants martiniquais. De telles recrudescences sont
observées tout au long de I'année dans I'ile (Laboratoire d'analyse de I'hdpital de Fort de
France, communication personnelle). Au moins deux souches sont a 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 a partir de selles d'enfants malades pendant la
méme période (Figures 32 et 34). Ces selles prélevées a I'hopital n’étaient peut-étre pas
représentatives de toutes les infections survenues dans la population. Les profils de restriction
des séquences amplifiées a partir des prélevements ont donc ét€é comparés aux résultats de
banques de données. L'une des séquences virales trouvée dans les eaux au nord de la baie est
trés certainement d'origine humaine. L'ongine de la seconde est moins précise mais

probablement animale (Tableau 10).

La relation entre la contamination des coquillages par les rotavirus, la contamination des
caux de station d'épuration et les infections survenant dans la population, a été étudiée a partir
des résultats des analyses effectuées sur les prélevements 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 Benoit pourrait étre
liée a la contamination virale des rejets de la station de Livery lors des mois d'hiver, de

printemps et d'automne (Tableau 11).

La caractérisation des séquences virales obtenues a 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 prélevements et des homologies partielles (pouvant
correspondre a une origine commune) rapprochent les autres séquences. Cette diversité moins
importante dans les coquillages est comparable a celle détectée dans les eaux de surface de la
Martinique. Comme |'indiquent les résultats de 1'étude in vitro sur I'amplification compétitive,
la diminution du nombre de séquences différentes, détectées par RT-seminested PCR, peut &tre
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due a la détection seulement des génomes viraux les plus abondants ; ou bien, les séquences
isolées dans l'environnement correspondent a 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 prélevements de moules est
imprécise (Tableau 13). Elle est parfois attribuée a des virus humains, mais aussi rapprochée de
virus bovin (I'hypothése 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 a ceux de séquences de rotavirus animaux,
bovins, ou porcins, mais la majorité correspond a des séquences de virus d'origine humaine.

Cette dominance ne semble pas liée & un déséquilibre entre le nombre de rotavirus
humains et animaux décrits dans les banques de données, caril y a presque autant de virus des
deux origines décrits dans GeneBank et EMBL (47 rotavirus humains contre 46 virus animaux,
mais par espéce l'origine humaine est majoritaire [Annexe 1]) (Dessen ef 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 pdturages. 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 amimaux puissent infecter I'homme, généralement en provoquant des infections
bénignes ou asymptomatiques (Hoshino et Kapikian, 1994).

A la différence de 1'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 a rotavirus et la contamination des eaux épurées
est accentuée par l'augmentation simultanée de la diversité des souches en circulation dans la
population et I'augmentation de la diversité des séquences virales dans les eaux épurées. Une
quasi simultanéité (au mois pres) d'apparition de certains profils obtenus a partir des selles
d'enfants et des eaux de station est observée et conforte I'nypothése que l'apparition des cas
cliniques a I'h6pital de Saint-Nazaire refléte 'augmentation des infections a rotavirus au niveau
de la population (les eaux usées de I'hdpital n'étant pas traitées par la station de Livery).
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Ce décalage dans 'apparition des souches peut étre une explication de l'absence de
corrélation trouvée en Martinique, ou les échantillons cliniques ont été prélevés sur un jour.
Malgré le suivi régulier des infections cliniques lors de I'étude en France métropolitaine, la
relation n'est pas absolument fidéle. Certaines souches dont l'origine est humaine étaient
identifiées a partir de la contamination des eaux de station et non a 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 caractére saisonnier de
ce phénoméne qui correspond aux recrudescences hivernales et printaniéres généralement
décrites pour les pays tempérés (Figure 3) (Cook ef al. 1990). Une telle diversité des virus a
l'origine de la contamination des eaux ne semble pas avoir été décrite auparavant. Des études
épidémiologiques sur des infections a rotavirus montrent l'identification de différents sérotypes
et €lectrophérotypes de souches de rotavirus lors d'un méme mois ou lors d'une méme période
de recrudescence (Noel et al., 1991 ; Tabassum et al., 1994). La majorité (33 %) des profils de
restriction, caractérisés a partir des séquences virales détectées lors des études in sifu,
correspond a des séquences de rotavirus de sérotype Gl. Ce sérotype serait le plus
fréquemment caractérisé a partir des souches virales humaines (Woods et al., 1992). Mais il est
également montré qu'une telle dominance de sérotypes peut changer d'une année a l'autre (Noel
etal., 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
a partir des séquences détectées dans les prélevements d'eau au nord de la baie de Fort de
France (profil EMa) est identique au profil D obtenu a partir des eaux de station d'épuration
Livery et des selles d'enfants hospitalisés a Saint Nazaire. La séquence détectée dans l'eau
prélevée au sud de la baie (profil EMb) est comparable a une séquence détectée dans les eaux
brutes de la station d'épuration (profil L). Les selles d'enfants Martiniquais contiennent
¢galement des séquences virales aux profils comparables a ceux caractérisés a partir de souches
humaines et d'eaux de station d'épuration (SMa = Profil I; SMb = Profil H et SMc = Profil F).
L'origine humaine commune a tous ces virus, détectés dans l'environnement et dans les

