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Introduction

L’ importante population et le développement des activités humaines dans les régions
littorales entrainent le rejet de nombreux germes pathogenes d’origine fécale dans
I’environnement estuarien et marin. 1l y a encore 50 ans, la majorité des épidémies de gastro-
entérites liées a la consommation des coquillages était attribuée a des bactéries. Des normes
basées sur des dénombrements bactériens ont alors été établies pour assurer la salubrité de ces
produits mis sur le marché. Associées a I’amélioration des traitements d’épuration, ces
normes ont entrainé une diminution des épidémies d’origine bactérienne mais la
consommation de coquillages peut encore constituer un risque pour la santé humaine. A
I’heure actuelle, méme si I’origine de ces gastro-entérites n’est pas élucidée dans sa totalité
(réle probable des vibrios et d’autres bactéries), les virus semblent jouer un réle important et
leur implication a été clairement établie dans des phénomeénes épidémiques.

En France, entre 3 et 4 millions de consultations médicales pour diarrhées aigués sont
recensées chaque année, la majorité survenant lors d’un pic hivernal. Pour une ville de 15 000
équivalents-habitants, le rejet d’une station d’épuration, en période épidémique, a été estimé a
60 000 virus par minute. Les possibilités de rejet de ces virus dans I’environnement sont
hautement probables et le risque lié & la consommation de coquillage est présent, si on
considéere I’importance de la production moyenne francaise de coquillages d’élevage (205 000
tonnes environ en 2003). La protection efficace du consommateur doit prendre en compte la
contamination virale des parcs d’élevage conchylicole en incluant I’impact des eaux usées et
la qualité des eaux de production, et I’élimination des virus pendant les procédés de

purification.

Les principaux virus humains susceptibles d’étre détectés dans I’environnement sont les
virus présentant un cycle de multiplication entérique. Parmi les nombreux types (au moins
120 types différents) de virus excrétés dans les féces de malades ou de porteurs
asymptomatiques, les virus les plus frequemment impliqués dans des pathologies, toutes
causes confondues, sont les calicivirus humains (norovirus), les rotavirus, les hépatovirus
(virus de I'népatite A), le rble des astrovirus, entérovirus et adénovirus étant moins clairement
établi. Les propriétés fondamentales de ces virus conditionnent leur devenir en milieu marin.
Apreés rejet dans le milieu extérieur, ces virus ne se développent pas du fait de leur parasitisme
intracellulaire obligatoire, dépendant de cellules hotes spécifiques. Leur concentration
n’augmentera pas méme s’ils peuvent persister durant plusieurs semaines en milieu hostile

dans des conditions différentes de celles du tube digestif. Adsorbés sur des particules
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concentrées par les mollusques filtreurs, les virus pourront ainsi contaminer les gisements de
coquillages.

Les rotavirus et les norovirus ont été choisis comme modeles d’études puisque ces deux
virus constituent les causes majeures de gastro-entérites d’origine non bactérienne en France
mais également au niveau mondial (Chikki-Brachet et al., 2002 ; Anderson et Weber, 2004 ;
Lopman et al., 2004). L’étude des norovirus, en pleine évolution sur le plan génomique et
immunologique, souligne leur implication dans les phénomenes épidémiques toutes classes
d’age confondues (publication N° 3). La présence dans le régne animal de norovirus et de
rotavirus, notamment chez les porcs et les bovins dont I’élevage est fréquent en zones

cotieres, souleve la question du potentiel zoonotique.

La principale difficulté dans la détection de ces virus est I’absence de méthode simple de
routine. L’isolement par culture cellulaire est inexistant pour les norovirus et difficile pour les
rotavirus, et il n’existe pas de modeéle animal permettant leur multiplication. Grace aux
progres de la biologie moléculaire, I’amplification génique, méthode sensible et spécifique a
été développée, apres transcription de I'ARN viral.

La méthode de RT-PCR ne présentant pas toujours des critéres de sensibilité et spécificité
suffisant pour la détection de ces virus dans I’environnement, des méethodes complémentaires
telle que la PCR nichée, I’hybridation ont été développées. Ces parametres, sensibilité et
spécificité, dépendent de différents facteurs :

- la qualité des acides nucléiques extraits : les enzymes utilisées sont tres sensibles aux
inhibiteurs présents dans I’extrait, ce qui justifie une étape de purification des ARN
viraux lors de I’extraction.

- la quantité d’acides nucléiques extraits: en raison de la faible dose infectieuse
pressentie pour ces virus, la détection de trace est importante, une étape de
concentration des ARN viraux est alors nécessaire.

- des amorces choisies: la diversité génomique observée pour ces virus limite les
possibilité de sélection d'amorces consensus.

La méthode d’extraction, utilisée au laboratoire depuis de nombreuses années, et validée sur
de nombreuses études (Atmar et al., 1995 ; Le Guyader et al., 1996, 2000, 2003) comporte ces
deux étapes clés de concentration et purification. Cette méthode a été transférée au laboratoire
« Food Animal Health Research Program » aux USA afin d’étudier la contamination en

norovirus des huitres.
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Cette methode étant relativement longue et compliquée, I’un des objectifs de ce travail a été
d’évaluer la pertinence d’un kit commercial pour I’extraction d’ARN dans des
coquillages potentiellement contamines, permettant de simplifier cette méthode (valorisé
dans le Rapport final du projet Virus Safe Seafood, Pommepuy et al., 2003a)

Au cours de cette these, I'essor considérable de la RT-PCR en temps réel nous a donné
I'opportunité d'adapter cette technique pour la détection des norovirus. L'intérét majeur de
cette technique pour la détection des virus dans les coquillages réside dans la rapidité et la
spécificité (hybridation concomitante a I'amplification). Malgré I'importante diversité
génétique, la sélection d'amorces consensus nous a permis de valider cette méthode pour la
détection des norovirus du génogroupe I, des mises au point étant encore nécessaires

pour augmenter la sensibilité pour la détection des genogroupes I (publication N° 4).

Si la virologie de I'environnement a connu un developpement important grace a l'essor des
techniques de biologie moléculaire, les études in situ sont toujours difficiles en raison du
caractére pathogeéne des virus entériques mais aussi de la difficulté de les multiplier en grande
quantité. Les options pour pallier a cet inconvénient sont:

- les études in vitro mais I'extrapolation des résultats est parfois délicate

- l'utilisation de bactériophages, virus présentant des caractéristiques physico-
chimiques proches mais non identiques avec, la aussi, des questions concernant
I'interprétation et I'extrapolation des résultats

- la modélisation mathématique, tres utile pour prédire ou analyser des phénomenes
observés mais nécessitant une définition précise des paramétres intrinséques inhérents au

contaminant.

Ce travail propose une alternative nouvelle inspirée de [I'utilisation des particules
recombinantes de rotavirus et de norovirus en recherche fondamentale. Ces particules, non
infectieuses possédant des caractéristiques identiques aux virus natifs, produites en grande
quantité, semblent constituer une alternative séduisante pour étudier le comportement des
virus dans I’environnement. La spécificité du milieu marin, nécessitant des ajustements
méthodologiques, des méthodes de détection des VLPs ont été développées pour I’eau de
mer ou des matrices complexes tels que le coquillage. La pertinence des VLPs rotavirus
et des VLPs du virus de Norwalk en tant que substitut des virus en eau de mer a 25°C a

été demontree (publications N° 1 et 2). Cet outil novateur nous a permis de travailler sur la
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purification, a échelle professionnelle, d'huitres artificiellement contaminées avec des
VLPs, et d'étudier la persistance des VLPs dans les coquillages en milieu naturel
pendant environ trois mois (publication N° 5). L'efficacité de cet outil a également été
démontrée pour étudier le processus de contamination de I'huitre au niveau des différents
organes et de confirmer des hypotheses émises depuis plusieurs années. La démonstration
d'une fixation spécifique des VLPs du virus de Norwalk sur les tissus d’huitres constitue

un résultat majeur pour la compréhension du devenir de ces pathogenes en milieu marin.

Aprés une revue bibliographique sur les rotavirus et les norovirus, nous développerons
successivement nos avancées concernant la détection de ces virus dans I’environnement puis

I’étude de leur devenir en milieu marin gréce a I’utilisation des VLPs.
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Dans cette synthese bibliographique, nous nous sommes attachés a comparer les deux virus
étudiés au cours de notre travail, a savoir les norovirus et les rotavirus. Certaines remarques
ou questions concernant I’étude de ces virus dans I’environnement ont été soulevées. Dans
chaque partie, nous avons souligné également les connaissances obtenues grace a I’utilisation
des Virus-like Particles (VLPs).

A- Caractéristiques générales des norovirus et des rotavirus

I. Historique

1. Les norovirus

L’histoire des norovirus, cause majeure de gastro-entérites humaines d’origine non
bactérienne et premier agent pathogéne viral responsable d’épidémies liées aux aliments et a
I’eau, a commencé en 1968 dans une ecole primaire de la ville de Norwalk (Ohio, USA)
(Kapikian et al., 1972 ; Atmar et al., 2001 ; Green et al., 2001). Cette épidémie atteignit 50 %
des éleves et des professeurs et 32 % des familles en contact, sans qu’aucun agent bactérien
ne puisse étre identifié dans les différents prélevements collectés. Quelques années plus tard,
une étude sur volontaires humains a permis de montrer que I’agent responsable était une petite
particule (< 36 nm) résistante a I’éther, a I’acide et a une chaleur modérée (Dolin et al., 1971).
En 1972, le micro-organisme responsable de cette épidémie fut observé par immuno-
microscopie électronique dans les selles provenant des malades, démontrant ainsi I’étiologie
virale de I’épidémie (Kapikian et al., 1972). Ce virus fut nommé virus de Norwalk. Depuis la
découverte de ce premier virus, d’autres souches ont été identifiées par microscopie
électronique et désignées selon la localisation de leur détection (e. g., Southampton, Hawal,
Lordsdale) (Atmar et al., 2001 ; Green et al., 2001).

Successivement appelés « petits virus ronds non structurés » (SRSV), virus de type Norwalk
(Norwalk-like virus ou NLV), le comité international de classification les a récemment

nommeés Norovirus (NoV) (Van Regenmortel, 2000).
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2. Les rotavirus

En 1973, I’observation en microscopie électronique de biopsies d’épithélium duodénal
d’enfants présentant une gastro-entérite a permis de retrouver des particules virales similaires
a celles identifiées chez les animaux (Bishop et al., 1973). Sur la base de leur caractéristique
en forme de roue (du latin rota), le nom de rotavirus leur a été donné (Flewett et al., 1974).
Leurs propriétés morphologiques et biochimiques ont permis de les classer dans la famille des
Reoviridae (Holmes, 1991). Le genre rotavirus est créé en 1979, il se distingue des autres

genres sur des caracteres morphologiques et antigéniques.

Ces deux virus ont donc été découverts dans les années 70, leur connaissance, encore
partielle sur certains points, est donc recente et a suivi I’évolution des technologies telle que

la biologie moléculaire.

Il. Les Virus-Like Particles (VLPs) de rotavirus et de norovirus

Bien que le nom exact en frangais soit particules recombinantes, le terme VLP est
généralement utilisé dans la communauté scientifique. Ces particules ont la particularité d’étre
non pathogenes, puisqu’elles ne contiennent pas d’ARN viral nécessaire a la réplication, de
pouvoir étre produites en grande quantité (> 10" particules/ml) et d’étre morphologiquement
et antigeniquement identiques aux virus dont elles sont issues (Crawford et al., 1994 ; Jiang et
al., 1992). Ces VLPs ont été particulierement utiles pour I’étude fondamentale des deux virus

qui nous concernent.

1. Construction des VLPs

Le principe de la production des VLPs est basé sur le fait que la co-expression des
protéines virales de capside, dans le systeme baculovirus, induit I’auto-assemblage de VLPs
(Labbé et al., 1991 ; Jiang et al., 1992). La production comprend plusieurs étapes. La
premiére consiste a produire des plasmides recombinants contenant le ou les différents genes
codant pour les protéines de capside virale. Une étape de transformation dans des cellules
compétentes de type Escherischia coli permet la recombinaison entre I’ADN de la cellule et le

plasmide recombinant. Aprés sélection des cellules, I’ADN recombinant est purifié. 1l est
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ensuite co-transfecté avec I’ADN du baculovirus dans des cellules d’insectes afin de
permettre I’expression de particules de baculovirus recombinantes. Aprés multiplication, les

VLPs sont libérées dans le surnageant cellulaire puis purifiées.

2. VLPs norovirus

En 1992, I’expression des protéines de capside VP1 et VP2 codée par I’ORF2 et I’ORF3
du virus de Norwalk (NV) dans le systeme baculovirus, a permis la production de VLPs de
NV recombinant VLPs NV (Jiang et al., 1992). Depuis des VLPs ont été produites a partir de
I’expression dans le systéme baculovirus de protéines de capside d’autres souches de NoVs
Gl (Chiba virus et Seto virus, Kitamoto et al., 2002) et de NoVs GlI: virus de Lordsdale
(Dingle et al., 1995), Snow Mountain virus (Jiang et al., 1995a ; Lochridge et Hardy, 2003),
virus Hawai (Green et al., 1997), virus Mexico (Jiang et al., 1995b), virus Toronto (Leite et
al., 1996), virus Grimsby (Hale et al., 1999 ; Nicollier-Jamot et al., 2003). A noter que des
VLPs ont également été produites pour les Sapovirus (Jiang et al., 1999 ; Chen et al., 2004) et
les Calicivirus porcins (Guo et al., 1999).

Des VLPs NV ont également été produites a partir du systeme d’expression du virus de
I’encéphalite équine, permettant ainsi une production dans des cellules de mammiferes (Baric
et al., 2002). Ces VLPs NV sont identiques a celles produites dans le vecteur d’expression

baculovirus.

3. VLPs rotavirus

En 1991, Labbé et al. ont montré que I’expression de VP2 dans le vecteur de transfert
baculovirus, puis transfection dans les cellules d’insecte Spodoptera frugiperda Sf9 permettait
la production de cores de rotavirus. Par la suite, de nombreux autres types de VLPs ont été
produits : des VLPs double couches contenant les protéines VLP2/6 ou VP2/4/6 , des VLPs
triple couches contenant les protéines VLP2/6/7 et éventuellement VP4 (Crawford et al.,
1994). Des VLPs 2/6 hétérologues comprenant une protéine VP2 issue de la souche de RV
bovine RF et une protéine VP6 issue de la souche simian SA11, et des VLPs 2/6 homologues
produites uniquement a partir de protéines de souche RV SA11 ont été produites (Bertolotti-
Ciarlet et al., 2003a). Par délétion de 120 pb dans VP2, 120 molécules de protéines GFP
(Green Fluorescent Protein) ou de protéines DsRed ont pu étre insérées dans les VLP2/6 et

VLP2/6/7/4 permettant ainsi I’obtention de particules fluorescentes (Charpilienne et al.,



Norovirus et Rotavirus

2001). Récemment des VLP2/6 contenant un ARN chimerique, appelées pseudovirus, ont

également été produites (Caballero et al., 2004).

Les VLPs ont essentiellement été utilisées dans le domaine de la recherche fondamentale et
clinigue.
Question 1: Ces VLPs permettent-ils d’étudier le comportement de virus dans le milieu

marin ?

I11.Morphologie de I’agent viral

1. Les norovirus

D’un point de vue structural, les NoV sont des virus non enveloppés d’un diamétre allant
de 27 a 40 nm présentant en microscopie électronique un aspect plumeux. Grace au
développement des pseudo particules virales (VLPs), la structure a été résolue par cryo-
microscopie électronique et cristallographie aux rayons X (Prasad et al., 1999). La capside,
composée de 180 copies d’une seule protéine, montre une symétrie icosahédrique d’ordre 3.
D’un point de vue architectural, 90 diméres forment une coque surmontée de protubérances
en forme d’arches et de 32 dépressions en forme de coupe (figure 1). Il a été montré que
chague monomeére de protéine de capside des VLPs NV comportait deux domaines, le
domaine S de la coque et le domaine P des protubérances, connectés entre eux par une
charniére flexible (Prasad et al., 1999, 2000). Bertolotti-Ciarlet et al. (2002) et Baric et al.,
(2002) ont montré que des mutations dans la partie N-terminale du domaine S empéche
I’assemblage des VLPs NV. Des résultats similaires ont été trouvés par Lochridge et Hardy
(2003) concernant les VLPs du virus Snow Mountain (GIl) démontrant que I’histidine en
position 91 est importante pour les interactions entre les domaines P1 et P2 et le bon
assemblage des VLPs. Une étude récente a montré par comparaison des VLPs NV, Grimsby
(GII), Parkville (Sapovirus) et SMSV4 (San Miguel Sea lion virus) que la seule protéine de
capside intégrait les fonctions suivantes : assemblage correct de la capside, reconnaissance du
récepteur, spécificité d’hoéte, diversité de souches et immunogénicité (Chen et al., 2004).
Chague domaine semble donc avoir un réle précis: le domaine conservé S permettrait
I’échafaudage icosahédrique, le domaine P1 servirait de plate-forme pour positionner le
domaine P2 qui conférerait les fonctions d’antigénicité, de spécificité d’héte et de diversité de
souche (Nilsson et al., 2003 ; Chen et al., 2004).
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Momomer

P1-domain

Capsid interior

Figure 1 : Structure de particules recombinantes du virus de Norwalk en cryo-microscopie
électronique et cristallographie aux rayons X (Prasad et al., 1999 ; Bertolotti-Ciarlet et al.,

2002).

2. Les rotavirus

Les rotavirus sont des virus non enveloppés d’un diametre de 70 nm a symétrie
icosaédrique. La capside est composée de 3 couches protéiques concentriques entourant les 11
segments d’ARN génomiques double brin associés aux enzymes nécessaires a la synthéese
d’ARNm (figure 2). La couche protéique la plus externe est constituée des protéines VP7 et
VP4 ; la protéine VVP6 forme la couche intermédiaire et la protéine VP2 la couche interne
renfermant le génome et les protéines VP1 et VVP3 (Jayaram et al., 2004). 1l existe trois types

de particules discernables en microscopie électronique :
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- les particules entieres, TLPs (Triple Layered Particles) qui constitue le virion complet
d’un diametre d’environ 75 nm

- les particules double couches, DLPs (Double Layered Particles) dépourvues de leur
couche externe VP7 et VP4, ces particules sont non infectieuses et d’un diametre
d’environ 70 nm

- les particules simple couche (ou cores) formées uniquement de la protéine VP2 entourant

le génome et les enzymes associées (Estes et al., 2001).

RMNA ;
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Figure 2: Caractéristiques architecturales du rotavirus. (A) les 11 segments génomiques
d’ARN double brin séparés en fonction de leur poids moléculaire, de B a F, reconstitution
schématique des observations en microscopie électronique, (B) TLPs, (C) vue en coupe des
TLPs, (D) organisation schématique du génome, (E et F) modele des DLPs pendant la

transcription avec relargage des ARNm par les canaux (d’apres Jayaram et al., 2004).
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Les deux virus ont une morphologie différente avec une capside constituée d’une seule
protéine pour les norovirus et un ARN génomique protégé par une triple couche capsidique
pour les rotavirus.

Question 2 : Ces différences structurales influencent-elles leur comportement en milieu

marin ?
IV. Organisation génomique et classification
1. Lesnorovirus
Depuis I’obtention de la séquence du génome complet du virus de Norwalk, I’analyse
phylogénique de différentes souches a permis de préciser leur taxonomie et de créer quatre

genres dans la famille des Caliciviridae: les Lagovirus, les Vesivirus, les NoV et les

Sapovirus, présentant une organisation génomique différente (figure 3) (Green et al., 2001).

.............
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Houston/86

Figure 3 : Arbre phylogénétique représentant la classification actuelle des Caliciviridae
(d’apreés Green et al., 2001).

Les NoVs possédent un ARN simple brin positif polyadénylé d’environ 7.6 kb. Le génome est

organisé en 3 cadres ouverts de lecture (Open Reading Frame, ORF) (figure 4).
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Figure 4 : Organisation génomique des Norovirus (d’aprés Green et al., 2001)

L’ORF1, a I’extrémité 5’, code pour une polyprotéine de 1738 acides aminés (poids
moléculaire de 193,5 kDa) contenant des motifs similaires de la 2C hélicase, la 3C cystéine
protéase et la 3D RNA dépendante RNA polymérase (protéines non structurales caractérisées
également chez les Picornavirus). L’ORF2 code pour une protéine de 530 acides aminés (56,6
kDa) correspondant a la protéine de capside VP1. L’utilisation des VLPs NV a également
permis de démontrer le réle de I’ORF3 en tant que protéine structurale mineure appelée VP2,
de 212 acides aminés (22,5 kDa), jouant un role sur I’expression et la stabilité de la protéine
de capside VP1 (Bertolotti-Ciarlet et al., 2003b ; Glass et al., 2003).

2. Les rotavirus

Le génome viral d’environ 18,5 kb est composé de 11 segments d’ARN double brins
numérotés de 1 a 11 par ordre de taille croissante (figure 2). Chaque segment code pour une
seule protéine virale a I’exception du gene 11 codant pour les protéines NSP5 et NSP6
(Mattion et al., 1991). Le rdle de ces protéines virales, connu grace a I’utilisation des VLPs
est présenté dans le tableau 1 (Jayaram et al., 2004). On distingue 6 protéines structurales
(VP) et 6 non structurales (NSP). L’intervention des protéines VP2, VP6, VP4 et VVP7 dans la
fusion avec les cellules a été examinée (Gilbert et al., 1997). La partie N-terminale de VP2 a
été montrée comme indispensable a I’encapsidation des protéines VP1 et VP3 (Zeng et al.,
1998). Le clivage de I’arginine en position 247 de VP4 a été montré comme étant nécessaire
pour la fusion des VLPs avec les cellules (Gilbert et al., 1998). Grace aux GFP-VLPs 2/6/7/4,
I’entrée dans la cellule a pu étre suivie confirmant que la trypsination est indispensable et que
certaines VLPs sont rapidement internalisées alors que d’autres roulent a la surface des
cellules dendritiques et MA104 (Charpilienne et al., 2001). Par analyse mutationelle,

Charpilienne et al., (2002) ont également démontré que certains déterminants sur VP6 étaient

12
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nécessaires pour un assemblage correct avec VP2 et que la transcription déependait de

changements conformationnels de VVP6.

Tableau 1 : Principales propriétés des protéines du rotavirus (souche SA11)

Nom

Segment

Taille
(kDA)

Propriétés

VP1

125

ARN polymérase virale, complexe avec VP3

VP2

102

Fixe les acides nucléiques, interagit avec VP1 et VP3, role
structural dans la transcription, la réplication et I’assemblage des
protéines. Auto-assemblage dans les cellules d’insectes

VP3

98

Guanyltransférase, méthyltransférase, complexe avec VP1

VP4

86,5

Protéine de spicule dimérisée, oligomérisée avec VVP7 et NSP5, liée
a la virulence, induit des anticorps neutralisants, clivée en VP5* et
VP8* (protéine d’hémagglutination), impliquée dans I’attachement
du virus aux cellules, induit la perméabilisation membranaire apres
trypsination, présente dans la membrane plasmique et associée aux
microtubules

VP6

44,8

Protéine majoritaire, antigénique, n’induit pas d’anticorps
neutralisants, trimérise, interaction absolue avec VP2 pour la
transcription, possede les canaux pour sortie des ARNm

VP7

37,3

Antigénique, induit des anticorps neutralisants, induit Ila
perméabilisation membranaire aprés clivage, glycosylée, insérée
dans la membrane du réticulum plasmique, intégrité structurale
calcium dépendante ({ Ca®*— formation de DLPs)

NSP1

58,6

Motif en doigt de zinc N-terminal, fixe le zinc, lie les ARNm
viraux

NSP2

36,7

Fixe les ARN double brins viraux, multimérise, intervient dans la
réplication, impliquée dans la formation des viroplasmes, activité
NTPase

NSP3

34,6

Fixe les ARNm viraux sur la séquence consensus 3’, dimérise, non
viroplasmiqgue, interagit avec le facteur de transcription elFG4 et la
protéine RoXaN

NSP4

10

28

Glycoprotéine, ancrée dans la membrane du réticulum
endoplasmique, récepteur intracellulaire des particules immatures,
tétramérise, déstabilise la membrane plasmique, entérotoxine virale

NSP5

11

21,7

Impliquée dans la formation des viroplasmes, interagit avec NSP2,
O-glycosylée, auto-phosphorylée

NSP6

11

12

Viroplasmique, interagit avec NSP5

D’un point de vue classification, les rotavirus sont répertoriés en 7 groupes désignés

par les lettres A a G, les rotavirus d’un méme génogroupe partageant le méme antigéne

majoritairement porté par la protéine VP6. Les RV des groupes A, B et C infectent

habituellement les hommes et les animaux, les autres sérogroupes n’ont été observés que chez

13
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les animaux. Les RV du groupe A sont les plus nombreux et les plus étudiés, ils sont divises
en sérotypes identifiés a partir d’antigenes induisant des anticorps neutralisants. La protéine
VP7 définit le sérotype G et la protéine VP4, le sérotype P (Anderson et Weber., 2004).

La structure génomique des norovirus, avec un ARN simple brin organisé en 3 ORF, apparait
plus simple que celle des rotavirus.
Question 3 : Les différences observées dans les structures génomiques ont-elles une influence

sur la détection des virus ?

V. Diversité génétique

1. Les norovirus

Les séquences obtenues a partir des différentes souches ont rapidement mis en évidence la
diversité génétique des NoV. La plupart des comparaisons se sont focalisées sur la région du
génome codant pour I’ARN polymérase ARN dépendante ou pour la protéine de capside, base
de la classification (Berke et al., 1997 ; Hardy et al., 1999). L analyse moléculaire a permis
d’établir une sous division des Norovirus en 5 génogroupes parmi lesquels les génogroupes
(G) I et 1l représentent les Norovirus humains, le génogroupe I11 les Norovirus bovins (Smiley
et al., 2002), le génogroupe IV les Norovirus porcins (Guo et al., 1999) et le génogroupe V
une nouvelle souche de Norovirus murin (Karst et al., 2003). Le pourcentage d’identité en
acides aminés entre souches, dans un génogroupe est > 60% dans la région de la capside
(VP1) ; les souches du Gl partageant moins de 50 % d’identité en acides aminés avec celles
du GII (Green et al., 2001).

Parmi les souches de référence humaine, 7 génotypes pour le Gl et 12 pour le Gll ont été

discriminés par analyse des sequences completes de I’ORF2 (tableau 2) (Vinje at al., 2004).
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Tableau 2 : Souches de référence des norovirus humains

Génogroupe Virus référence Genbank no. Génotype

Gl Hu/NLV/Norwalk/8FI1a/1968/US M87661 Gl.1
Hu/NLV/Southampton/1991/UK L07418 Gl.2
Hu/NLV/Desert Shield 395/1990/SR U04469 Gl.3
Hu/NLV/Chiba 407/1987/JP AB022679 Gl.4
Hu/NLV/Musgrove/1989/UK AJ277614 Gl.5
Hu/NLV/Hesse/1997/DE AF093797 Gl.6
Hu/NLV/Winchester/1994/UK AJ277609 Gl.7

Gll Hu/NLV/Hawaii/1971/US u07611 Gll.1
Hu/NLV/Melksham /1984/UK X81879 Gll.2
Hu/NLV/Toronto 24/1991/CA U02030 Gll.3
Hu/NLV/Bristol/1993/UK X76716 Gll.4
Hu/NLV/Hillington/1990/UK AJ277607 Gll.5
Hu/NLV/Seacroft/1990/UK AJ277620 Gll.6
Hu/NLV/Leeds/1990/UK AJ277608 Gll.7
Hu/NLV/Amsterdam/1998/NL AF195848 Gll.8
Hu/NLV/ldaho Falls/378/1996/US AY054299 GIlL9
Hu/NLV/Erfurt/546/2000/DE AF427118 GlI1.10
Hu/NLV/Aichi 76-96/Chitta/1996/JP AB032758 Gll.12

Récemment, I’étude de la variabilité des souches de NoVs dans le domaine de la jonction

ORF1-ORF2 a démontré une division des Gl et GII respectivement en 14 et 17 génotypes

(Kageyama et al., 2004). Les souches NoVs dans un méme génotype possédent au moins une

identité en acides aminés de 80 % avec la souche de référence du génotype (Green et al.,

2001). Les structures des génomes complets, des arbres phylogéniques et des recombinaisons

génétiques parmi les différents genogroupes, ont été étudiées en détails (Katayama et al.,

2002).
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L’une des principales causes de la variabilité génétique des virus réside dans le taux d’erreur
attribué a leurs enzymes de réplication. Pour les NoV, comme pour la majorité des autres
virus a ARN, ce taux d’erreur est tres élevé induisant des mutations la plupart du temps
muettes.

La recombinaison intramoléculaire, bien que plus rare, peut avoir lieu et a été suggérée tres
récemment (Katayama et al., 2002 ; Lopman et al., 2004). Un domaine hautement conservé,
comprenant une séquence consensus de 18 nucléotides indispensable au devenir du virus,
s’étend pour les deux génogroupes des NoVs de la région codant la partie C terminale de la
polymérase a la région codant la partie N terminale de la capside. Cette séquence serait un
signal d’encapsidation ou un site d’initiation de la transcription et correspondrait a un site

potentiel de recombinaison (Katayama et al., 2002).

2. Les rotavirus

L’évolution du génome viral peut se faire par mutations résultant de variations de
séquences (Bok et al., 2002), par réarrangements génétiques ou réassortiments (Gault et al.,
2001). Ce dernier cas semble contribuer majoritairement a la diversité génétique des RV
(Palombo, 2002). Du fait de la segmentation du génome en 11 fragments, des réassortiments
par échange de segments peuvent se produire lors d’infections a multiples souches. Ces
phénomeénes favorisent ainsi des combinaisons P/G inhabituelles et I’apparition de nouvelles
souches de rotavirus (Gouvea et Brandtly, 1995 ; lturriza-Gomara et al., 1999). De plus,
comme les RV sont trés présents chez les animaux, I’échange de matériel génétique entre
souches animales et humaines peut conduire a I’émergence de nouvelles souches de RV de

signification épidémiologique (lturriza-Gomara et al., 2001).

Les deux virus ont en commun une importante variabilité génomique favorisant I’émergence
de nouvelles souches.
Question 4 : Quelle est Iinfluence de cette diversité génomique sur leur détection ? Quel est

le r6le de I’environnement dans cette émergence?
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V1. Immunité

1. Les norovirus

Les études d’immunité sur ces virus peuvent étre divisees en 3 périodes : I’époque
ancienne (1972-1978) avec la dominance des études chez le volontaire humain, I’époque
intermédiaire (1978-1990) avec le développement des « méthodes immunologiques en phase
solide » et I’époque moderne (1990 a nos jours) coincidant avec la possibilité de produire des
VLPs et par conséquent des antisérums hyper immuns (Matsui et al., 2000).

De I’époque ancienne, 3 principaux points ressortent :
- une immunité & court terme semble étre conférée dans les 6 a 14 semaines suivant

I’exposition initiale au virus de Norwalk
- les relations immunologiques sont complexes entre les différentes souches
- une immunité a long terme ne semble pas étre conférée apres une seule exposition a la

souche prototype, virus de Norwalk .

Durant I’époque intermédaire, le développement de tests plus sensibles a confirmé les
résultats de I’époque ancienne. Ces études ont démontré que le taux d’anticorps dans le sérum
ne corrélait pas nécessairement avec la résistance aux infections, en particulier chez les
enfants (Green et al., 2001).

Les études de I’époque moderne montrent que la résistance aux infections a NoV est
multifactorielle impliquant des facteurs génétiques particuliers (Lindesmith et al., 2003).
L’ attachement des VLPs du virus de Norwalk a la surface des cellules épithéliales de la
jonction gastroduodénale et dans la salive se produit uniqguement chez les individus sécréteurs
(exprimant des antigénes de groupes sanguins dans leur salive et leur épithélium de surface
intestinal) (Marionneau et al., 2002). La relation entre le groupe sanguin ABO d’une personne
dite secrétrice et la possibilité de développer une infection a NoV a été démontree
(Lindesmith et al., 2003). Le risque d’étre infecté par le virus de Norwalk pour les personnes
sécrétrices présentant le phénotype O est largement supérieur a celui des personnes sécrétrices
de phénotype B (Hutson et al., 2002). Les antigénes de groupe sanguin ABH de I’intestin
constitueraient donc un facteur important dans la pathologie due au virus de Norwalk, les
VLPs utilisant les antigénes H type 1 et/ou 3/4 comme ligands sur les cellules épithéliales
gastro-intestinales des individus sécréteurs (Marionneau et al., 2002). De plus, les différentes
souches de NoV pourraient reconnaitre des groupes d’antigenes ABH différents sur les
récepteurs épithéliaux de I’intestin (Hutson et al., 2004 ; Lindesmith et al., 2003) Ces
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résultats, obtenus avec des VLPs, ont été complétés par une étude récente démontrant les
différences de propriétés d’attachement aux antigénes ABH des diverses souches de NoV
provenant de selles de malades (Harrington et al., 2004). Cette étude a prouvé pour la
premiére fois qu’un ou plusieurs composants des féces humains pouvaient promouvoir et
augmenter I’attachement des NoV aux antigénes ABH. Des études récentes ont montré qu'une
poche de fixation dans le sous-domaine P2 est responsable de I'attachement aux antigénes de
groupes sanguins ABH (Tan et al., 2003). Par mutagenese dirigée, certains acides aminés

essentiels dans la reconnaissance de ces antigenes ont été identifiés (Tan et al. 2004).

2. Les rotavirus

Les études d’immunité aprés infection naturelle chez des malades ont montré une
production d’anticorps neutralisants de réactivité croisée dirigés contre de multiples
sérotypes, une production d’IgA spécifique du virus a la surface des muqueuses intestinales et
une production d’IgA et d’IgG spécifique du virus dans le serum (Velazquez et al., 2000 ;
Anderson et Weber, 2004). Les études sur volontaires ont confirmé ces observations. Elles ont
également démontré la production d’anticorps intestinaux neutralisants et I’augmentation des
titres des anticorps spécifiques de VP7 préeexistants (Green et al., 1992). Dans le cas d’une
infection a RV, il y aurait donc une réponse anticorps initiale avec production d’anticorps
sérotype spécifique et une production limitée d’anticorps a réactivité croisée. Lors des
infections suivantes, le taux d’anticorps a réactivité multiple augmenterait produisant une
immunité a long terme (Jiang et al., 2002). La présence d’anticorps spécifiques des RV dans
le sérum constitue une marque de protection contre de futures infections séveres sans induire

nécessairement d’immunité a long terme (Jiang et al., 2002).

De nombreuses études sont en cours pour mieux comprendre I’'immunité des NoV et les
variations de sensibilité aux infections observées dans la population.
Questions 5: La présence de récepteurs spécifiques pour les norovirus existe-t-elle dans

I’environnement ?
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VII. Pathologie et épidémiologie des infections

1. Les norovirus

Les infections a NoV sont caractérisees par I’apparition brutale de vomissements souvent
associés a des diarrhées. Les symptomes, généralement peu séveres, sont des nausees, des
vomissements, des diarrhées, des crampes abdominales, des maux de téte et de la fievre
(Green et al., 2001). L’excrétion virale varie de 2 jours a 3 semaines mais peut persister
plusieurs mois chez des patients immunodéprimés (Nilsson et al., 2003). L’infectiosité des
NoV apparait comme trés élevee (Lopman et al., 2004 ; Fankhauser et al., 2002) avec une
dose infectieuse estimée inférieure a 10 particules virales, mais sans preuve établie (Green et
al., 2001 ; Hutson et al., 2004 ; Lindesmith et al., 2003 ; Lopman et al., 2004).

Ces infections a NoV peuvent se produire a tous les ages, avec une forte incidence chez les
enfants de moins de 5 ans. Au niveau mondial, les taux de prévalence dans la population
générale varient de 11 % (Pays bas) a environ 20 % (France, Finlande, Japon, USA) (Green et
al., 2001 ; Koopmans et al., 2002). Les infections sont marquées par une saisonnalité
hivernale mais des pics épidémiques ponctuels sont observés au printemps et en été (Green et
al. 2001 ; Lopman et al., 2004).

Les données d’épidémiologie moléculaire montrent qu’a I’heure actuelle les souches
appartenant au génogroupe Il prédominent avec alternance de différentes souches selon les
pays ou les années (Lopman et al., 2004 ; Vinje et al., 2003 ; Fankhauser et al., 2002).

2. Les rotavirus

Les rotavirus constituent la cause majeure de gastro-entérites aigué infantile a travers le
monde, les infections étant associées a plus de 600 000 morts d’enfant agés de moins de 5
ans, en particulier dans les pays en voie de développement (Parashar et al., 2003). Cependant
il est reconnu que le réle des RV dans les infections chez les adultes est sous-estimé, la grande
majorité des infections étant asymptomatique (Anderson et Weber, 2004).

Le temps d’incubation est de 1 a 4 jours. Les virus infectent principalement les cellules
épithéliales de I’intestin gréle. Les signes cliniques habituels sont des diarrhées, des
vomissements et une déshydratation pouvant durer de 4 & 7 jours (Kapikian et al., 2001). D’un
point de vue saisonnalité, les RV apparaissent toute I’année avec un pic plus marqué en hiver

jusqu’a mi-printemps (Marshall et al., 2003). La durée moyenne d’excretion dans les selles est
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de 10 jours, chez les immunodéprimés elle peut durer de 6 semaines a 2 ans associée a un
tableau de diarrhée intermittente (Nicand et al., Virologie, 1998). Leur pouvoir infectieux est
élevé avec une dose infectieuse probablement proche de 10 a 100 particules (Nicand et al.,
Virologie, 1998).

Les données d’épidémiologie moléculaire ont permis la détection de nouveaux types de
rotavirus non rencontrés auparavant dans les infections humaines (Desselberger et al., 2001 ;
Iturriza-Gomara et al., 2004). L’apparition de ces nouvelles souches semble liée a la

transmission inter especes entre humains et animaux (Palombo, 2002 ; Cook et al., 2004).

Les deux virus présentent des signes cliniques relativement similaires, cependant les rotavirus
semblent affecter davantage les enfants. La saisonnalité des infections apparait moins

marquée chez les norovirus.

VIIl. Potentiel zoonotic

1. Les norovirus

La détection de NoV dans des feces de veau ou de porc présentant ou non des symptomes
de gastro-entérites est fréquente (Wise et al., 2004). L’analyse moléculaire montre une
similitude relativement importante avec les souches du génogroupe I. Cette similitude
constitue selon certains auteurs un risque potentiel de zoonose, tandis que d’autres excluent
cette possibilité, soit par une différence trop importante des génomes, soit par une différence
de récepteur qui pourrait constituer un marqueur d’espéce (Oliver et al., 2003 ; Koopmans et
al., 2004 ; Harrington et al., 2004 ; Wise et al., 2004).

2. Les rotavirus

Les RV sont généralement spécifiques d’espéces, mais la transmission inter-espéce a été
démontrée et certains cas d’infection humaine par des souches animales ont été décrits
(Palombo et al., 2002 ; Cook et al., 2004). Des cas de co-infection par des souches humaines
et animales ont également été prouves facilitant ainsi le réassortiment et I’apparition de
nouvelles souches (Nakagomi et al., 1994 ; Holmes et al., 1999). Un cas d’infection d’enfant

avec une souche de rotavirus lapine a été récemment relaté (De Leener et al., 2004). La
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transmission inter-espece, favorisant I’émergence de nouvelles souches, doit étre prise en
compte pour le développement de vaccin (Palombo et al., 2002).