prélevements cliniques, explique certainement ces similitudes.



CONCLUSION



La RT-seminested PCR associée a 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 '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 1'analyse du RFLP par rapport au séquengage réside dans la
facilité de mise en évidence de la diversité des séquences virales détectées dans les
prélévements. Inversement I'analyse de cette diversité, telle que nous l'avons exécutée, est
fastidieuse. Le clonage de séquences amplifiées et I'analyse du RFLP des différents clones
pourraient étre envisagés pour simplifier I'identification des différentes souches a l'origine de la
contamination d’un échantillon.

La méthodologie présentée dans ce travail, bien qu'ayant donné des résultats
satisfaisants pourrait étre améliorée. La concentration des virus a partir de 1’ hépato-pancréas des
coquillages est actuellement évaluée au laboratoire ainsi que I'extraction des ARN au
thiocyanate de guanidium ou la punfication par le CTAB afin de réduire la présence
d'inhibiteurs. Les premiers résultats révélent la présence de rotavirus dans des préléevements de
coques, résultats qui auparavant n'avaient pas €té obtenus lors d'analyses de coquillages
naturellement contaminés. Ce nouveau protocole de préparation des échantillons semble donc
mieux adapté a l'analyse de différentes espéces de coquillages.

Une des améliorations majeures apportée a la technique de détection par RT-PCR est la
possibilité d 'obtenir une estimation quantitative du résultat. Le contrle interne tel que nous
I'avons développé nous a permis d'évaluer le nombre de particules virales présentes lors
d'essais in vitro réalisés pour évaluer la persistance du virus dans diverses conditions. Cette
technique réalisée en parallele avec la culture cellulaire a montré qu'il pouvait exister, en eau
naturelle et a2 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 I'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 a proximité de rejets d'eaux polluées, en revanche, cette
étude révele que lors de périodes de recrudescence des infections a rotavirus, les stations
d'épuration disséminent dans l'environnement un grand nombre de souches d'origine humaine
ou animale. [l semble donc que la diversité des souches d'origine humaine détect€es dans
l'environnement soit liée au contexte épidémiologique des infections a rotavirus dans la
population. Cette relation doit étre confirmée par de nouvelles études in sifu sur au moins une
année supplémentaire, car la diversité des souches dans une population évolue. Ainsi, sur
I'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 I'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 I'ARN viral et la présence de rotavirus
infectieux a basse température. Des études complémentaires, en présence de sédiments, d'une
agitation, de lumiére, de matiére organique ou aprés action de désinfectants, permettraient
d’évaluer précisément leur devenir dans I’environnement. D’autre part, il serait intéressant
d'étudier grace a des méthodes biochimiques I’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 traitementa bon escient et réduire de fagon importante le rejet de

virus infectieux dans l'environnement.

Parallélement aux altérations importantes des virus dans I’environnement entrainant leur
inactivation, n’y aurait-il pas des modifications des acides nucléiques, ou des protéines de
structures 7 Ces composants impliquées dans I’attachement aux cellules et/ou dans la
transcription pourraient alors peut-étre modifier les possibilités de réplication virale. Dans
I'éventualité de telles modifications, il est important de développer des techniques sensibles et
fiables qui peuvent apporter des réponses sur |'état des différents composants du virion.
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Annexe 1

Profils de restrictions calculés a partir des séquences

décrites dans les banques de données GeneBank et EMBL

Taille des fragments de restriction (en pb)