Si le potentiel zoonotic semble prouvé pour les rotavirus, des doutes persistent quant aux
norovirus avec des données parfois contradictoires.

Questions 6 : Ces doutes proviennent-ils d’un manque de données des norovirus animaux ?

L’étude des souches circulant dans I’environnement peut-elle apporter des réponses ?

IX. Développement de vaccins

1. Les norovirus

La variabilité de ces virus est telle, que seules actuellement les VLPs peuvent apporter des
réponses au développement de vaccins. En effet, les VLPs possédent toutes les propriétés
nécessaires pour constituer un bon candidat vaccinal (Estes et al., 2000). Plus particulierement
ces VLPs NV sont :

- stables aprés lyophilisation et une exposition & pH 2,5, pH intestinal (Estes et al., 2000)
- fortement immunogeéniques aprés injection par voie parenterale chez les animaux (Estes et

al., 2000)

- immunogéniques aprés administration orale ou intra nasale chez la souris (Ball et al.,

1998 ; Guerrero et al., 2001)

- sans danger et immunogéniques aprés administration orale chez des volontaires testés

positivement pour des anticorps anti-NoVs (Ball et al., 1999).

Ces résultats ont été confirmés avec des VLPs proches de la source de Grimshy (GllI),
démontrant également la présence de lymphocytes T dans I’intestin aprés immunisation intra-
nasale chez la souris (Nicollier-Jamot et al., 2004).

Les études préliminaires chez la souris ont montré une réponse immunitaire mucosale et
sérique aprés administration orale de tabac ou de pomme de terre exprimant des VLPs (Mason
et al., 1996 ; Tacket et al., 2000). La possibilité d’un vaccin comestible a été confirmée chez
des volontaires humains (Tacket et al., 2003). Une protection croisée étendue aux deux
génogroupes a été observée (Kitamoto et al., 2002). Tacket et al. (2003) ont observé une
réponse immunitaire humorale et mucosale dose indépendante et pour la premiere fois d’une
réponse cellulaire médiée incluant une réponse interféron y et lymphoproliférative de type 2
chez les volontaires humains. Ces résultats sont encourageants pour I’utilisation des VLPs en

tant que candidat vaccinal.
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2. Les rotavirus

La premiére stratégie vaccinale pour les RV a été basée sur le développement de vaccins
tétravalents ciblant les souches G1 a G4 prédominantes. Par culture in vitro de RV de singe
rhésus (RRV) non virulent avec la souche humaine virulente (HRV), des réassortants
immunogénes et non virulents rhésus portant la spécificité de type G humaine ont pu étre
obtenus. Ce vaccin Rotashiel® a été mis au point par le Center of Disease Control (CDC) en
collaboration avec une firme pharmaceutique aux USA et commercialisé en aolt 1998. La
campagne de vaccination a été suspendue apres observation de I’augmentation de I’incidence
des invaginations intestinales chez les enfants vaccinés (Parashar et al., 2003 ; Glass et al.,
2004). Basé sur le méme principe, un vaccin RotaTeq" est en cours d’évaluation par le
laboratoire pharmaceutique Aventis Pasteur-Merck.

Les VLPs constituent une bonne alternative aux vaccins viraux. L’immunogénicité et
I’efficacité protectrice des VLPs 2/6, 2/67 et 2/6/7/4 ont été évaluées chez la souris (Coste et
al., 2000), le lapin (Crawford et al., 1999), les bovins (Kim et al., 2002) et les porcs (losef et
al., 2002). Chez la souris, I'immunogénicité obtenue aprés administration par voie parentérale
de VLPs 2/6/7 s’est révélée comparable a celle obtenue aprés administration de virus SA11
atténué (Madore et al., 1999). Des VLPs 2/6 hétérologues (VP2 RV RF, VP6 RV SAll)
administrées chez la souris adulte par voie intra-nasale avec la toxine du choléra,
I’entérotoxine thermolabile d’Escherichia coli LT sauvage ou mutante ont induit une forte
protection (91-100 %) chez la souris apres exposition au virus murin ECwt (sérotype G3)
(Bertolotti-Ciarlet et al., 2003). La présence de lymphocytes T spécifiques dans I’intestin de
souris apres immunisation intra-nasale avec des VLPs 2/6 plus adjuvant LT a été démontrée
(Fromentin et al., 2001). L’administration par voie parentérale, intra-nasale ou orale de VVLPs
2/6 homologues ou hétérologues a permis d’amorcer, chez la souris, une réponse anticorps
neutralisants hétérotypiques, leur production étant ensuite induite par une exposition au virus
(Bertolotti-Ciarlet et al., 2003). Chez le porc gnobiotique, une vaccination orale avec la
souche atténuée humaine HRV, accompagnée d’une stimulation intra-nasale avec des VLPs
2/6 et du complexe immunostimulant ISCOM, est apparue comme une bonne alternative aux
vaccins oraux-doses multiples utilisés chez I’lhomme (Azevedo et al., 2004 ; Gonzalez et al.,
2004). Le vaccin rotavirus VLP offrirait donc plusieurs avantages: sécurité, haute
immunogénicité, possibilité de créer des VLPs avec des sérotypes G et P différents amorcgant
une production d’anticorps neutralisants contre différents sérotypes et la potentialité de
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constituer des transporteurs de molécules d’intéréts dans le tractus digestifs (Bertolotti-Ciarlet
etal., 2003).

Pour les deux types de virus, les VLPs apparaissent comme une voie de vaccination

intéressante.

X. Voies de transmission

1. Les norovirus

La transmission des NoV, pathogénes tres infectieux a transmission féco-orale, implique
en général plusieurs voies telles que la contamination inter humaine, les aérosols, la nourriture
et I’eau (Koopmans et al., 2004). La fréquence des vomissements et de I’aérosolisation des
particules favorisent la transmission de personne a personne (Lopman et al., 2003, 2004).
Des épidémies sont souvent décrites dans des familles ou pour des personnes dans des
restaurants, des bateaux de croisieres, des créches, des institutions, des écoles, des centres de
soins, des hopitaux, des maisons de retraites ou des camps militaires (Koopmans et al., 2004 ;
Lopman et al., 2003 ; Hutson et al., 2004). La transmission de NoV par les aliments semble
jouer un role majeur dans les épidémies (Koopmans et al., 2004). Le role de mollusques
filtreurs, de I’eau et de I’environnement a une importance secondaire. Ce sujet est abordé

dans la partie B au chapitre 111 et IV.

2. Les rotavirus

La principale voie de transmission des RV se fait par voie féco-orale La transmission peut
également se faire par contact avec des sécrétions de voies aériennes, I’eau, les aliments ou les
surfaces contaminées (Kapikian et al., 2001). La voie de transmission par I’eau sera détaillée
dans la partie B au chapitre I11. Des épidémies sont souvent décrites dans des familles ou dans
des creches, des institutions, des écoles, des centres de soins, des hopitaux ou des camps
militaires (Kapikian et al., 2001 ; Anderson et Weber, 2004)

Un mode de transmission similaire apparait pour les deux virus avec une influence

importante de I’environnement.
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Question 7 : Comment étudier plus précisément le role de I’environnement ? De quels outils

dispose-t-on ?
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B- Contamination de I'environnement par les norovirus et les rotavirus

Comme nous I’avons vu au chapitre précédent, ces virus sont excréetés dans les selles de
malades pendant une durée variant de quelques jours a plusieurs semaines. Apres rejet dans le
milieu extérieur, ils ne se multiplient pas, mais vont s’agréger entre eux ou sur des particules.
Cette adsorption va leur permettre de persister dans les rejets et de résister aux différents
traitements d’épuration. Des quantités encore importantes de particules virales peuvent donc
étre déversées dans I’environnement apres rejet des stations d’épuration et transportées a des
distances importantes. Les mollusques filtreurs vont alors pouvoir les concentrer. Ces
coquillages étant consommeés crus ou peu cuits, ils peuvent constituer un risque sanitaire pour

I”’homme et entrainer un nouveau cycle viral (figure 5).
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Figure 5 : Cycle de transmission viral des Norovirus et des Rotavirus (P. Pothier, lab.
Virologie, CHU Dijon)
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I. Taux d’excrétion dans les selles

1. Les norovirus

Les premiéres données obtenues par microscopie électronique donnaient des
concentrations variant de 10> & 10° particules / g de selles (Kapikian et al., 2000). Par RT-
PCR, ces valeurs ont été revues a la hausse avec des concentrations de I’ordre de 10° & 10°
particules /g de feces (Atmar et al. 1995 ; Yuen et al., 2001 ; Koopmans et al., 2003). Les
données plus précises obtenues par le développement de la RT-PCR quantitative ont permis
de montrer une variabilité d’excrétion selon le génogroupe avec des concentrations variants
de 10* & 10 particules /g de selles et de 10" & 10 particules /g de selles respectivement
pour les NoV Gl et Gll (Kageyama et al., 2003 ; Hohne et Schreier, 2004 ; Richards et al.,
2004).

2. Les rotavirus

Concernant les rotavirus, la quantité de virus rejetée dans les selles est estimée de 10™°
a 10" particules /g de selles (Gerba et al., 2000 ; Nicand et al., 1998). Les quantités excrétées
dans les selles d’adultes malades semblent 10 a 100 fois plus faibles (Anderson et Weber,
2004). A noter également que pour les RV animaux, le taux d’excrétion est estimé supérieur
a 10° particules infectieuses /ml de féces (Cook et al., 2004)

Les taux d’excrétion dans les selles apparaissent plus importants pour les rotavirus et par

conséquent des charges virales supérieures sont rejetées dans I’environnement.

Il. Propriétés de persistance

Les RV et les NoV, en dehors de leur héte, possédent un degré de robustesse qui leur
permet de persister face aux conditions qu’ils rencontrent dans I’environnement (Rzezutka et
Cook, 2004). Ces virus, selon leurs propriétés physico-chimiques, peuvent persister pendant
des périodes plus ou moins longues. Les tableaux 3 et 4 résument les principales données de
résistance des RV et des NoV en milieu aqueux respectivement en fonction de différents
parameétres physiques et chimiques. La majorité des expériences sont réalisées a I’échelle du

laboratoire.
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Tableau 3 : Résistance des NoVs et RV aux traitements physiques (FCV : Calicivirus Félin)

Parametres | Virus | Souche Traitement Effet Références
Température | NoV | NV 60°C, 30 min persistance Dolin et al.,
1972
FCV 1h, 60°C -7,51o0g Doultree et
5 min,70°C -7,51o0g al., 1999
1 min, ébullition -7,5lo0g Slomka et al.,
60 j, 4°C -4 log 1998
21 j, T° ambiante -91log Duizer et al.,
1j,37°C -3log 2004
Gll.4 | 3min, 100°C <2log Duizer et al.,
2004
RV SAl1l | 50°C +/- MgCl,, 25 | persistance Estes et al,
oulh/37°C 1979
20 j, 25°C ou 15 j, | -4 log Chung et
5°C sobsey, 1993
20°C -1log=2,7]j Girones et al.,
-2log=43] 1989
-3log=5,8j
Wa 10, 20°C- 32}, 4°C- | -2log Rzezutka et
64 j sans bactérie ni al., 2004
microorganisme
Ito'P13 | 1 mois, 20 °C -2 log Caballero et
al., 2004
uv NoV |FCV [ 47,85 mWs/cm® -1log Nuanalsuwan
34 mJ/ cm?, 0°C -3 log et al., 2002
Duizer et al.,
2004
GIl.4 | 206 m)cm?, 0°C <1log Duizer et al.,
2004
RV |[SA1l |94 mWs/cm?, 5 min | -2 log Boher et
ou 46,5 mWs/cm?, 15 Schwartzbrod,
min 1993
Wa 16 000 pmWs/cm?, | -2 log Gerbaetal.,
5°C 1996
Ito'P13 | 15 W, 20's -3 log Caballero et
200 mJ / cm? - 4 log al., 2004
Ozone NoV | NV 0,37 ml/l, pH 7,5°C -4 log Shin et
Sobsey, 2003
RV | SAll, |> 0,25 mg/l, 4°C, pH | > 10° PFU Vaughn et al.,
Wa 6,7¢et8 persistance Wa > | 1987
SA1l
Wa 0,1 a 0,2 mg/l, pH 6, | - 2 log Gerba et al.,
5°C 1996
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Tableau 4 : Résistance des RV et NoV aux parametres chimiques

Parametres | Virus | Souche | Traitement Effet Références
Composés | NoV | NV chlore 3,75 mg/l, 30 Résistant, 5/8 Keswick et
chlorés min, volontaires malades al., 1985
humains
10 mg/I 1 malade
monochloramine 2 mg/l, | - 1 log Shin et
pH 8, 5°C, 3 h Sobsey,
775 mg-min/l - 2 log 1993
Gll.4 6 000 ppm, 10 min, > 2 log Duizer et
20°C al., 2004
FCV Eau de javel, 1 000 ppm | - 5 log Doultree et
ou 5 000 ppm al., 1999
Chlore 1 mg/l, 60 a 237 | -2log Thurston-
min Enriquez et
al., 2003
RV SA11/ | Chlore 3,75 mg/l, 30 -2 log Keswick et
Wa min al., 1985
Wa Chlore 0,01a0,5mg/l, |-2log Gerba et al.,
pH 6, 5°C 1996
Ito'P13 | Chlore 1 mg/l, 20 min | - 4 log Caballero et
0,2 mg/l, 120 min -1,510g al., 2004
4,5 mg/l-min - 4 log
Chlore 0,2a4,5mg/l + | - 2log Bosch et al.,
ions Cu/Ag 1993 ; Abad
etal., 1994
pH NoV | NV pH 3,3 h persistance Dolin et al.
1972
FCV pH <2 ou > 10 -5 log Duizer et
GIl4 |pH12,30min, 37°C | <2log al., 2004
RV SAll pH > 10 -21log Estes et al.,
1979
Ether NoV | NV éther 20 %, 18 h, 4°C persistance Dolin et al.,
1972
RV SAll | traitement éther persistance Estes et al.,
1979

Tres peu de données sont disponibles concernant les

multipliable en culture cellulaire, a été utilise comme

NoV. Le Calicivirus félin (FCV),
substitut (Doultree et al., 1999 ;

Thurston-Enriquez et al., 2003). Méme si le FCV partage des propriétés biochimiques, des

séquences et une organisation génomique similaires avec les NoV, il entraine cependant des

symptémes (respiratoires) différents des NoV. Le FCV semble également plus sensible aux
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variations de pH que les NoV (Hewitt et Greening, 2004). Une étude récente a démontré que
le FCV constitue un meilleur indicateur des NoV que le calicivirus canin, car sa
multiplication en culture de cellule est plus aisée, et sa résistance au pH acide importante
(Duizer et al., 2004). La présence d’ARN suite & un traitement ne correle pas nécessairement
(sur ou sous estimation) avec la présence de virus infectieux soulignant le besoin d’un
systeme de culture pour les NoV (Duizer et al., 2004).

De nombreuses données sont disponibles pour différentes souches de RV multipliables en
culture cellulaire. De maniére générale, les souches humaines semblent plus résistantes aux
traitements que les souches animales.

La survie des RV et des NoV dans I’environnement marin est fonction de la température. Leur
transport dans les zones cotiéres dépend des pluies, du type de station d’épuration, des marées
et des courants (Griffin et al., 2003). D’aprés Rzezutka et Cook (2004), plus un virus pourra
persister dans I’environnement plus la transmission indirecte, contrairement a la voie de

personne a personne, prendra de I’importance.

La persistance des norovirus a la température et aux UV semble plus élevée que celle des
rotavirus. 1l semble également exister une variabilité de résistance d’une souche a I’autre.
Les effets de I’ozone, des composés chlorés, du pH et de I’éther apparaissent comme
identiques pour les deux virus.

Questions 8 : Comment étudier dans le milieu marin, les propriétés de résistance des
norovirus sans introduire de virus infectieux? A-t-on des substituts de virus, non infectieux,

permettant de faire des études de persistance a I’échelle autre que celle du laboratoire ?

I11- Contamination et transmission par le milieu hydrique

1. Les norovirus

Gréace au développement de la RT-PCR quantitative, une étude récente (Laverick et al.,
2004) a permis de quantifier les NoVs dans les eaux brutes et épurées de station d’épuration.
Ainsi, des valeurs moyennes de 1,8 10" copies/l d’eau brute et de 1,7 10° copies/I d’eau
épurée ont été trouvées, soit un abattement de la charge virale d’environ 2 log par les
traitements des stations d’épuration.

L'eau a été prouveée a l'origine de nombreuses épidémies (Schaub et al., 2000 ; Hoebe et al.,

2004). Des NoV ont été retrouvés dans I'eau de boisson (Beuret et al., 2000 ; Lamothe et al.,

29



Norovirus et Rotavirus

2003 ; Haramoto et al., 2004), les eaux usees (Brugha et al., 1999 ; Lodder et al., 1999 ; Loisy
et al., 2000 ; Nygard, 2003), les eaux de surface (Borchardt et al., 2003 ; Fout et al., 2003) et
les eaux de loisirs (Schvoerer et al 2000 ; Hoebe, 2004). De maniére intéressante, les souches
détectées dans ces études appartenaient le plus souvent au GlI reflétant les données cliniques.
En France, lors d’une enquéte sur une épidémie survenue dans un hépital, une séquence
identique a été détectée dans I’eau du robinet et les selles de malades (Schvoerer et al., 1999).
Les eaux contaminées peuvent étre responsables d’épidémies observées apres consommation
de légumes, de fruits, de salades préparées, de sandwichs, de glace (Hardy et al., 1999 ;
Hedlund et al., 2000 ; Schwab et al., 2000).

2. Les rotavirus

Malgré les abattements obtenus par les traitements des stations d’épuration, les eaux

épurées peuvent contenir des concentrations en RV de I’ordre de 10? & 10* particules/litre
(Gerba et al., 1996 ; Lodder et al., 1999). Baggi et al., (2001) ont montré par RT-PCR un
pourcentage de positivité en RV de 41 a 44 % pour les eaux brutes et de 37 a 56 % pour les
eaux epurées avec un abattement maximum de 22 % obtenu pour les stations utilisant 4
traitements (mécanique, biologique, chimique puis une filtration sur sable). Dans cette méme
étude, la présence de RV dans les rivieres sous influence d’une station d’épuration pouvait
varier de 0 a 25 %. D’aprés Gerba et al. (1996), un abattement de 5 a 6 log serait nécessaire
pour atteindre une qualité d’eau acceptable par rapport au risque que constituent les RV
(risque annuel d’infection de 10™) soit des concentrations, en culture cellulaire, inférieures &
0,02 RV/litre d’eau de surface et 2,2 10" RV/litre d’eau potable.
Les RV ont été détectés dans les eaux de riviéere (Hot et al., 2003), les eaux usées (Dubois et
al., 1997 ; Lodder et al., 1999 ; Villena et al., 2003), les fosses de rejets individuels (Borchard
et al., 2003) et lors d’épidémies de gastro-entérites causées par I’eau de distribution (Villena
et al.,, 2003) et I’eau de boisson (Kukkula et al., 1999). L’implication des RV via la
transmission par les aliments, n’a été decrite, a notre connaissance, que dans deux études
impliquant la consommation de sandwichs et de salade (Fletcher et al., 2001 ; Hernandez et
al., 1997). Une étude menée dans I’lsere en France a démontré la présence de souches
animales (porcines et bovines) et humaines dans les eaux de boissons, la présence des souches
animales étant probablement due a I’épandage sur les terres agricoles (Gratacap-Cavallier et
al., 2000). Cette contamination multiple pourrait ainsi favoriser I’apparition de réassortants.
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La contamination et la transmission par le milieu hydrique semble plus importante pour les
norovirus.
Question 9 : Cette différence est-elle due a un biais méthodologique (signification d’un

résultat de RT-PCR) ou a une resistance plus marquée de la population aux rotavirus ?

IVV- Contamination et transmission par les coquillages

L’accumulation des virus dans les mollusques filtreurs dépend des caractéristiques
hydrauliques du systéme d’exposition, du type de virus et de sa concentration dans I’eau, de la
température, du pH, de la salinité et de la présence de particules en suspension dans I’eau
(Sobsey et Jaykus, 1991). Les coquillages ne constituent pas un héte de réplication pour les
virus entériques humains, mais un simple transporteur passif permettant de les concentrer. Un
modéle mathématique permettant de simuler la contamination en NoV des huitres sous
influence de 3 stations d’épurations pendant une épidemie dans la population a été recemment
décrit (Pommepuy et al., 2004).

Si les rotavirus ont été détectés dans les coquillages (Hafliger et al., 1997 ; Le Guyader et al.,
2000 ; Lees et al., 2000), leur implication dans des TIAC n’a jamais été démontrée. Cette
observation peut étre due au fait que les adultes sont moins sensibles aux RV et que la
consommation de fruits de mer est plus rare chez les enfants (Lees et al., 2000). Metcalf et
al., (1995) ont également émis I’hypothese que les RV accumulés dans les coquillages
pouvaient avoir perdu leurs spicules et ainsi ne plus étre infectieux.

De nombreuses épidémies et TIAC de gastro-enteérites liées aux NoV ont été répertoriées. Les
premiers soupgons de leur présence dans les coquillages sont rapportés en Grande-Bretagne
dans les années 1976-77 (800 personnes atteintes dans 33 foyers épidémiques). Le virus de
Norwalk a ensuite été mis en évidence dans les broyats d’huitres impliquées dans deux
épidémies en Australie (Murphy et al., 1979 ; Grohman et al., 1980). La consommation d’une
seule huitre contaminée a suffi a déclencher la maladie chez certains consommateurs (Gill et
al., 1993). Dans cette TIAC, les huitres consommées avaient été purifiées pendant 72 h en
bassin de purification. Lors d’une importante épidémie en Louisiane, certains patients ont
rapporté n’avoir mangé qu’une seule huitre ou des huitres frites, soulignant I’importante
résistance des NoV a ce mode de cuisson (Dowell et al., 1995). L’analyse des séquences
virales amplifiées dans les selles de malades et les huitres incriminées a montré une différence
de 7 bases par mutations silencieuses (Le Guyader et al., 1996). La premiére démonstration

précise d’épidémiologie moléculaire a été faite par Shieh et al. (2000).
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Comme les coquillages sont géneralement contaminés par des eaux usées (Miossec et al.,
2000), ils peuvent contenir des mélanges de souches Gl et Gll (Sugieda et al., 1996) et ainsi
refléter les souches circulant dans la communauté (Lees, 2000). La présence simultanée de
plusieurs souches peut favoriser les recombinaisons génétiques (Vinje et al., 2000 ; Lopman
et al., 2002). Une étude récente a démontré une contamination multiple Gl et GII presque
systématique des selles de malades impliqués dans des TIAC liées a la consommation de
coquillages (Kageyama et al., 2004). Une diversité a été observée entre les souches détectées
chez les malades et celles trouvées dans les coquillages incriminés (Sugieda et al., 1996 ;
Miossec et al., 1998 ; Le Guyader et al., 2003). Dans une épidémie, une semi-quantification
par la technique MPN (Most Probable Number) a permis d’évaluer la concentration des NoV
dans les huitres incriminées variant de 85 a 237 unités RT-PCR par huitre, soit environ plus
de 1000 virions par coquillage (Le Guyader et al., 2003). Par RT-PCR en temps réel, Nishida
et al. (2003) ont détecté des concentrations en NoVs dans les huitres variant de 1,4 10 & 7,5

10° copies de génome/huitre.

Les rotavirus, bien que présents dans les coquillages, ne sont pas a I’origine de gastro-
entérites contrairement aux norovirus. Ceci est également observé pour les autres aliments.

Question 10 : Cette différence est-elle due a un biais méthodologique, a une résistance plus
marquée de la population aux rotavirus, a une diminution de la capacité d’infection des
rotavirus ou a une persistance et une infectiosité plus importante des norovirus dans les

coquillages ?
V- Etudes en milieu naturel

A I’heure actuelle, peu d’études s’intéressent a la détection des virus dans les coquillages
contaminés naturellement. Les norovirus, bien que responsables de la majorité des épidémies,
ont rarement été recherchés dans les coquillages. En Angleterre, 21 % des échantillons
prélevés en zones insalubres, 8 % des coquillages prélevés sur les étals et 56 % des
coquillages prélevés chez un producteur étaient contaminés en NoV (Lees et al., 1995;
Henshilwood et al., 1998). Le séquencage de ces virus a montré une grande diversité de
souches avec parfois des contaminations multiples (Henshilwood et al., 1998). En France, une
étude réalisée sur 3 ans a egalement mis en évidence la présence de NoV dans 35 %
d’échantillons de moules et 23 % d’échantillons d’huitres prélevées en zones

insalubres essentiellement pendant les mois d’hiver (Le Guyader et al., 2000). Le séquencage
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a également démontré une grande diversité de souches et la présence de 2 souches
simultanément dans certains échantillons. L analyse d’huitres importées en Suisse a montré la
présence de différentes souches de NoV avec une prédominance des souches Gll (Beuret et
al., 2003). Des études réalisées dans des zones présentant de faibles contaminations en E. coli
ont montré une tres faible contamination en NoV (Pommepuy et al., 2002). Au Japon, 9 % des
huitres prélevées en Janvier et Février 2002 et destinées a la consommation ont été trouvés
contaminées en NoV, les Gl et Gl étant détectés respectivement dans 17 et 83 % avec une
importante diversité génétique (Nishida et al., 2003). Dans cette étude, 65 % des huitres
contaminées contenaient plus de 10 copies d’ARN/huitre, soit une quantité suffisante pour
provoquer une gastro-entérite, si les particules détectées étaient infectieuses. Une
prédominance de souches NoV GlI a été décrite par Myrmel el al. (2004) en Norvege ou 6,8
% des moules collectées chez des producteurs ont été trouvés contaminées.

Concernant les rotavirus, 27 % des huitres et 52 % des moules prélevees en France en zones
insalubres ont été trouvés contaminées pendant toute I’année. Cette détection tout au long de
I’année a également été démontrée en Nouvelle-Zélande (Green et al., 1999). Ces résultats ne
sont pas tout a fait en accord avec les données épidémiologiques. L’excrétion réguliére de
rotavirus par la population a des doses suffisantes pour contaminer les coquillages étant peu
probable, ces résultats suggerent une amplification de souches animales (Le Guyader et al.,
2000). Cette possibilité a été confirmée par la détection de RV bovin dans des huitres
importées de Bretagne en Suisse (Hafliger et al., 1997). Compte tenu des possibilités de
réassortiments des RV, I’éventuelle contamination des coquillages par des souches animales

souléve la question de leur prise en consideration.

Ces différentes données démontrent la fréquence de la contamination naturelle et la
possibilité d’appliquer les méthodes de détection développeées a des etudes autres
qu’épidémiologiques.

Question 11 : Quelle est la signification de cette contamination naturelle ? Les virus détectés

sont-ils toujours infectieux ?
V1- Purification des coquillages
Les norovirus peuvent persister dans les coquillages pendant plusieurs semaines, il

apparait donc nécessaire de les purifier avant leur commercialisation (Le Guyader et al.,

2003). Ces traitements impliquent généralement une purification en bassins contenant de I’eau
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de mer propre (< 15 E. coli/100 ml et 0 salmonelle/5 1) ou plus rarement une purification par
immersion directe en eau de mer propre pendant de longues périodes (Richards et al., 1988).
La purification est un processus biologique complexe et individuellement chaque espéce
répond différemment en fonction d’une combinaison de critéres varies incluant la turbidité de
I’eau, la salinité, la température, la profondeur d’immersion des coquillages et I’oxygénation
(Roderick et Schneider, 1994). En plus de ces facteurs, le stress de I’animal peut influencer la
purification en modifiant les taux de filtration (Richards et al., 1988). Dans la majorité des
établissements ostréicoles, la purification se fait par immersion des huitres pendant 48 heures
dans des bassins contenant de I’eau de mer aérée et éventuellement traitée par les UV, par
ozone ou chloration. L’efficacité est basée sur le fait que I’eau ne contenant pas ou peu de
nourriture, apres 2 jours, les huitres se sont purgées de leur contenu intestinal rejetant ainsi les
pathogenes (Sobsey et Jaykus, 1993).

Tres peu d’études concernent la purification virale des coquillages et la plupart sont réalisées
a I’échelle du laboratoire ou du moins dans des bassins de taille inferieure a ceux utilisés par
les professionnels. L’inefficacité de la purification a été démontrée pour les norovirus, les
rotavirus, mais plus fréeqguemment pour I’hépatite A (Boher et Schwartzbrod, 1993 ; Abad et
al., 1997 ; Schwab et al., 1998 ; Muniain-Mujika et al., 2002 ; Kingsley et Richards, 2003 ;
Lees et al., 2004). 1l a été mis en évidence que la température était le facteur plus important
dans la purification (Sobsey et Jaykus, 1991 ; Lees et al., 2000 ; Doré et al., 2000). Une étude
récente de purification a échelle semi-professionnelle utilisant le bactériophage F-ARN
comme indicateur de contamination virale a également démontré I’intérét de la nourriture en
plus de la température (Pommepuy et al., 2003b). Schwab et al. (1998) ont montré qu’apres
48 h de purification, seulement 7 % des NV avaient été éliminés contre 95 % des bactéries,
résultats en accord avec Lees et al., (2004). Apres 96 h de purification dans des conditions
commerciales sous un flux continu d’eau de mer traitée & I’ozone, une élimination de 1,5 logig
du nombre de particules de rotavirus humains a été observée dans les moules (Abad et al.,
1997). Une hypothése avancée pour expliquer I’inefficacité des procédés serait la fixation des
particules virales par liaison ionique sur les polysaccharides du mucus des coquillages (Di
Girolamo et al., 1977 ; Burkhardt et al., 2000 ; Lees et al., 2000 ; Muniain-Mujika et al.,
2002).

Compte tenu du caractére pathogene des rotavirus et des norovirus, les études de purification
ne sont pas sans risque. Néanmoins, les quelques données démontrent une difficulté de

purification pour ces deux virus.
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Question 12 : Comment expliquer une telle persistance dans les coquillages ? Existe-t-il un
substitut viral non pathogéne permettant d’étudier le comportement de ces virus ? Existe-t- il

un biais a travailler dans des modeles in vitro plut6t que in situ ?

VI1- Difficulté de détection des virus dans les coquillages : exemple des Norovirus

Les données précédentes (adsorption des virus sur des particules ou en agrégats, faible
charge virale des coquillages, contamination par de multiples souches...) soulignent la
complexité de la détection des NoVs dans les coquillages. A I’heure actuelle, et malgré les
nombreuses recherches entreprises, aucun systeme cellulaire n’a encore permis de multiplier
les NoVs in vitro (Duizer et al., 2004). Les VLPs NV ont été utilisées pour rechercher des
lignées permettant la culture cellulaire ; les cellules Caco-2 sont ainsi apparues intéressantes
mais elles n’ont permis I’internalisation que d’une trés faible quantité de VLPs (White et al.,
1996 ; Duizer et al ; 2004). Le domaine de liaison des capsides aux cellules a été localisé dans
la région C-terminale avec une fixation des VLPs NV médiée par une protéine de 105 kDA
nommée NORVA, ubiquitaire dans toutes les cellules (Tamura et al., 2000). Tamura et al.,
(2003, 2004) ont émis I’hypothése que les protéoglycanes héparan sulfate sont nécessaires a la
fixation des VLPs Gl et GlI sur différents types de cellules mammiféres, cette fixation étant
inhibée par I’histone H1.

Les techniques d’amplification génomique constituent le seul outil d’analyse possédant
une sensibilité suffisante pour détecter les faibles niveaux de contamination en NoV dans les
coquillages (Metcalf et al., 1995 ). Se pose alors le probleme de I’interprétation des résultats :
la présence d’ARN par RT-PCR n’indique pas nécessairement la présence de virus infectieux.
La fragilité de I'ARN en milieu extérieur suggére que celui-ci est toujours encapsidé (Tsai et
al., 1995) D’aprés les études réalisees avec des entérovirus ou du VHA (virus multipliables
en culture cellulaire), la perte de pouvoir infectieux n’est pas toujours accompagnée de la
perte du signal de RT-PCR mais la perte du signal d’amplification correspond a une perte
d’infectiosité (Metcalf et al., 1995; Kingsley et Richards, 2003). Une étude récente a
démontré que le signal généré par RT-PCR pour le HAV était bien corrélé a la présence de
virus infectieux (Bhattacharya et al., 2004).

L’efficacité de I’amplification par RT-PCR dépend de deux facteurs: I’efficacité de

I’extraction des acides nucléiques et de la pureté de ces derniers.
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1. Extraction

L’extraction doit comporter les étapes suivantes : élution, concentration virale, extraction

des ARN puis purification. L étape de purification des ARN est nécessaire pour éliminer les

inhibiteurs des enzymes de RT-PCR présents dans les coquillages (acide humique,

polysaccharide, glycogene). Les principales méthodes utilisées sont décrites dans le tableau 5.

Tableau 5: Principales méthodes de concentration et d’extraction des ARNs a partir

d’échantillons de coquillages

Coquillage | Elution Concentration Extraction ARN | Références
Huitres Tp glycine pH 9, Ultracentrifugation | TRIzol Myrmel et al.,
. 2004
gfss:tifs chloroforme/butanol, Ultracentrifugation, QIAam[_) \_/irgl Nishida et al.,
cat-floc sucrose 30 % RNA mini kit 2003
(Qiagen)
Tp glycine pH 10 Ultracentrifugation | GITC et silice Formiga-Cruz et
al., 2002
Tp Glycine pH 7,5 Double PEG 6 000, | QlAamp viral Beuret et al., 2003
12 % RNA mini kit
Tp Glycine pH 9, cat- PEG 6 000, 8 % Prot. K, CTAB et | Le Guyader et al.,
floc precipit. éthanol | 2000
PBS, cat-floc PEG 6 000, 8 % Prot. K, CTAB et | Atmar et al. 1995
precipit. éthanol
coquillage | Adsorption acide, Double PEG 8 000, | QlAamp RNeasy | Shieh et al., 2003
entier élution Tp glycine pH 8% kit

7,6

Tp glycine pH 9,5

PEG 8 000, 16 %

Tri-Reagent
(Sigma), + oligo
dT15

Kingsley et al.,
2002

Adsorption acide, Double PEG GITC+ RNEasy Mullendore et al.,
élution Tp Glycine 8 000, 8 % mini kit 2001
Moules Tp glycine pH 9 PEG 16 % Fast-Track kit Di Pinto et al.,
(Invitrogen) 2003
Extrait de Beeuf pH 5,5 |PEG 6 000 GITC Casas et al., 2001
sonication
Tp glycine, pH 9,.5 Double PEG 8 000 | Ultracentrifugation | Croci et al., 2000
chlorure Césium
Tp glycine pH 10 Ultracentrifugation | GITC Munian-Mujika et
al., 2003
Coques Adsorption acide, Double PEG 8 000 | Nucleospin RNA | Sunen et al., 2004
Tp glycine pH 9 kit
Tp: tampon
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Ces données font apparaitre un consensus quant a I’efficacité de I’élution par le tampon
glycine et de la concentration des virus par le PEG. Concernant I’extraction des acides

nucléiques, I’utilisation de kits commerciaux semble de plus en plus fréquente.

Question 13 : Existe-t-il une méthode d’extraction efficace et standardisable pour les

échantillons de coquillages ?

2. RT-PCR

La diversité génétique des NoV rend difficile la sélection d’amorces consensus permettant de
détecter I’ensemble de ces virus. La premiere région cible sélectionnée a été le gene codant
pour la 3D RNA polymérase. Ainsi entre 1994 et 2003, environ 60 couples d’amorces ont été
publiés dans cette région, essentiellement entre les nucléotides 4850 et 4500 (Atmar et Estes,
2001, données personnelles). Ces différentes amorces presentent des efficacités diverses pour
I’amplification des différentes souches circulantes.

De nouvelles amorces ciblant des régions de I’ORF2 ont été publiées (Green et al., 1995 ;
Hafliger et al., 1997 ; Vinje et al., 2000 ; Kojima et al., 2002). Ces amorces définies dans le
gene de la capside sont également d’un grand intérét pour les études de diversité génétique
(Green et al., 2000 ; Vinje et al., 2004 ; Wise et al., 2004).

Une comparaison de 5 couples d’amorces les plus couramment utilisés en diagnostic clinique
a montré qu’aucun couple ne permettait de détecter tous les variants (Vinje et al., 2003).
Compte de tenu de la forte probabilité de contamination multiple dans les coquillages
(Sugieda et al., 1996 ; Le Guyader et al., 2003), les critéres de spécificité et de sensibilité sont
indispensables. L’utilisation de plusieurs couples d’amorces définies dans la région de la
polymérase et de la capside est alors nécessaire (Atmar et al., 2001 ; Le Guyader et al., 2003).
Le séquencage de génomes complets augmentant, de nouvelles données sont disponibles
(Katayama et al., 2002). Ainsi une région hautement conservée dans la région 3’ de I’'ORF1 a
permis de désigner 2 couples d’amorces a priori consensus pour la RT-PCR en temps réel
(Kageyama et al., 2003).

Des techniques de RT-PCR en temps réel ont été développées (Nishida, 2003 ; Loisy et al.,
2004). Cependant afin de préciser le typage des souches de NoV, une amplification par RT-
PCR «classique» est nécessaire pour identifier le pathogéne, surtout dans le cas
d’échantillons impliqués dans des épidémies.

37



Norovirus et Rotavirus

Une région du génome, la jonction ORF1-ORF2, apparait comme tres conservée, permettant
le développement d’outils tel que la RT-PCR en temps réel.

Questions 14 : L’amplification des norovirus dans cette région du génome permet-elle
d’obtenir les mémes informations que I’amplification de la polymérase et de la capside ? La
sensibilité de la RT-PCR en temps réel est-elle comparable a celle des techniques classiques

de détection par RT-PCR et hybridation ?
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A-Détection des norovirus et des rotavirus

I. Echantillons de coquillages
1. Comparaison de methode d’extraction

Cinquante lots d’huitres ou de moules ont été prélevés en mars 2001 par les différents
laboratoires cotiers Ifremer dans des zones classées B et C (classification sur la base
d’Escherichia coli, norme CEE 91/492) réparties le long du littoral francais. Les prélévements

ont été transmis au laboratoire puis conservés a 4°C.

2. Etude de la contamination au FAHRP

Des échantillons d’huitres commercialisées ont été prélevés le long des cotes atlantiques
et pacifiques des Etats Unis ainsi que dans le golfe du Mexique. Les points de prélévement
ont été choisis de maniere aléatoire. Deux campagnes de prélevement ont été réalisées : entre
juin et septembre 2002 puis entre novembre 2002 et janvier 2003. Les huitres ont été
envoyees en express a l’université d’Arizona, puis expédiées congelées en express au

laboratoire Food Animal Health Research Program (FAHRP) de Wooster (annexe 1).
3. ARN de coquillages naturellement contaminés
Les extraits d’ARN de 150 coquillages collectés le long des cotes francaises de janvier
1995 a octobre 2003 et conservés a —80°C ont été utilisés (Le Guyader et al., 2000, 2003 et
données personnelles) pour la validation de la RT-PCR en temps réel.