Rotavirus du groupe A

Alul Rsal Sau3Al Tagl

Nom
5'AG/CT3' 5'GT/AC3' 5'/GATCS' 5T/CG A3' ; Origine
3'TC\GA5' 3'CA\TG5' 3'CTAG\5' 3'A gc\T5' | delaséquence i
D13549
342 342 342 349 prgedy Equine
ROBVP7G Bovine
PRVVP7Y Porcine
342 342 342 301
41 ROSVP7
RO1G9
ROSI11 Simienne
REVP7
G 842 s 842 ROBVP7A Bovine
o Vi 163 e ROHVP7B37 Humaine
263 342 342 342 ROHVP7X Humaine
79
RORVP7 Simienne
146 342 342 342
117 RO1G14 uine
79 Eq
146 342 342 342
120
45 MRO08430 Murine
23
A %2 322 321 PRVC95X Porcine
% 2 78 7L PRWPTX  Poreinc
342 342 255 233
87 gg ROBVP7 Bovine
342 342 163 131
123 109 .
56 05 HRAG64SP8 Humaine
7
342 241 342 209
101 133 RODEYEY Bovine
263 342 342 206
79 109 ROHCAPSPRO Humaine
27
123 342 342 182
120 160
14 MR08420 Murine
32
23
278 342 342 160
64 141 ROBVP7B60 Bovine
41
342 298 179 342 ROTVP7X
44 163 s
342 216 179 342 REOPR9
126 163 ROBA44VP7 Porcine
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Annexe 1 (suite)

Taille des fragments de restriction (en pb) [(Rotavirus du groupe A
Alul Rsal Sau3Al Tagql Nom
5'AG/CT3' 5'GT/AC3' 5'/GATC3' 5T/CG A3' S Origine
3'TC\GAS5' 3'CA\TG5' 3'CTAG\5' 3'A GC\T5' € la scquence
342 144 171 342
129 171 ROTOUTCAP Humaine
69
266 342 179 342 PRVOCPVB
76 163 PRVOCPVD Porcine
263 342 179 342 RO2VP752 TOREY
79 163 RO1VP7C et L
263 342 179 342
43 163 ROBEKK3VP7 Bovine
32
263 342 171 342
43 163 PRVOCPVC Porcine
32 8
233 342 :!132 342 PRVVP7 Porcine
32 65
263 208 342 342
43 44 ROHVP7P Humaine
32
342 145 179 206 ROTVP7B
ROTVP7D
278 342 219 301
a4 Yoo 41 ROBVP7NCD Bovine
263 342 181 233
79 161 109 REROHUSG Humaine
2?’3 i }gg ?gg PRVOCPVA Porcine
233 e }?g %gg PRVOCPVF Porcine
65
263 342 179 202 ROTVP7A
43 163 140 A01321 Humaine
32 ROT359
120 s 135 5 MR08422
76 MRO08425 Murine
23 MR08427
266 342 179 130
76 163 109 PRVOCPVE Porcine
103
278 197 342 301 ROBG R
64 145 41 REROTRUK g
3
}492 :1359 943 2;} ROHVP7 Humaine
e i 342 e HRVO4350 Humaine
8
*70 224 W 183 ROIVP7B Toiniin
263 216
79 126 }gg a2 PRVP7G Porcine
263 298 179 342 REBRVP7 )
43 44 163 BRRVP7A Bovine
39 ROBVP7BI11
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Annexe 1 (suite)

Taille des fragments de restriction (en pb) |Rotavirus du groupe A
Alul Rsal Sau3Al Taql —
5'AG/CT3' 5'GT/AC3' 5'/GATC3' 5T/CG A3' . Origine
3'TC\GAS' 3'CA\TG5' 3'CTAG\5' 3'A GC\T5'| de laséquence
196 278 179 342 ROHVP7AA
146 74 163 ROHVP7C
ROHVP7AB
ROHVP7BA
ROHVP7DO
ROHVP7GO Humaine
ROHVP7EQ
ROHVP7FO0
ROHVP7A1
ROHVP7A2
ROHVP7B1
196 268 163 342
146 74 104 ROHVP713B Homiaine
75
196 195 179 342
146 74 163 ROHVP7E Humaine
73
176 268 179 342 ROHVP7K
166 74 163 ROHVP7CO
ROHVP?L Huma.ine
ROHVP7F
196 268 179 263 ROHVP7A
146 74 163 79 ROHVP71
ROHVP72
ROHVP7H Humaine
ROHVP7G
RE9
RO4UP7
176 268 179 263 ROHVP7B
166 74 163 79 RO29 Humaine
196 268 163 263 ROHVP7J
146 74 104 79 ROHVP71 HrnRloe
75 ROIVP7AA
146 216 179 233
120 126 163 109 ROOSUVP7 Bovine
76
306 216 319 206
32 126 23 136 PRVVP7PIG Porcine
263 197 179 206 PRVVARAFB
43 145 163 136 PRVVAR4SC
32 PRVVAR4SB rprehas
263 298 179 182
REBRVP7G
gg 44 163 160 A Bovine
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Annexe 2

Titre en virus infectieux dans les prélevements d’eau de mer artificielle.