4. Huitres achetées

Des huitres ont été achetées sur le marché en gros (Ets Madec) pour les expériences de

purification ou au détail (Marché de Talensac) pour les études de fixation.

I1. Selles

Differents échantillons de selles collectées lors d’épidémies de gastro-entérites et

conservées a —20°C ont été utilisés. Ces échantillons sont :
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- pour le Gl : la souche de référence du virus de Norwalk NV, virus purifié titré & 10°
unitées RT-PCR/ml (aimablement fournie par M.K. Estes, Baylor College of
Medicine, Houston)

- pour le GlI, les selles : - §35, titrée & 10° unités RT-PCR/ml

- SV, titrée & 10° unités RT-PCR/ml
- SG2US, (utilisée au FAHRP), titrée & 10° unités RT-
PCR /ml

I11. Dissection

A leur arrivée au laboratoire, les coquillages sont lavés a I’eau stérile, comptés puis
ouverts. Les glandes digestives sont ensuite prelevées par dissection puis aliquotées (1.5 g).
Les aliquots sont conservés a —20°C jusqu’a leur analyse. Un aliquot représente en moyenne 4
huitres et 8 moules.

IVV. Contamination artificielle

Des glandes digestives disséquées (1,5 g), préalablement testées négatives pour les NoVs
Gl et GlI, sont utilisées pour étre contaminées artificiellement avec 200 pl de suspension de
selle NV ou S35 ou SJV ou SG2US. Le mélange est vortexe pendant une minute, puis incubé

10 min sur glace avant extraction.

V. Concentration des virus

1- Dans les tissus d’huitres

a- Technique Baylor

Un aliquot de 1,5 g est broyé au poter dans 2 ml de tampon glycine 0,05 M pH 9,5
pendant 1 min. Le broyat est versé dans un tube a usage unique de 50 ml. Le poter est rincé
par 3 ml de tampon glycine pH 9,5 puis 3 ml de chloroforme-butanol (50 % volume a
volume). A ce mélange, 0,5 ml de Cat-Floc (chlorure de polydiallyléthylammonium) sont
ajoutés, vortexés, puis agités a température ambiante pendant 5 min. Aprés 15 min de
décantation sur la paillasse, le mélange est centrifugé 15 min a 13 500 g a 4°C. Le surnageant
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est versé dans un tube contenant 3 ml de polyéthyléne glycol PEG/NaCl. Aprés 1 heure
d’agitation a 4°C suivie d’une centrifugation a 11 000 g pendant 20 min, le surnageant est

éliminé.

b- Technique FAHRP

Le matériel de laboratoire (centrifugeuses, tubes...) étant différent, la méthode
d’extraction utilisée au laboratoire de Microbiologie de I’lIfremer a d0 étre adaptée, avec
notamment des modifications des temps et des vitesses de centrifugation.

Basée sur la technique Baylor, les modifications suivantes ont été apportées :

Etape de centrifugation Méthode « Baylor » Méthode « USA »
Cat-floc 15min/ 13500 g 30 min/ 6000 g
PEG 20 min /11 000 g 30 min /6000 g

2- Dans les eaux de station d’épuration
Des eaux brutes (100 ml) ont été prélevées a la station d’épuration de Nantes d’avril 2002
a avril 2003. Pour concentrer les virus, 5 ml d’échantillon ont été ultracentrifugés a 160 000 g
pendant 1 h & 4°C (Beckman TL 100). Aprés elimination des surnageants, le culot a été repris
dans 200 pl d’eau stérile.
V1. Extraction des acides nucléiques

1- Selles

Les échantillons de selles sont extraits en utilisant le kit QlAamp Viral RNA de Qiagen
selon le protocole adapté par le CHU de Dijon (Bon et al., 2004) [annexe 2].
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2- Huitres

a- Technique Baylor

Le culot obtenu par concentration virale est dissout dans 3 ml d’eau stérile. La lyse des
virus est réalisée par ajout de 40 pl de proteinase K, 1 ml de tampon protéinase K (0,04 M
Tris-HCI pH 7,5 ; 0,02 M Na,-EDTA 2 % SDS) puis incubation 30 min a 56°C. Apres ajout
de 4 ml de phénol-chloroforme-alcool isoamylique, le mélange est vortexé 1 min, puis
centrifugé 5 min a 10 000 g & 4°C. Un volume de 4 ml de chloroforme-alcool isoamylique est
ajouté a la phase aqueuse, vortexé 1 min, puis centrifugé pendant 5 min a 10 000 g a 4°C. La
phase supérieure est ensuite décantée dans 400 pl d’acétate de sodium 3 M et 8 ml d’éthanol
absolu froid. Apres 30 min de précipitation a —-80°C, le mélange est centrifugé pendant 30 min
a 13 000 g a 4°C. Le culot est dissout dans 4,5 ml d’eau stérile et 1,8 ml de
cetyltriméthylammonium bromide CTAB/NaCl (5 % CTAB/ 0,4 M NaCl). Aprés 15 min
d’incubation a temperature ambiante, le mélange est centrifugé pendant 30 min a 15 000 g a
4°C. Le culot est repris dans 150 pl, puis transvasé dans un mélange constitué de NaCl 1 M,
30 pl d’acétate de sodium 3 M, 900 ul d’éthanol absolu froid et 150 ul d’eau stérile. Apres 30
min de précipitation a —-80°C le mélange est centrifugé pendant 30 min a 13 000 g a 4°C. Le
culot est alors rincé par 500 ul d’éthanol a 70°C, puis centrifuge pendant 10 mina 13 000 g a
4°C. Le culot est ensuite séché 5 min par centrifugation sous vide a 45°C et repris dans 100 pl
d’eau stérile contenant 400 U de RNAse OUT (Ribonuclease Inhibitor, Invitrogen) [annexe
3].

b- Kit Qiagen RNEasy plant

Le culot obtenu par concentration virale est dissout dans 450 pl de tampon RLT puis
incubé pendant 3 min a 56°C. Apreés transfert sur colonne Qiashredder Homogenizer, le
mélange est centrifugé 2 min a 10 000 g a 4°C. Le filtrat est mélangé avec 225 ul d’éthanol
absolu puis transféré sur une colonne rose. Aprés 15 sec de centrifugation a 10 000 g, le tube
collecteur est vidé et la colonne rincée avec 700 pl de tampon RW1 puis centrifugée 15 sec 10
000 g. La colonne est ensuite rincée avec 500 ul de tampon RPE, centrifugée 15 sec a 10 000
g, puis rincée une seconde fois par 500 pl de tampon RPE suivie d’une centrifugation de 2
min a 10 000 g. La colonne est alors placée sur un tube de 1,5 ml, puis éluée avec 50 pl d’eau
stérile contenant 200 U de RNAse OUT (Ribonuclease Inhibitor, Invitrogen), suivie d’une
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centrifugation & 10 000 g pendant 1 min. L’étape d’élution est répétée une seconde fois pour
obtenir 100 pl d’éluat (annexe 4).
L’efficacité d’extraction du kit a été comparée avec celle de la technique Baylor sur les 50

lots de coquillages prélevés a cet effet en recherchant les NoV et les RV.

c- Technique FAHRP

Basee sur la technique Baylor, les modifications suivantes ont été apportées :

Etape de centrifugation Méthode « Baylor » Méthode « USA »

Phénol-chloroforme- ) )
) ) 5min /10000 g 10 min /6000 g
alcool isoamylique

Chloroforme-alcool ] )
_ ) 5min /10000 g 10 min /6 000 g
isoamylique

Afin de vérifier si les changements apportés a la concentration virale et a I’extraction ne
modifiaient pas I’efficacité de I’extraction, des aliquots de 1,5 g de glandes digestives ont été
artificiellement contaminés avec la selle SG2US. Deux niveaux de contamination artificielle
ont été testés: une forte contamination avec 200 ul d’extrait de selle pure et une faible
contamination avec 200 pl d’extrait de selle & la dilution 10?ajoutés & I’aliquot. Les ARN ont
été extraits puis amplifiés par RT-PCR, en utilisant le couple d’amorces P110 / NI.

3- Eaux de station d’épuration

Apres concentration par ultracentrifugation, les acides nucléiques viraux sont extraits en
utilisant le kit High Pure Viral RNA Kit (Boehringer). Brievement, les particules virales sont
lysées en présence de guanidium. Les acides nucléiques sont ensuite adsorbés sélectivement
sur une colonne. Apres lavages, les acides nucléiques sont élués dans de I’eau stérile exempte
d’activité nucléasique. Afin d'éliminer les inhibiteurs, 5 % p/v de cétyl triméthyl ammonium
bromide (CTAB) / NaCl 0,4 M sont ajoutés. Apres incubation 15 minutes a température

ambiante, le mélange est centrifugé 30 min a 15 000 g a 25°C. Le culot résultant est suspendu
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dans 50 ul de NaCl 0,5 M et précipité a I’éthanol. Le culot final est repris dans 50 pl d’eau

stérile (annexe 5).

VI1. Amorces et sondes

Les différentes amorces et sondes utilisées dans cette étude sont celles décrites dans les
tableaux 6A, 6B et 7.

Tableau 6 : Amorces et sondes utilisées pour la détection des NoV amorces localisées dans

les régions codant pour la protéine de capside (A) et pour la polymérase (B)

A
Nom Séquence? (5°-3°) Localisation” Cible Tm Références
(polarité) potentielle

P155 (-) ccaacccarccattatacatttg 5649-5671 Gl 53 |Le Guyader et al.,
P156 (+) atgatgatggcgtctaaggacgc | 5358-5380 Gl 59 | 2003
SRI-3 (+) aaaayrtcaccgggkgtat 5557-5576 Gl 50 | Hafliger etal., 1997
COGIF (+) |cgytggatgcgnttycatga 5291-5311 Gl 61 | Kageyamaetal.,
COGIR (-) |cttagacgccatcatcattyac 5375- 5399 Gl 56 |2003
RINGL1 (-) agatygcgatcycctgtcca 5340-5360 Gl 62
COGZ2R (-) |cgacgccatcttcattcaca 5100-5121 Gll 59 | Kageyamaetal.,
QNIF2 (+) atgttcagrtggatgagrttctcwga | 5012- 5038 Gll 58 |2003; Loisy etal.,
QNIFS (+) |agcacgtgggagggegateg 5042-5062 Gll 68 |2004a
COG2F (+) |cargarbcnatgttyagrtggatgag | 5003- 5029 Gll 65
RING2 (+) |tgggagggcgatcgcaatct 5048-5068 Gll 66
G1SKR ccaacccarccattrtaca 5653-5671 Gl 56 | Kojimaetal., 2002
G1SKF ctgcccgaattygtaaatga 5342-5364 Gl 57
G2SKR ccrcengcatrhcecrttrtacat 5367-5389 Gll 53
G2SKF cntgggagggcgatcgcaa 5046-5064 Gll 63
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B
Nom Séquence® (5°-3%) Localisation” | Cible potentielle | Tm Références
(polarité) (°C)
P110 (-)* acdatytcatcatcaccata 4865-4884 Gl, Gll, SoV, 54 | Le Guyader et
BEC, BEC al., 1996
P36 (+)* ataaaagttggcatgaaca 4487-4501 Gl, Gl 50
P69 (+) ggcctgccatctggattgec 4733-4752 Gl 66
NI (+)* gaattccatcgeccactgget | 4768-4788 Gll 60
P116 (+)* atggatgtaggtgaytaygt 4796-4815 Gll 58
SR48(+) gtgaacagcataaatcactgg | 4766-4786 Gl, Gl 47 | Ando et al., 1995
SR50 (+) gtgaacagtataaaccactgg | 4766-4786 Gl, Gl 44
SR52 (+) gtgaacagtataaaccattgg | 4766-4786 Gl, GlI 44
P290 (+)* gattactccaatgggactccac | 4568-4590 Gl, Gll, PEC, BEC |53 |Jiang et al., 1999
V12 (+)* ataccactatgatgcagatta 4567-4587 Gl, Gll, SoV,PEC, |42 |Vinjeetal., 1996
BEC
JV13 (-)* tcatcatcaccatagaaagag | 4874-4896 Gl, Gll, SoV,PEC, |49
BEC
JV12Y (+) ataccactatgatgcagayta | 4552-4572 Gl, Gll, PEC, BEC Vennema et al.,
JV13I (-) gagiaagataccactactact 4858-4878 Gl, GIlI, PEC, BEC 2002
GGla (+)* atggatgtaggtgaytaygt 4685-4704 Gl 45 | Vinje etal., 2000
GGlb (+)* atggaygttggygaytatgt 4685-4704 Gl 50
GGl (+)* gaaytccatcrcccaytg 4494-4512 Gll 53
UK3 (+) gtccectgacatcatacagget | 4685-4704 Gl, Gl 59
JV5 (+) ctcaccagaggttgtccaagc | 4685-4704 Gl, Gl 58
Mon431 (+)* |tggaciagrggiccyaayca 5093-5112 Gl 64 |Greenetal.,
Mon432 (+)* |tggacicgyggiccyaayca |5093-5112 Gll 68 |2002
Mon433 (-)* |gaayctcatccayctgaacat | 5285-5305 Gl 61
Mon434 (-)* |gaascgcatccarcggaacat | 5285-5305 Gll 69
NV4562 (+) |gatgcdgattacacagchtggg | 4562-4585 Gl 54 | Yuenetal., 2001
NV4611 (+)* | cwgcagemctdgaatcatggg | 4611-4633 Gll 53
NV4692 (+) |gtgtgrtkgatgtgggttgactt | 4692-4714 Gll 53
SR80 (+) tgggattctacacaaaaccc 4226-4246 SoV 58 | Noel etal., 1997
PEC65 (-)* atacacacaatcatccccgta | 4636-4656 PEC 55 | Guoetal., 2001
PEC66 (+)* | gactacagcaagtgggattcc | 4327-4347 PEC 56
CBEC-URP* | agtgtctctgtcagtcatcttcat | 5051-5074 BEC 53 | Smiley et al.,
() 2002
CBEC-UFP | agttayttttccttytayggbga |4543-4565 BEC 54
(+)*

bleu : amorces, rouge : sonde

NoV norovirus, SoV Sapovirus, BEC norovirus bovin, PEC norovirus porcin

* amorces et sondes utilisées au FAHRP

% Les dégénérescences sont les suivantes : d : a/g/t ; y : c/t; i: inosine ; k : g/t; n:alt/glc;r:
alg;w:alt;m:alc;s:glc;h:alclt;b:clglt
b |a position des nucléotides fait référence a la souche du virus de Norwalk (M87661) pour

les NoV Gl,

a la souche Lordsdale (X86557) pour les NoV GlIlI , a la souche du virus
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Camberwell (AF145896) pour les amorces décrites par Kageyama et al., (2003) et Loisy et
al., (2004), a la souche PEC/Cowden (QF182760) pour les PEC et a la souche BEC Jena/80
(QJ011099) pour les PEC.

Tableau 7 : Amorces et sondes rotavirus

Nom Séquence Localisation® | Gene | Tm Références
(polarité) cible

Conl (-) ttgccaccaattcagaatac 676-695 géne 52 | Abbaszadegan et al.,
Con2 (+) atttcggaccatttataacc 868-887 4 50 1999
Con3 (-) tggcttcgccattttatagaca 811-832 58
Beg 9 ggctttaaaagagagaatttccgtctgg | 1-28 géne 64 | Gouveaetal., 1990
End 9 ggtcacatcatacaattctaatctaag 1036-1062 9 54
R4 gatcctgttggccatcc 376-392 53 |Floresetal., 1990
VP6 3 gcttttaaacgaagtcttcaac 2-23 géne 52 | Villenaetal., 2003
VPG 4 ggtaaattaccaattcctccag 166-187 6 53
SAVP6 caaatgatagttactatgaatgg 129-151 48

bleu : amorces, rouge : sonde

% La position des nucléotides fait référence a la souche rotavirus humaine WA (M21843)

VIIIl. RT-PCR

1- RT-PCR classique

Le mélange de RT est composé de 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de KCI, 5 mM de
MgCl,, 1,5 mM de chaque désoxynucléotide triphosphate (ANTP), 2,5 uM de P110, 4 unités
de RNAse-inhibitor (Perkin Elmer), 10 unités de Moloney murine leukemia virus (MuLV)
reverse transcriptase (Perkin Elmer), 2 ul d'acides nucléiques et le volume d'eau nécessaire
pour obtenir un volume total de 20 pl. Le mélange est incubé pendant 15 minutes a 42°C puis
dénaturé 5 min a 95°C.

Dans le cas des rotavirus, I’ARN est dénaturé pendant 5 min a tempeérature ambiante en
présence de 25 mM d’hydroxy-méthylmercure et de 10 uM d’amorces anti-sens avant

I’incubation pendant 15 minutes & 42°C.

46




Matériels et méthodes

Apres cette étape de RT, 30 ul de mélange de PCR sont ajoutés pour obtenir les
concentrations suivantes: 10 mM Tris-HCL (pH 8.3), 50 mM KCI, 3 mM MgCl,, 1 uM
NVp110 et NVp36, 600 uM de chaque dNTP, 1 unité d’AmpliTag DNA polymérase (Perkin
Elmer).

Les thermocycleurs suivants sont utilisés : le GeneAmp PCR System 9600 ou 2400 (Perkin
Elmer). Les cycles de PCR sont les suivants :

- dénaturation a 94°C pendant 1 min

- 40 cycles comprenant 3 températures : dénaturation de I’ADNc a 94°C pendant 30 s,
hybridation de I’amorce a 37, 50 ou 55°C pendant 30 s selon le Tm de I’amorce, élongation
de I’amorce a 72°C pendant 30 s

- élongation finale a 72°C pendant 7 min.

Pour chaque réaction de RT-PCR, un témoin négatif ne contenant pas d’ARN est réalisé afin
de Vérifier I’absence de contamination lors des différentes manipulations.

La révélation est faite par électrophorese suivie de la lecture des gels par coloration au
bromure d’Ethidium (Bet) et révélation sous UV par un analyseur d’images (Fluor-S
Multilmager, Bio-Rad).

2- RT-PCR utilisée au FAHRP

Le protocole d’amplification utilisé en routine au laboratoire FAHRP est une RT-PCR en
une étape. Le mélange réactionnel (50 ul) est composé de 3 pl d’ARN, 10 mM Tris-HCL
(pH 8.3), 50 mM KClI, 2,5 mM MgCl,, 200 nM dNTP, 200 nM de P110 et P290, une unité de
reverse transcriptase AMV (Proméga), une unité de RNAse inhibitor (Perkin Elmer) et une
unité de Taq polymérase (Proméga). Les conditions d’amplification sont les suivantes :

- 42°C pendant une heure

- dénaturation a 94°C pendant 4 minutes

- 40 cycles comprenant 3 tempeératures : dénaturation a 94°C pendant 50 sec, hybridation a
50°C pendant 1min 20, élongation a 72°C pendant 1 min

- élongation finale a72°C pendant 10 min.

Ce protocole d’amplification a été comparé avec une RT-PCR en deux étapes. Le mélange
réactionnel (25 ul) de transcription inverse est le suivant : 3 ul d’ARN, 2,5 pl de tampon 10X,
2,5 mM de MgCl,, 400 nM de dNTP, 400 nM de P110, 2 unités de reverse transcriptase AMV
(Proméga) et de RNAse inhibitor (Perkin Elmer). Le mélange est incubé 1 heure a 42°C, suivi
de 4 min de dénaturation.
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Apres cette étape de RT, 30 pl de mélange de PCR ont été ajoutés pour obtenir les
concentrations suivantes: 10 mM Tris-HCL (pH 8.3), 50 mM KCI, 3 mM MgCl,, 200 nM
P110 et P290, 600 uM de chaque dNTP, 1 unité de Taqg DNA polymérase (Proméga). Les
cycles de PCR ont été les suivants:

- dénaturation & 94°C pendant 1 min

- 40 cycles comprenant 3 températures: dénaturation de I’échantillon a 94°C pendant 30 s,
hybridation de I’amorce a 50°C pendant 1 min 20, élongation de I’amorce a 72°C pendant 1
min

- élongation finale a 72°C pendant 7 min.

Pour chaque réaction de RT-PCR, un témoin négatif ne contenant pas d’ARN a éteé réalisé
afin de vérifier I’absence de contamination lors des différentes manipulations.

La revélation a eté faite par électrophorése suivie de la lecture des gels par coloration au
bromure d’Ethidium et révélation sous UV par un analyseur d’images (Perkin Elmer).

Afin de comparer les deux méthodes, une gamme de dilution au dixieme d’ARN extrait de la
selle SG2US a été testee.

3- RT-PCR en une étape adaptée du kit Invitrogen

Les conditions de la RT-PCR en une étape adaptee du kit Platinum Quantitative RT-PCR
thermoscript one-step system (Invitrogen) sont les suivantes : 2 pl d’ARN ont été ajoutés a un
mélange composé de tampon Thermoscript 1X, 200 nM de chaque amorce, 0,5 ul du mélange
d’enzymes Thermoscript Plus/Platinum Taq et 2 U de RNAse Inhibitor (Applied Biosystems).
Les conditions d’amplification ont été de 30 min a 50°C pour I’étape de RT, suivie d’une
dénaturation a 95°C pendant 5 min puis de 40 cycles d’amplification avec 30 sec de
dénaturation a 95°C, 30 sec d’hybridation a 50°C et 30 sec d’élongation a 50°C, puis une
élongation finale de 7 min a 72°C.

4- PCR semi-nichée
En cas de resultats positifs, une PCR semi-nichée (SN PCR) est réalisée. Le mélange
réactionnel d’une SN PCR est composée de tampon PCR 1X, 2,5 mM MgCl, , 600 nM de

dNTP, 200 nM d’amorces et de 1 unité de Taq Polymérase (Proméga ou Perkin Elmer). Les
40 cycles de SN-PCR sont identiques a ceux d’une PCR classique.
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5- Séquencage

Apres amplification, 10 pl de produits de PCR sont purifiés, aprés migration en gel de
polyacrylamide, avec le kit QiaExIl gel extraction (Qiagen) selon les conditions décrites par
le fabricant. Le séquencage est réalisé avec un séquenceur automatique ABI 373A et le kit
Taq DieDeoxy Terminator cycle-sequencing (Applied Biosystems). Les électrophorégrammes

et les séquences résultantes sont envoyés au laboratoire.

IX. Hybridation sur membrane

Une hybridation sur membrane a été réalisée sur les produits de RT-PCR afin de

confirmer la spécificité de I’amplification et d’augmenter la sensibilité.

La dénaturation et la fixation des produits de RT-PCR sur membrane est réalisée par la
technique du dot blot. Dix pl de produit de PCR sont dilués au 1/5 en tampon de dilution (10
mM tris/HCIl pH 8 ; 1 mM EDTA pH 8), puis dénaturés a 100°C au bain-marie pendant 5 min
et immédiatement placés sur glace afin de maintenir les brins d’ADN séparés. Les produits
dénaturés ont ensuite été déposés sous vide sur une membrane de nylon chargée positivement

(Roche) puis fixeés de maniere covalente a la membrane par exposition aux UV pendant 3 min.

Les sondes utilisées pour I’étape d’hybridation sont marquées a la digoxygénine a I’aide du 3’
Tailing kit (Roche Molecular Diagnostics). Ce kit permet d’ajouter plusieurs Dig-11-dUTP en
3’ de la sonde sous I’action de la terminale transférase.

Apreés pré-hybridation de la membrane 30 min a 45 ou 50°C selon le Tm de la sonde en
tampon d’hybridation (5X SSC, agent bloguant Boehringer 1 %, N-laurylsarcosine 0,1 %,
SDS 0,02 %), la membrane est hybridée avec la sonde marquée pendant 2 heures a 45 ou
50°C. Les sondes hybridées de maniére non spécifique sont éliminées par une premiére série
de 2 lavages de 5 min en tampon 2X SSC/0,1 % SDS a température ambiante, puis une série
de 2 lavages de 15 min a 45°C en tampon 0,5X SSC/0,1 % SDS.

Toutes les étapes suivantes se sont déroulées a température ambiante. La membrane est rincée
5 min en tampon Tween 20 (Acide maléique 100 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,3 %, pH
7,5), puis incubée 30 min en tampon bloguant (Tampon Tween 20, agent bloquant 10 g/l).
L’ anticorps anti-Dig alkaline phosphatase (Roche Molecular Diagnostics) est ajouté pendant

30 min. La membrane est ensuite rincée 2 fois 15 min en tampon Tween 20, puis 5 min en
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tampon Tris HCI (Tris HCI 0,AM ; NaCl 0,1 M pH 9,5) afin d’éliminer I’exces d’anticorps.
La membrane est mise en contact et scellée sous plastique pendant 10 min avec le substrat
chromogene de I’alcaline phosphatase, le CDP STAR (Roche Molecular Diagnostics). La
lecture est effectuée avec le multi-imageur numérique (Multilmager, Bio-Rad) permettant de
visualiser de spots lumineux en cas d’hybridation de la sonde (annexe 6).

X. RT-PCR en temps réel pour détecter les NoV

1- Alignement de séquences

Les alignements de séquences d’acides nucléiques ont été réalisés grace au logiciel
Multalin et Clustalw en appliquant les paramétres définis par défaut. Grace a la banque de
séquences Genbank, 7 séquences de NoV Gl et 54 séquences de NoV Gl ont été alignées.

2- Définition des amorces et sondes

Les amorces et sondes ont été définies a I’aide du logiciel Primer Express (Applied
Biosystems). L’amplification par RT-PCR en temps réel par la technologie TagMan impose
certains critéres tels que :

- une température de fusion Tm des amorces comprises entre 58 et 60°C

- un Tm de la sonde supérieur de 10°C a celui des amorces

- la sonde ne doit pas avoir de G en position 5’ afin d’éviter un effet quencher de
fluorescence

- lataille de I’amplicon doit étre si possible comprise entre 50 et 150 pb

- pas plus de 4 paires de bases identiques successives

- préférer les sondes plus richesen C qu’en G

- @viter les séquences trop riches en GC a I’extrémité 3’ de I’amorce (5 dernieres bases)

Les amorces et sondes NoV Gl et GIlI ont donc été définies en tenant compte de ces

parameétres et en imposant le maximum d’homologie avec les différentes séquences alignées,

afin d’obtenir une bonne sensibilité de détection.
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3- Comparaison des kits de RT-PCR en temps réel en une étape

Trois méthodes de RT-PCR en temps réel en une étape ont été testées dans les conditions

suivantes sur des ARN extraits des selles S35 et SJV (GlI) dilués au dixieme. Pour chaque

méthode, I’appareil ABI Prism 7000 SDS (Applied Biosystems) a été utilisé.

kit TagMan one-step RT-PCR master mix reagents (Applied Biosystems) : le mélange
réactionnel (25 pl) est composé de 2 pl d’ARN, tampon master mix 1X, 300 nM
d’amorces QNIF1 et QNIF2d, 250 nM de sonde QNIFS et de 0,625 pl de mélange
enzymatique 40 X MultiScribe et RNAse Inhibitor. La reaction de RT-PCR est réalisée
dans les conditions suivantes : reverse transcription a 50°C pendant 30 min, dénaturation
pendant 10 min & 95°C, puis 45 cycles incluant chacun une étape de dénaturation & 95°
pendant 15 sec, puis une élongation a 60°C pendant 1 min.

méthode RT-PCR en temps réel en une étape « Eurogentec »: cette méthode utilise le kit
Q-PCR core kit (Eurogentec) et la reverse transcriptase MuLV (Applied Biosystems). Le
mélange réactionnel (25 ul) est composé de 2 ul d’ARN, tampon 1X, 6 mM de MgCly,
500 um de dNTP, 300 nM d’amorces QNIF1 et QNIF2d, 200 nM de sonde QNIFS, 0,2 U
de RNAse inhibitor (Applied Biosystems), 5 U reverse transcriptase MuLV et 1,5 U de
HotStartGold (Eurogentec). La réaction de RT-PCR est réalisée dans les conditions
suivantes : reverse transcription a 50°C pendant 30 min, dénaturation a 95°C pendant 10
min, puis 45 cycles incluant chacun une étape de dénaturation a 95° pendant 15 sec puis

une élongation a 60°C pendant 1 min.

kit Platinum Quantitative RT-PCR thermoscript one-step system (Invitrogen) : le mélange
réactionnel (25 pl) est composé de 2 pl d’ARN, tampon ThermoScript reaction mix 1X,
200 nM d’amorces QNIF1 et QNIF2d et de sonde QNIFS, 0,5 ul de ROX, 0,2 U de
RNAse inhibitor (Applied Biosystems) et 1 pl du mélange d’enzymes ThermoScript Plus/
Platinum Taqg. La réaction de RT-PCR est réalisée dans les conditions suivantes : reverse
transcription a 50°C pendant 30 min, dénaturation a 95°C pendant 5 min, 45 cycles
incluant chacun une étape de dénaturation a 95° pendant 15 sec, puis une élongation a
60°C pendant 1 min.
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4- Optimisation du kit de RT-PCR en temps réel en une étape Invitrogen

Difféerents paramétres tels que la concentration en amorces et en sonde ont été testés afin
d’obtenir la meilleure sensibilité de détection. Les essais ont été réalisés sur I’ARN de la selle
S35 dilue au dixieme dans les conditions d’amplification décrite ci-dessus pour le kit
Invitrogen. Nous avons d’abord testé une variation de concentration en amorces QNIF1 et
QNIF2 simultanée de 100 a 500 nM. L’effet d’une variation de concentration en sonde de 100

a 500 nM a ensuite été étudié ainsi que des concentrations en MgSO,4 de 3 a 6 mM.

5- Validation des méthodes RT-PCR en temps réel NoV Gl et Gl

La sensibilité des amplifications par RT-PCR en temps réel a été comparée avec celle
obtenue aprés RT-PCR classique suivie d’une hybridation. Pour les amplifications en temps
réel, les amorces et sondes COGI1R, COGIF, RING1 et QNIF1, QNIF2d, QNIFs ont été
respectivement utilisées pour les NoVs Gl et Gll. Dans le cas de la validation sur selles
humaines et sur des huitres artificiellement contaminées, la sensibilité de I’amplification par
RT-PCR en une étape adaptée du kit Invitrogen suivie d’une hybridation a également été
étudiée.

a- Validation sur selles humaines.

Les selles NV et S35 ont été testées respectivement pour les NoVs Gl et Gll. Les couples
amorces-sonde P110/P69-GGla, COGIR/COGIF-RINGL1 et P110/NI-P116, QNIF1/QNIF2d-
QNIFS ont éte utilisés pour amplifier respectivement les NoVs Gl et Gll par RT-PCR
classique ou une étape suivie de I’hybridation.

b- Validation sur des eaux de station d’épuration
Les eaux brutes prélevées a la station d’épuration de Nantes d’avril 2002 a avril 2003 ont

été testées par RT-PCR classique suivie d’une hybridation avec les différents couples

amorces-sonde NoV et par RT-PCR en temps reéel.
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c- Validation sur des huitres artificiellement contaminées

Des glandes digestives disséquées ont été artificiellement contaminées avec les selles NV
ou S35. Les virus ont été concentrés et les acides nucléiques extraits comme décrit
précédemment par la méthode Baylor.

Les couples amorces-sonde P110/P69-GGla, COGIR/COGIF-RING1 et P110/NI-P116,
QNIF1/QNIF2d-QNIFS ont été utilisés pour amplifier respectivement pour les NoVs Gl et
Gl par RT-PCR classique ou une étape suivie de I’hybridation.

d- Validation sur des ARN viraux de coquillages naturellement contamineés

Les extraits d’ARN des 150 coquillages ont été amplifiés par RT-PCR en temps réel et par
détection classique, RT-PCR puis hybridation, en utilisant le panel d’amorces et de sondes
décrit pour les NoVs. En cas de résultats discordants entre la détection classique et la RT-PCR
en temps réel, la RT-PCR puis I’hybridation ont été refaites.

Ces 150 échantillons ont également été testés par RT-PCR en temps réel en utilisant les
amorces COG2R/COG2F et la sonde RING2 décrites par Kageyama et al. (2003) pour
I’amplification des NoVs GlI.

XI. Contréles et interprétation

Toutes les précautions ont été prises pour éviter I’obtention de résultats faux négatifs ou
faux positifs. Les dissections, extractions, amplifications et révélations ont été réalisées dans

des pieces différentes ; des cones a filtre ont été utilisés.
1- RT-PCR classique

Un contrdle interne (CI) entérovirus (EV) a été obtenu a partir du poliovirus 1 par création
d’une délétion de 121 pb (Le Guyader et al., 1997). Une série de dilutions au dixiéeme jusqu’a
la dilution 10 est conservée & -80°C. Afin de controler I’inhibition des ARN extraits, 1 pl de
CI EV a la dilution 10 est co-amplifié avec 1 pl d’ARN extrait au lieu des 2 pl d’extrait. Un

témoin positif ne contenant que le Cl EV a la dilution limite 10°® est amplifié en paralléle.
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Un contrble négatif ne contenant pas d’ARN est systématiquement inclus dans chaque
amplification. Un échantillon est considéré comme positif si le produit de PCR est détecté

aprées hybridation.
2- RT-PCR en temps réel

Deux contréles négatifs ne contenant pas d’ARN et un contréle positif (ARN de selles NV
ou S35 a la dilution limite) sont inclus dans chaque réaction. Tous les échantillons sont testés
purs et dilués au dixieme pour évaluer les effets d’inhibition. Le « cycle seuil » Ct correspond
au cycle a partir duquel un signal de fluorescence est détecté. Un echantillon ayant un Ct < 42
et des contrbles négatifs non détectables est considéré positif. Toutes les amplifications de
RT-PCR en temps réel sont réalisées en double lors de deux amplifications indépendantes.
Pour vérifier la spécificité de nos essais, les ARN d’huitres contaminées en astrovirus,
rotavirus, entérovirus et hepatite A ou les ADN de différentes bactéries (Shewenella
putrefaciens, Chromobacterium violaceum, Aeromonas sobria, Vibrio alginolyticus, Vibrio

parahaemolyticus, Vibrio cholerae) ont été testés par RT-PCR en temps reéel.
XI1. Analyse statistique

L’ analyse statistique est réalisée grace au test du Chi-deux. L’écart réduit est calculé
par la formule la-b| /1 (atb) ou a et b sont les nombres de paires -/+ et +/- correspondant
aux nombres d’échantillons positifs uniqguement par I’'une des 2 méthodes d’extraction des
ARN. Une valeur d’écart réduit inférieure a 1,96 signifie que les pourcentages de réponses
positives et négatives des deux méthodes d’extraction ne sont pas significatifs au risque o =
0,05.
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B- Apport des Virus-like Particles (VLPs)

l. Souches virales et VLPs

1- Souches virales

La souche de rotavirus (RV) bovin RF nous a été fournie par J. Cohen (CNRS). La souche
est multipliée par culture cellulaire en utilisant la lignée cellulaire de rein de singe (MA104)
(Nejmeddine et al., 2000). Les particules triple couches sont purifiées par deux centrifugations
en gradient de densité de chlorure de césium (CsCl). La suspension de rotavirus est quantifiée
selon la méthode de Bradford en utilisant I’aloumine de sérum bovin comme standard
(Charpilienne et al., 2001).

La souche de virus de Norwalk (aimablement fournie par M.K. Estes, Baylor College of
Medicine), est obtenue & partir d’une suspension de selle humaine, puis titrée & 10° unités RT-
PCR.

2- VLPs rotavirus (VLPs RV)

Des VLPs RV contenant les protéines de capside VP2 et VP6 (VLPs 2/6) marquées ou
non a la GFP ou VP2, VP6 et VVP7 (VLPs 2/6/7) nous ont été fournies par J. Cohen (CNRS).
Ces VLPs ont été produites comme décrit par Crawford et al. (1998) et Charpilienne et al.
(2001) dans le systeme d’expression Baculovirus. Les suspensions de VLPs sont quantifiées

selon la méthode de Bradford.

3- Pseudovirus (PS)

Les PS nous sont fournis par J. Cohen (CNRS). Pour produire ces PS, un ARN
hétérologue est introduit dans les VVLPs 2/6. Brievement, la premiére étape de construction des
PS est de fusionner la protéine dimérique de I’enveloppe du bactériophage MS2 a I’extrémité
amino terminale de la protéine VP2 du RV pour former la protéine MS-VP2. Cette protéine a
ensuite été liée a un fragment de 133 nucléotides correspondant au domaine de fusion du
génome de MS2 fixé a I’extrémité 3’ du génome astrovirus (6709-6797). L‘ensemble a
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ensuite été co-exprime avec la protéine VP6 de RV dans le systéme baculovirus pour produire
des VLPs. Les PS ainsi formes sont purifiés sur gradients de CsCl puis filtrés par le systéme
de filtre Centriplus YM-100 (Millipore). Les suspensions de PS sont quantifiées en utilisant la
méthode de Bradford.

4- VLPs du virus de Norwalk (VLPs NV)

Les VLPs NV nous ont été fournies par M.K. Estes (Baylor College of Medicine). Ces VLPs
NV sont obtenues par expression des protéines de capside NV1 et NV2, respectivement codée
par ’ORF2 et I’ORF3, dans le systeme d’expression du Baculovirus. Les suspensions de
VLPs NV sont quantifiées en utilisant la méthode de Bradford.
I1- Contaminations artificielles
1- Contamination de I’eau de mer
Soixante ml d’eau de mer d’Argenton (salinité 36,5 g/l, turbidité < 1 NTU, coliforme
totaux 1,6 105 CFU/mI) sont inoculés avec 10° particules (RV RF, VLPs2/6, PS, NV ou VLPs
NV). Les échantillons sont placés a 25°C dans I’obscurité sous agitation.
2- Bio-accumulation au laboratoire
Dans un bécher équipé d’un bulleur, 500 ml d’eau de mer sont inoculés avec 5 10°
particules de NV ou 10" puis 10° particules de VLPs NV. Aprés 5 min d’homogénéisation, 3
huitres sont incubées a température ambiante pendant 12 ou 24 h.

3- Bio-accumulation dans le pilote de purification

Un stock d’huitres (Crassostrea gigas) calibrées est sélectionné de maniere a avoir un

stock d’huitres homogene afin de limiter les effets physiologiques pendant la purification.
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a- Contamination avec du rotavirus

Les huitres (10 kg) sont artificiellement contaminées avec la souche de rotavirus bovin
RF. Une suspension de 5 10° particules virales est inoculée dans un bassin contenant 6 m®
d’eau de mer prélevée dans I’Aber Benoit a coté de I’établissement. Apres 20 min

d’homogénéisation dans le bassin, les huitres sont immergées pendant 96 h.
b- Contamination avec des VLPs

Les huitres (10 kg) sont artificiellement contaminées avec une suspension de VLPs 2/6
contenant 5 10* (expérience A), ou 5 10™ (expérience B) ou 5.10° (expérience C) particules.
Aprés 20 min d’homogénéisation dans 3 m® d’eau de mer dans le bassin, les huitres sont
immergées pendant 24 h & 22°C.