Eau de mer artificielle

DI50/ml*
Jours d'incubation
6 °C 20°C
5,0 10* 5,0 10°*
4 1,6 10* 5,0 10°
1,6 10° 8.9 10°
16 5.0 10° 8,9 10°
24 1,6 10* 5,0 10*
51 1,6 10* <1610
100 2,8 10° <1610

* Le titre en virus infectieux était déterminé par mesure de la dose infectante 50%

par unité de volume (DIS0/ml).

Annexe 3

Stabilité du génome viral en eau de mer artificielle.

Log(Avirus /Aci)®
Jours d'incubation
6°C 20°C
0 1,636 1,243
51 1,950 1,394
100 1,637 1,294
CI -0,594 -0,960

® Le rapport entre le nombre de copies d'ARN viral (Avirus) et de contréle
interne (Aci) est calculé par mesure densitométrique des gels

d'électrophorése. CI correspond a l'analyse du contréle interne en
l'absence de ségquence virale.
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Annexe 4

Titre en virus infectieux dans les prélévements d'eau de mer naturelle.

Eau de mer artificielle

DI50/ml*
Jours d'incubation

6 °C 20°C
1,6 10* 8,9 10*
4 5,0 10° 1,6 10°
8,9 10° 8,9 10
16 1,6 10° <1,6 10"
24 5,0 10 <1,6 10
51 2,8 10* <1,6 10

#voir Annexe 2.

Annexe 5

Stabilité du génome viral en eau de mer naturelle.

Log(Avirus /Aci) *

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 -
ClI -0,817 -1,770

2 yoir annexe 3.
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Annexe 6

Recherche de la présence d'ARN du virus de I'hépatite A et d’entérovirus
dans les coquillages de la région du Morbihan (d'aprés F. Le Guyader, 1994b).

Lieu et nature Date et résultat des analyses”
du prélévement®

06/92 10/92 06/93 10/93
RV HV EV RV HV EV RV HV EV RV HV EV

Rosvellec P - - - - - + + + - - . E:
Truscat P - - a = - - - o+ = £ a
Nuric H - - - = + + 5 . z . 3

Men Er Roue H - + + + + + + - = a % 3
Moulin Verdon P - - - - - + - - B + + E

* Les lieux de prélévements sont localisés dans la Figure 7, la nature des coquillages
prélevés est indiquée par la lettre P pour palourdes ou H pour huitres.

" Les analyses sont effectuées par RT-seminested PCR pour déceler la présence de
séquences virales du virus de I'hépatite A (HV) et d'entérovirus (EV), les résultats positifs
ou négatifs sont respectivement exprimés par les signes (+) et (-).
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Annexe 7

Résultats microbiologiques sur les riviéres de Fort de France
(d’aprés Pommepuy et al., 1995 ; Le Guyader etal. 1995a).

RT-seminested PCR"

Echantillons® Coliformes fécaux
Rotavirus Virus de I'hépatiteA Entérovirus (/100 ml)
1 + 8,5 10°
2 + 7,0 10*
3 - - - 6,0 10*
4 - - + 3,0 107
5 S + ¥ 8,0 10°
6 + - B 2,6 10°
7 - + - 4,8 10°
8 + - - 8,0 10°
2 - + - 1,0 105
10 + - - 1,0 10*
11 - - + 1,8 10°
12 - - - 6,0 10?
13 - - - 8,7 107
14 - - - 5,0 10*
15 - - - 4,4 10*
18 - - - 1,8 10°
P g - - - 5,0 10°
18 - - - 38,0 10°
19 + + + 2,0 108

* La numérotation des échantillons correspond a celle décrite dans la Figure 8
® Les résultats positifs ou négatifs pour la recherche des ARN viraux sont
exprimés par les signes respectifs (+) et (-).
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