Une expérience de contamination avec 10° particules de VLPs NV a également été réalisée a

la méme température.
c- Bi-contamination phages-VLPs 2/6
Une expérience de bi-contamination avec une suspension de VLPs 2/6 contenant 5.10°
particules et une suspension de phages MS2 contenant 5 10° particules a été réalisée comme
pour les VLPs.
I11. Méthodes de détection

1- Western-blot (WB)

La méthode a été mise au point sur les RV et les VLPs 2/6. Les techniques sont identiques

pour les PS. Pour la détection du NV et des VLPs NV, seuls les anticorps utilisés différent.
a- SDS-PAGE

Les particules (VLPs, PS et souches virales) sont diluées en tampon de dissociation (25
mM Tris-HCI ; pH 6,8, 2 % SDS; 10 % glycérol ; 140 mM B-mercaptoéthanol ; bleu de

bromophénol). Les échantillons a analyser sont portés a ébullition pendant 5 min. Les gels de
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SDS-PAGE comportent deux parties: un gel de concentration (acrylamide-bisacrylamide
39:14 % Tris-HCI 125 mM pH 6,6 ; SDS 0,1 % ; Temed 0,01 %; persulfate d’ammonium
0,01 %), puis un gel de séparation (acrylamide-bisacrylamide 39 :1 10 % ; Tris-HCI 380 mM
pH 8,9; SDS 0,1 % ; Temed 0,01 % ; persulfate d’ammonium 0,01 %). La migration est
réalisée en tampon Tris 25 mM pH 6,6 ; glycine 185 mM ; SDS 0,1 % a 80 Volts pour la
phase de concentration puis a 120 volts pour la phase de séparation.

Afin de déterminer la sensibilit¢, une gamme de dilutions au dixiéme de 10' & 10’

particules/ml est réalisée en tampon de dissociation.

b- Transfert sur membranes

Le transfert est réalisé sur membrane de PVDF (Immobilon-P, Sigma) dans le tampon de
transfert (10 mM CAPS pH 11 ; 10 % methanol) pendant environ 1 heure a 60 Volts. Deux
types d’appareil de transfert ont été utilisés :

- transfert avec le systeme « semi-dry » (Fast-blot, Eurogentec)

- transfert en milieu liquide (Mini Trans-Blot, Biorad).

L efficacité de transfert des deux appareils a été comparée par coloration du gel au bleu de
Coomassie apres transfert. Si le transfert est efficace a 100 %, aucune coloration ne doit

apparaitre sur le gel.
c- Révélation immunochimique

Apreés transfert, la membrane est saturée pendant 1 heure a température ambiante dans 40
ml de solution de western blocking (Tris 50 mM pH 7,5 ; NaCl 150 mM ; 0,05 % Tween 20 ;
1 % agent bloquant). La membrane est incubée avec 10 ml du 1* anticorps dilué en tampon
WB pendant 1 heure a température ambiante. Deux anticorps ont été testés :
- un sérum de lapin anti-rotavirus 8148 (fourni par J. Cohen) dilué au 1/2 500°™
- un mélange d’anticorps monoclonaux de souris anti-VP6 1026 et anti-VP2 164F22
(fournis par J. Cohen) dilués au 1/2 000°™,
La membrane est lavée 4 fois dans 40 ml de tampon TBST (Tris 50 mM pH 7,5 ; NaCl 150
mM ; 0,05 % Tween 20 ), avant I’ajout du second anticorps dilué au 1/5 000°™ dans 40 ml de
tampon WB. Cet anticorps est une anti-immunoglobuline G (Sigma) de souris ou de lapin
suivant le type du 1% anticorps marqué a la péroxydase (révélation par chemiluminescence)

ou I’alcaline phosphatase (réveélation par colorimétrie). La membrane est incubée 1 heure a
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température ambiante avant d’étre lavée en tampon TBST. Deux types de révélation ont été

compares :

- révélation par colorimétrie : la membrane est incubée dans 40 ml de NBT/BCIP (p-nitro
blue tetrazolium chloride/ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, toluidine salt, Biorad)
au maximum pendant 4 heures. Une coloration violette est obtenue. La membrane a été
scannée avec I’appareil Fluor-S Multilmager (Biorad)

- révélation par chemiluminescence : la membrane est incubée pendant 10 minutes au
moins dans un pochette plastique contenant 1 ml de substrat Lumi-Light " (Roche).
Apreés 30 min d’exposition, la lecture est faite avec I’appareil Fluor-S Multilmager
(Biorad).

Pour la détection des NV et VLPs NV, le premier anticorps utilisé pour la révélation est le
sérum Rabbit 1 (fourni par M.K. Estes), le second anticorps étant une anti-immunoglobuline

G (Sigma) de lapin marquée a la péroxydase.
2- ElisaRV, VLPs RV et PS

Afin d’obtenir la meilleure sensibilité, différentes méthodes Elisa (Enzyme Linked

ImmunoSorbent Assay) ont été comparées.

a- Elisa direct

Une gamme de dilution de VLPs 2/6 de 10 & 10* particules est réalisée dans 100 pl de
tampon carbonate/ bicarbonate pH 9,6 (Argéne Biosoft). Les VLPs a différentes dilutions sont
ensuite fixées dans des microplaques Falcon 3915 (Probind assay plate Becton- Dickinson)
pendant la nuit a 4°C. Apres 3 lavages de 5 min chacun, en tampon PBS (Argéne-Biosoft) +
tween 0.1 %, les microplaques sont saturées avec 200 pl de tampon PBS + lait 4 % pendant 1
h 30 a 37°C. Les plaques sont rincées et lavées avant la fixation du premier anticorps.

Différents anticorps dilués en tampon PBS + tween 0.1 % + lait 4 % ont été testes :
- un sérum de lapin anti-rotavirus 8148 (fourni par J. Cohen) dilué au 1/25 000°™

- un anticorps monoclonal de souris anti-VP6 1026 (fourni par J. Cohen) dilué au 1/1 000*™
- un anticorps monoclonal de souris anti-VP6 remi-2 (Argéne-biosoft) dilué au 1/4 000°™,
Les anticorps (100 ul) sont fixés pendant 1 h 30 a 37°C. Apres 3 lavages en tampon PBS +

tween 0.1 %, 100 plI du second anticorps sont ajoutés, dilués au 1/1 000°™ en tampon PBS +
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tween 0.1 %. En fonction de I’origine du premier anticorps (lapin ou souris) deux anticorps

ont été testes :

- un anticorps anti-immunoglobuline G de lapin développé chez la chevre, marqué a
I’alcaline phosphatase (Sigma)

- un anticorps anti-immunoglobuline G de souris développé chez la chévre, marqué a la
péroxydase (Sigma).

Les anticorps sont fixés 1 h a 37°C. Apres 3 lavages, le substrat (100 pl) est ajouté. Différents

substrats sont utilisés suivant le type de marquage du second anticorps :

- le para-nitro-phénylphosphate (pNPP, Sigma) dans le cas d’un marquage a I’alcaline
phosphatase

- I’o-phénylenediamine dihydrochloride (OPD, Sigma) ou la tetraméthyl benzidine (TMB,
Roche Diagnostic) pour la péroxydase.

Dans le cas du pNPP, apres 30 min d’incubation dans le noir, la réaction est stoppée par ajout

de 100 pl de NaOH 2N. La lecture est réalisee a 405 nm. Un temps d’incubation de 2 h a

également ete testé.

Dans le cas de I’OPD ou du TMB, la réaction est respectivement stoppée apres 30 min ou 20

min maximum d’incubation dans le noir par ajout respectif de 100 ul d’HCI ou de H,SO4 1

N. La lecture est realisée a 492 nm pour I’OPD et 450 nm pour le TMB.

b- Elisa sandwich simple

Les microplaques Falcon 3915 (Probind assay plate Becton-Dickinson) ont été
recouvertes pendant la nuit a 4°C avec 200 pl d’anticorps dilués en tampon carbonate/
bicarbonate pH 9,6. Deux anticorps ont été testés :

Oéme

un anticorps monoclonal de souris anti-VVP6 1026 (fourni par J. Cohen) dilué au 1/1 00
- un sérum de lapin anti-rotavirus 8148 (fourni par J. Cohen) dilué au 1/25 000°™.

Les microplagues sont ensuite rincées 2 fois, puis lavées 3 fois en tampon PBS +
tween 0.1 % avant d’étre saturées par 200 pl de PBS + lait 4 % pendant 1 h 30 a 37°C. Apres
3 lavages, 100 pl de VLPs a différentes dilutions sont fixés pendant 1 h 30 & 37°C. La gamme
de dilution de VLPs 2/6 de 10" & 10 particules est réalisée dans 100 pl de tampon PBS.
Aprés 3 lavages, 100 pl d’anticorps monoclonal de souris anti-VP6 remi-2 (Argéne Biosoft)
dilué au 1/100°™ dans du tampon PBS + tween 0.1 % sont fixés pendant 1 h a 37°C. Aprés 3
lavages, la révélation a été faite par ajout de 100 pl d’OPD ou de TMB. L’arrét de la réaction

et la lecture ont été faits comme décrit précédemment.
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c- Elisa double sandwich

Les microplaques Falcon 3915 (Probind assay plate Becton-Dickinson) sont recouvertes
pendant la nuit a 4°C avec 200 pl d’anticorps dilues en tampon carbonate/ bicarbonate pH 9,6.
Deux anticorps ont été testés :

Oéme

- un sérum de lapin anti-rotavirus 8148 (fourni par J.Cohen) dilué au 1/25 00
- un anticorps monoclonal de souris anti-VP6 1026 (J. Cohen), dilué au 1/1 000°™,

Les microplaques sont ensuite rincées 2 fois puis lavées 3 fois en tampon PBS + tween 0.1 %,
avant d’étre saturées par 200 ul de PBS + lait 4 % pendant 1 h 30 a 37°C. Aprés 3 lavages,
100 pl de VLPs a différentes dilutions sont fixés pendant 1 h 30 a 37°C. La gamme de
dilution de VVLPs 2/6 de 10™ & 10* particules est réalisée dans 100 pl de tampon PBS. Aprés 3
lavages, 100 ul du premier anticorps dilué en tampon PBS + tween 0.1 % sont fixés pendant 1
h 30 a 37°C. Selon I’anticorps utilisé pour recouvrir les microplaques, deux anticorps ont été
utilisés :

Oéme

- un anticorps monoclonal de souris anti-VP6 1026 dilué au 1/1 00 ou un anticorps

monoclonal de souris anti-VP6 remi-2, dilué au 1/1 000°™ (dans le cas du sérum anti-

rotavirus)
- un sérum de lapin anti-rotavirus 8148, dilué au 1/25 000°™
anti-VP6).

Apres 3 lavages, 100 ul du second anticorps dilué dans du tampon PBS + tween 0.1 % sont

(dans le cas de I’anticorps

ajoutés. Suivant le type du 1*" anticorps, différents anticorps ont été testés :

- un anticorps anti-immunoglobuline G de lapin développé chez la chevre, marqué a
I’alcaline phosphatase (Sigma)

- un anticorps anti-immunoglobuline G de souris développé chez la chévre, marqué a la
péroxydase (Sigma).

Les anticorps sont fixés 1 h a 37°C. Aprés 3 lavages, le substrat (100 pl) est ajouté. Les

substrats (oNPP, OPD ou TMB) sont utilisés comme décrit précédemment.

3- Elisa NV et VLPs NV

Ce protocole est celui utilise par le laboratoire de M.K. Estes. Les microplaques Falcon
3915 (Probind assay plate Becton-Dickinson) sont saturées pendant la nuit & tempeérature
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ambiante avec 100 pl de sérum guinea pig #4 et de pre-sérum guinea pig normal, dilués au
1/5 000°™ en tampon carbonate/ bicarbonate pH 9,6. Les plaques sont ensuite blogquées avec
200 pl de tampon Blotto 5 % (lait écrémé 5 g/l de PBS) pendant 2 h a 37°C. Apres 3 lavages
en tampon PBS-tween 20 0,05 %, une gamme de dilution au dixieme des particules en tampon
Blotto est fixée pendant 1 h a 37°C. Apres 5 lavages en tampon PBS-tween 20 0,05 %, 100 pl
de sérum rabbit 1 dilué au 1/5 000°™ en tampon Blotto 2,5 % pendant 1 h & 37°C. Les plagues
sont lavées 5 fois avant incubation pendant 1 h a 37°C avec I’lgG de chevre anti-lapin
marquée a la péroxydase et diluée au 1/5 000°™ en tampon 2,5 % Blotto, 2 % de sérum
Guinea pig normal. Apres 5 lavages, 100 pl de TMB sont ajoutés, puis la réaction est stoppée
aprés 20 min maximum d’incubation dans le noir par ajout respectif de H,SO4 1 N. La lecture

est réalisée & 450 nm. La limite de détection de la méthode est de 10° particules/ml.
4- Quantification des PS par RT-PCR en temps réel

La quantification est réalisée selon la méethode décrite par Le Cann et al., (2004). L’ARN
de 133 pb contenu dans les PS est amplifié en utilisant le kit Q-PCR (Eurogenec) décrit
précédemment. Pour permettre la quantification, une gamme de dilution au dixieme d’ARN
astrovirus standard titré & 1,3 x 10° copies/pl est co-amplifié avec I’ARN extrait des PS. La
courbe standard obtenue permet de déterminer le nombre de copies d’ARN dans les PS et par

conséquent le nombre de particules de PS.

IV. Comparaison de la stabilité des souches virales et des VLPs en eau de mer

naturelle
1- Meéthodes de concentration de I’eau de mer
Quatre méthodes ont été comparées. L’eau de mer est inoculée avec 10® particules/ ml de
VLPs 2/6. Pour chaque méthode, le pourcentage de récupération des VLPs 2/6 est estimé par
Elisa sandwich simple.
- concentration par ultracentrifugation (Loisy et al., 2000) : 60 ml d’eau de mer inoculés

avec les VLPs sont ultracentrifugés pendant 1 h 30 a 40 000 g, le culot obtenu est remis

en suspension dans 100 ul de PBS.
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concentration par PEG/NaCl (Vilagenes et al., 1997) : aprés inoculation de 50 ml d’eau de
mer, 7,5 % de Polyethylene Glycol 6000 (PEG) et 2.5 % de NaCl sont ajoutés. Apres 15
minutes d’agitation, I’échantillon est centrifugé 90 min a 3 500 g, puis 20 min a 10 000 g.

Le culot obtenu est mis en suspension dans 100 ul de PBS.

concentration par lyophilisation : cette méthode a été inspirée par la technique de
concentration par lyophilisation utilisée pour concentrer les échantillons d’eau de station
d’épuration (Bosch et al., communication personnelle). L’eau de mer (50 ml) inoculée
avec les VLPs est dans un premier temps congelée a —20° C puis lyophilisée pendant une

journée.

concentration par filtration (Katayama et al., 2002) : 10 ml d’eau de mer inoculés avec les
VLPs sont filtrés grace au systeme YM-10 de Millipore. Ce systéeme de filtration permet
d’éliminer toutes les particules ayant une masse moléculaire inférieure a 100 000 Da.
Aprés une centrifugation de 4 min a 3 000 g, les VLPS (100 pl environ) sont récupérées.

2- Etude de comparaison de stabilité

Trois expériences de comparaison de stabilité, répétées 4 fois chacune, ont éte realisees :

une comparaison de stabilité entre la souche de RV RF et les VLPs2/6, une comparaison de

stabilité entre souche de RV RF, VLPs2/6 et PS et une comparaison de stabilité entre la
souche NV et les VLPs NV.

A partir des échantillons d’eau de mer contaminés artificiellement, des prélévements de 10 ml

ont été réalisés a JO, J1, J2, J4 et J6 puis concentrés. Les particules concentrées (100 ul) ont

été analysees par Elisa et WB ; pour les PS, une quantification par RT-PCR en temps réel a

également été faite.

V- Etude de la purification des huitres dans le pilote

1- Pilote de purification

Un pilote de purification constitué de 4 bassins a été construit dans I’établissement

conchylicole Prat Ar Coum d’Y. Madec (Lannilis, France). La description et le calibrage du

pilote ont été décrits par Pommepuy et al. (2003b). Les 4 bassins (figure 6) sont équipés de
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pompes permettant une aération efficace, un recyclage de I’eau de mer (5 & 30 m®/ h) et d’un
systéeme de chauffage / refroidisseur permettant de travailler a des températures constantes de
8 & 40°C. Chaque bassin a une capacité volumique de 6 m*® et peut contenir une charge
maximum de 960 kg d’huitres. Les eaux de rejet du pilote sont désinfectées par passage sur un
large filtre & sable et traitement aux ultra violets. Ce pilote a permis de travailler en accord

avec les pratiques de purification des professionnels

! Alimentation / pompage direct Aber-Benoit
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Figure 6 : Description du pilote de purification

2- Expériences de purification

Apres bio-accumulation dans le pilote, les huitres artificiellement contaminées sont
immergées dans un bassin contenant de I’eau de mer a 22°C pendant 7 jours, et sous aération.
Des prélévements de 10 huitres sont effectués a Jo, 1, 2, 3 et 5.

Apres 7 jours de purification dans le pilote, les huitres artificiellement contaminées avec les
VLPs 2/6 (expérience A, B et C) sont placées sur I’estran devant I’établissement conchylicole
pour une purification naturelle sous influence des marées. Les huitres sont prélevées jusqu’a

extinction du signal positif en Elisa.
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3- Analyse

Les analyses ont été systématiquement réalisées en double. Avant analyse, les huitres ont
été conservees a 4°C. A leur arrivée au laboratoire, les huitres sont lavées, ouvertes, pesées et
les glandes digestives disséquées.

Pour la détection du RV et des VLPs, la concentration des particules a été réalisée par le PEG
8 000, apres homogénéisation en tampon glycine pH 9,6, comme décrit au chapitre A. Les
ARN de RV ont été analysés par RT-PCR en utilisant le couple d’amorces Conl/ Con2 et la
sonde Con3 comme deécrit précédemment. Les VLPs 2/6 ont été analysées par la méthode
d’Elisa sandwich simple.

Pour les phages, chaque analyse a été effectuée sur 6 huitres. Aprés homogénéisation au
warring blender dans 2 volumes d’eau peptonée, I’analyse a été faite selon le protocole I1ISO
10705-1, 2001.

V1. Analyse statistique

Une analyse des droites de régression lineaire a été faite en utilisant le logiciel Stat
Graphic par calcul des probabilités de différence entre les pentes obtenues pour les différentes
droites et test de la signification des résultats a un niveau de confiance de 0,05.

VI1. Analyse immunohistochimique

1- Fixation des tissus

Immediatement aprés ouverture, les tissus d’huitres sont fixés dans le formol 10 %

pendant 48 h. Les glandes digestives sont alors prélevées par dissection.
2- Inclusion
Les glandes digestives sont placées dans des caissettes. Aprés 3 rincages de 10 min en
tampon PBS, les tissus sont incubés 10 min dans des bains successifs d’éthanol de 20, 30, 50,

70, 80, 90 et 95°C puis dans 2 bains d’éthanol absolu pendant 30 min a température ambiante.
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Apres 3 bains de 30 min en tampon LMR (substituant non toxique du toluéne), les caissettes
sont incubées pendant 1 h dans un bain de paraffine fondu a 56°C sous vide. Les caissettes
sont ensuite incubées a 56°C dans un nouveau bain de paraffine fondu pendant 48 h. Les
tissus sont inclus dans des blocs de paraffine, séchés a température ambiante puis conservés a
4°C.

3- Coupes de tissus

Des coupes (5 um) de glandes digestives inclues sont réalisées a I’aide d’un microtome.

Les coupes sont montées sur lames dans une goutte de paraffine puis séchées a 37°C.
4- Immunohistochimie

Les lames sont déparaffinées dans un bain de LMR pendant 10 min puis dans un second
bain pendant 2 min a température ambiante. Les lames sont ensuite réhydratées par des bains
successifs de 2 min a température ambiante en éthanol absolu, 90 %, 70 %, 50 %. Apres
ringage de 5 min en PBS 1X, la péroxydase endogene est bloquée par incubation des lames 20
min en méthanol, 0,3 % d’eau oxygénée a température ambiante. Les lames sont ensuite
rincées puis des puits ont été tracés autour des coupes de tissu (a I’aide d’un crayon type
Dakopen). Les sites non spécifiques sont ensuite bloqués par dépot dans les puits de 200 pl de
PBS 1X, BSA 3 % et incubation 30 min a température ambiante. Les VLPs NV dilués au 1/4
000°™ dans 200 pl de tampon PBS 1X, BSA 1 % (2,5.10* particules/ml) sont ensuite fixées
pendant une nuit a 4°C. Apres 3 lavages de 5 min en PBS 1X, le premier anticorps,
I’anticorps de lapin Lp130, dilué au 1/1 000°™ dans 200 pl de PBS 1X, BSA 1 % est déposé
dans les puits et les lames incubées pendant 1h a température ambiante. Aprés 3 lavages, le
second anticorps, une IgG de chévre anti lapin marquée a la péroxydase diluée au 1/1 000*™
dans 200 ul de PBS 1X, BSA 1 % est depose dans les puits. Aprés 1 h d’incubation a
température ambiante, I’excédent d’anticorps est éliminé par 3 lavages. La révélation se fait
par ajout de 200 pl de substrat 3-amino-9,6 éthylcarbazole AEC (Vector Biosys) et incubation
des lames a I’obscurité jusqu’a I’obtention d’une coloration rouge-rosé (10 a 20 min). Aprés 3
lavages, une contre-coloration est réalisée a I’nématoxyline de Mayer pendant 10 sec. Apres
rincage des lames a I’eau distillée, celles-ci sont observées au microscope apres montage en

milieu agqueux Aquatex.
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VI1I. Test d’inhibition de la fixation des VLPs sur coupes de glandes digestives
1- Inhibition par le périodate de sodium

Apreés blocage des sites non spécifiques, 200 pl de périodate de sodium 10 mM en tampon
acétate pH 5,3 sont déposés dans les puits. Les lames sont incubées 30 min a température
ambiante puis les fonctions aldéhydes ainsi libérées bloquées en tampon glycine 1 % pendant
10 min a température ambiante. Les VLPs NV sont ensuite fixées et les lames révélées par la

méthode immunohistochimique.
2- Inhibition par le lait maternel

L’inhibition par des laits collectés chez des meres sécrétrices et non sécrétrices a éete
testée. Avant d’étre fixées sur les lames, les VLPs NV sont incubées pendant 1 h 30 dans 200
ul de lait dilué au 1/100°™ en tampon PBS 1X, BSA 1 %.

3- Inhibition par la salive

Des salives ont été collectées chez des personnes sécrétrices de groupe sanguin O (17),
des personnes sécrétrices de groupes sanguins A (17), une personne sécrétrice de groupe
sanguin B et chez 5 personnes non sécrétrices. Les échantillons de salive ont été portés a
ébullition pendant 10 min apres la collecte, puis centrifugés 5 min a 13 000 g. Le surnageant
clair a été conservé a —20°C.

Avant d’étre fixées sur les lames, les VLPs sont incubées dans 200 ul de surnageant dilué en
tampon PBS 1X, BSA 1 % pendant 1 h 30. Différentes dilutions ont eté testées : 1/10, 1/50 et
1/100.
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IX. Comparaison de la fixation du virus de NV et des VLPs NV sur les glandes

digestives d’huitres

Apreés bio-accumulation, & I’échelle du laboratoire, de 5 10° particules de NV ou 10 puis
10° particules de VLPs NV dans les huftres pendant 12 ou 24 h, une analyse

immunohistologique a été réalisée (en excluant I’étape de fixation des VLPs).

X. Test d’inhibition de la bio-accumulation des VLPs NV sur les glandes digestives

d’huftres

Les VLPs NV, 10% particules, sont incubées dans 10 ml de salive d’individu sécréteur et
non sécréteur dilués au dixieme dans I’eau de mer. Aprés 1 h 30 d’incubation, 3 huitres sont
ajoutées et le volume d’eau de mer ajusté a 500 ml. Aprés bio-accumulation a température

ambiante pendant 12 h, I’analyse immunohistologique est réalisée.
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A-Détection des Norovirus et des Rotavirus

I. Comparaison des deux méthodes d’extraction

Aprés concentration des virus a partir des glandes digestives de coquillages, deux
méthodes d’extraction des acides nucléiques ont été comparees : la méthode dite «Baylor »
(B) et le kit d’extraction Qiagen RNeasy Plant (K). La comparaison des résultats obtenus
aprés RT-PCR et hybridation sur I’ensemble des 50 lots de coquillages ou sur les huitres (32)
et les moules (18) en terme de levée de I’inhibition (tableau 8) et de sensibilité (tableaux 9 et

10) a été étudiée.

1- Elimination des inhibiteurs

Tableau 8 : Comparaison de I’élimination des inhibiteurs par les 2 méthodes d’extraction

Total Huitres Moules
B+ B- total B+ B- total B+ B- total
K+ 14 25 39 8 17 25 6 8 14
K- 5 6 11 4 3 7 1 3 4

total 10 a1 12 20 7 11

B+ ou K+ : absence d'inhibiteur confirmé par amplification du CI

B- ou K- : présence d'inhibiteur détecté par absence d'amplification du CI.

En utilisant la méthode d’extraction Ifremer, 62 % des extraits ont été inhibés contre
seulement 22 % en utilisant le Kit. Quatre échantillons (8 %) n’ont été trouvés inhibés
gu’apres extraction par le Kit. L’extraction avec le kit a donc permis une meilleure
élimination des inhibiteurs aussi bien pour les échantillons d’huitres que de moules. L’analyse
statistique (test du Chi-deux) a confirmé que les résultats étaient significativement différents
au risque de 0,05.
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2- Comparaison de la pertinence

Les NoV (tableau 9) et les RV (tableau 10) ont été recherchés par RT-PCR confirmée par
hybridation.

Tableau 9 : Comparaison de la pertinence des 2 méthodes pour la détection des NoV.

Total Huitres Moules
B+ B- B+ B- B+ B-
K+ 8 0 7 3 0 3 5 0 5
K- 3 39 4 2 27 2 1 12 13

11 39 5 27 6 12

B+ ou K+ : résultat trouve positif par cette méthode apres RT-PCR et hybridation,

Les analyses statistiques réalisées sur I’ensemble des coquillages ou sur huitres et moules
séparément ne montrent pas de différences significatives pour la détection des NoV. Il faut
cependant noter que la méthode Baylor permet de détecter plus d’échantillons positifs. Tous

les échantillons extraits avec la méthode Baylor ont été détectés aprés extraction par le kit.

Tableau 10 : Comparaison de la pertinence des 2 méthodes pour la détection des RV

Total Huitres Moules

L “‘analyse statistique réalisée sur I’ensemble des coquillages n’a pas montré de différence
significative pour la détection des RV avec cependant une valeur d’écart calculée de 1,9 donc
trés proche de la valeur critique de 1,96. Si I’on considere les huitres séparément, les résultats
observés sont significativement différents. De nouvelles amplifications suivies d’hybridations

ont été testées conduisant aux mémes résultats négatifs pour les ARN extraits par le Kit.
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Concernant les acides nucléiques extraits de moules, aucune différence significative n’a été

observée.

I1. Etude au FAHRP sur la contamination en NoV des huftres.

1- Transfert de la méthode d’analyse des huitres

Afin de s’adapter aux matériels du FAHRP, différents changements ont été apportés
aux techniques de concentration virale et d’extraction des ARN. Une contamination
artificielle des huitres avec deux concentrations de selle SG2US a été réalisée afin d’étudier
I’effet de ces modifications. Aprés RT-PCR, I’ARN extrait de la selle a pu étre amplifié
jusqu’a la dilution 10“. La méme limite de détection a été obtenue dans les 2 cas de
contamination artificielle. Les changements apportés n’ont donc pas modifié I’efficacité de
I’extraction puisqu’une bonne sensibilité de détection a été observée.

Le protocole de RT-PCR utilisé en routine dans ce laboratoire était une RT-PCR en
une étape avec les enzymes reverse transcriptase AMV et Tagq polymérase (Promega). Ces
enzymes n’étant pas spécifiques d’une RT-PCR en une seule étape, la sensibilité de détection
de cette méthode a été comparée avec une RT-PCR en 2 étapes par amplification d’un extrait
de selle humaine. La comparaison des 2 protocoles de RT-PCR a montré une sensibilité

supérieure d’au moins une unité log avec le protocole en 2 étapes ; celui-ci a donc été retenu.

2- Analyse de la contamination en NoV des huitres.

Cinquante et un échantillons ont été analysés (tableau 11). Vingt lots d’huitres sur 51 des
échantillons analysés ont été trouvés positifs en NoV apres hybridation, soit 39 %. Cing lots
ont été trouvés positifs avec les sondes spécifiques du génogroupe | et 16 lots positifs en
génogroupe Il. Deux lots (ys 35 et 36) semblent avoir une contamination multiple. Un
échantillon (ys 4) a été trouvé positif avec les amorces Mon 431, 432, 433, 434. Deux
échantillons (ys 42 et 43) ont été trouves positifs en PEC et 2 échantillons (ys 44 et 45)
positifs en BEC. Parmi les 2 échantillons positifs en PEC, un (ys 43) a également été trouvé

positif aprés hybridation avec des sondes spécifiques du génogroupe II.
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Tableau 11 : Résultats de I’analyse des huitres

Echantillon RT-PCR Hybridation
(date)
NI* 4611* P36* P290* JV PEC BEC Mon GGl GGIl P116

ys1(19/7) + - - - - - - - - - -
ys2(20/6) - - - - - - - - - - -
ys3(17/7) - - - - - - - - - - -
ys4(3/6) w+ w+ - - W+ - - W+ - + +
ys5(6/26) w+ - - - - - - - - -
ys6(3/9) - - - - - w+ - - - - -
ys7(17/6) - - - - - - - - - - -
ys8(?) - - - - - - - - - - -
ys9(24/10) - - - - - wH - - - N .
ys10(24/10) - - - - - - - - - - -
ys11(?) + - - - w+ - - - - - +
ys12(?) + - - w+ - - - - - - +
ys13(?) - - - - - - - - - - -
ys14(?) - - - - - - - - - - -
ys15(?) - - - - - - - - - - -
ys16(19/11) - - - - - - - - - - -
ys17(19/11) - - - - - - - - - - -
ys18(19/11) + - - - - - - - . + +
ys19(17/6) - - - - - - - - - - -
ys20(19/11) - - - - - - - - - - -
ys21(19/11) + - - - + - - - - + +
ys22(19/11) - - - - - - - - - -
ys23(19/11) - - - w+ - - - - - - -
ys24(19/11) w+ - + - - - - - - - -
ys25(19/11) w+ - - - - - - - - - -
ys26(19/11) - - - - - - - - - - -
ys27(19/11) + - - - - - - - . + +
ys28(18/7) - - - - - - - - - -
ys29(27/6) -
ys30(?) +
ys31(26/6) + - - - - - - - -
ys32(22/7) -
ys33(24/9) w+ - - - - - - - -
ys34(12/12) - - - - - - - - +
ys35(12/12) - - + - w+ - - - W
ys36(?/12) - - + - - - - - +
ys37(19/9) - - w+ - - - - - +
+

1
R T

[

ys38(?) - - - - - - - -

ys39(?) - - w+ - - - - -

ys40(?/12) + - W+ - - - . .

ys41(12/12) - - - - - -

ys42(hiver) - w+ - - + + - - - - -
+

+
+

1
1
+

ys43(hiver) - w+ - - + -
ys44(6/1) - - - - - +

ys45(hiver) - - - - - - + - - -
ys46(6/1) w+ - - - - - - +
ys47(hiver) - - - - - - - - - -
ys48(5/2) w+ w+ - - - - - - - +
ys49(hiver) + - - - - - - R . +
ys50(hiver) w+ - - - - - - - - -
ys51(5/2) w+ - - - - - - - - - -

o+ + 0+
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*: nom de I'amorce amont, la RT étant réalisée avec I'amorce NVp110,
+ : résultat positif détecté par RT-PCR ou par hybridation
w+ : faible signal obtenu sur gel apres électrophorése

Deux séquences uniquement ont pu étre obtenues pour les échantillons ys4 et ys33
prélevés en septembre 2002 respectivement en Virginia et a Rhode Island (cote atlantique). La
méme séquence a été retrouvée. Cette séquence est proche a 90 % de la séquence Miami
Beach (genbank number QF414424) qui appartient au génogroupe Il génotype 4. Cette
séquence Miami Beach est proche a 96,5 % de la séquence Farmington Hills (G11/4) circulant

depuis le mois de mai 2002 aux Etats-Unis.

I11. Développement de la RT-PCR en temps réel pour les NoV

Une analyse de similarité de 10 séquences de génome complet de NoV a démontré que la
région de la jonction ORF1-ORF2 correspondait a une zone trés conservée du génome et
présentait de surcroit un consensus de 18 nucléotides présent chez les 2 génogroupes de NoV

(Kageyama et al., 2003).

1- Définition des amorces et sonde NoV génogroupe |

Les résultats de I’alignement des séquences pour les NoV Gl sont présentés dans la figure
7. Cet alignement confirme que la région localisée a la jonction ORF1/ORF2 est relativement
bien conservée. Nous avons inséré la séquence consensus obtenue dans le logiciel Primer
Express mais celui n’a pu définir d’amorces et de sonde correspondant aux conditions
requises pour la RT-PCR en temps réel. Apres un essai manuel de définition des amorces et
les sondes en respectant aux mieux ces conditions, nous avons vérifié la bonne adéquation des
amorces désignées par I'équipe japonaise aux souches circulant dans nos pays. L'alignement

effectué a confirmé le choix fait par cette équipe et aucune modification n'a été apportée.
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CCARGAGATCAAGACAGGGGEGCCTTGAAATGTACGTACCAGGGTGGCARGCCATGT TCCGCTGGATGCGRT TCCATGATCTTRGTCTGTGGACAGGAGATCGCAATCTCCTACCCGAATTTGTARATGAT
CCARGAGATCAAGACAGGTGGACTGGAAATGTATGTGCCAGGCTGGCAGGCCATGTTCCGCTGGATGCGTTTTCATGACCTTRGACTTTGGACAGGAGATCGCGATCTCCTGCCCGAATTCGTARATGAT
ACATGARRTCARGACTGGTGGATTGGARATGTATGTCCCAGGAT GGCAGGCCATGT TCCGCTGGATGCGCTTCCATGACCTCGGAT TRTGGACAGGAGATCGCGATCTTCTGCCCGAATTCGTARATGAT
ACAGGAGATARAGACTGGTGGTTTGGARATGTATGTGCCAGGCTGGCAGGCTATGTTCCGCTGGATGCGLTTCCATGATCTCARGATTGTGGACAGGAGATCGCAATCTCTTGCCCGAATTCGTARATGAT
CCAGGARATTARGACTGGTGGTCTTGAAATGTACG TGCCGGGT TRGCAGGCAATGT TCCGCTEGATGCGLT TCCATGATCTCRGGT TGTGGACAGGAGATCGCAATCTCCTGCCC-AATTCGTARATGAT
CCAGGAAGT TAAAGARGGGGGGT TAGARATTTACATCCCTGGGTGGCAGGCCATGT TCCGCTGGATGCGCTTCCATGATCTGAGCATGTGGACAGGGGATCGCGATCTCCTGCCCGATTATGTARATGAT
cCAgGAaaT . ARgacabbt 66, cT,.GAAATeTAcg TeCCaGh, TRGCAgGCcATGTTCCGeTEGATGCGe TTeCATGALCT , g6, L T2 TGGACAGGAGATCGCaATC Tec TeCCCeAaTLcGTARATGAT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1
GATGGCGTCTARGGACGCCCCTCAAAGCGCTGATGGCGCARGCGGCGCAGGTCAACTGGTGCCGGAGGTTARTACAGC TGACCCCTTACCCATGEAACCCGTGGCCGGGCCARCARCAGCCGTAGCCACT
GATGGCGTCTAAGGACGCCCCARCATCCCCTGATGECGCCAGTGARLGCTGGCCAGC TG TACCGGAGGC TAATACAGC TGAGCARARTTTCAATGGACCCTGTTGCGEGTGCTTCAACAGCAGTCGCAACA
GATGGCGTCTARGGACGCCCCACCATCGCCTGATGGCGCCAGTGGCGCTGGCCAGCTAGTGCCGGAGGT TARTACAGC TGACCARATTTCARTGGATCCTGTTGCGGGTGCTTCTACCGCAGTTGCAACA
GATGGCGTCTARGGACGCTACATCARGCGTGGATGGCGCTAGTGGCGCTGGTCAGT TRGTACCGGAGGTTARTGCTTCTGACCCTCTTGCARTGGATCCTGTAGCAGGTTCTTCGACAGCAGTCGCGACT
GATGGCGTCTAAGGACGCTACACCAAGCGCAGATGECGCCACTGGCGCCGGCCAGC TG TACCGGAGGT TAATACAGC TGACCCCATACCTATTGACCCTGTGGCTGGCTCCTCTACAGCCCTTGCCACA
GATGGCGTCTARGGACGCTACACCARGCGCAGATGGCGCGARCGGCGCCGGTCAGCTCGTGCCGGAGGT TARTARTGC TGARCCACTGCCTCTTGATCCTGTGGCTGGGGCTTCTACTGCCTTAGCTACT
GATGGCGTCTAAGGACGCCCCARCARACATGGATGGCACCAGTGGTGCCGGCCAGCTGGTACCAGAGGCARACACAGC TGAGCCTATTTCARTGGAGCCAGTGGCTGGGGCTGCGACAGCAGCCGCAACT
GATGGCGTCTAAGGACGCceCaccAagege , GATGGCgCoAgt GGeGl , GhcCAge TgGTaCCgGAGGELAAL acagCTGAcCe, aTe . CaaTghA, CCLGTgGE, GG, gCebC, ACaGCagt .GC,L ACE

521 530 540 550 560 570 580 590 60O 610 620 630 G40 650
I I
GCTGGGCARGTTARTATGAT TGATCCCTGGATTGT TARTARTTTTGTCCAGTCACCACARGGTGAGT TCACARTTTCCCCTARTARTACCCCCRGTGATATTTTGTTTGATTTACART TAGGTCCACATC
GCTGGGCARGTTARTATGATTGACCCATGGATTTTCARTAACTTCGTCCAGGCACCCCARGGAGART TTACTATTTCCCCTARTARTACCCCCGGTGACATTTTGTTTGATTTACAAT TAGGACCCCACT
GCTGGGCARGTTARTATGATTGATCCATGGATATTCARCARTTTTGTCCAGGCCCCCCAGGGTGARTTTACCATTTCTCCARATARTACCCCCGGTGATATTTTATTTGATTTACAATTGGGCCCCCACT
GCTGGACARGTTARTCCTATTGATCCCTGGATART TARTARTTTTGTGCARGCCCCCCARGGTGARTTTACTATTTCCCCARATARTACCCCCRRTGATGTTTTGTTTGATTTGAGTTTGGGTCCCCATE
GCAGGCCAGGTTARTTTGATTGATCCCTGGATARTCARTAARTTTTGTGCARGCCCCCCAGGGCGAGT TCACARTATCCCCARATARTACCCCCRRTGATGTGCTTTTTGATTTGCAAT TAGGACCCCATT
GCTGGTCARGTTARTATGATTGATCCTTGGATTTTCARTARCTTTGTCCARGCCCCTCAGGGTGART TTACARTCTCCCCTARTARTACCCCCGGTGATATATTATTTGATTTGCAAT TGGGACCTCACE
GCTGGACARGTARATATGAT TGACCCCTGGATARTGAGTARTTATGTACARGC TCCTCARGGAGART TTACCATATCGCCCARCARTACACCCGGTGACATTTTATTTGACCTGCAAT TGGGCCCACACT
GLCEGG. CAaGTEAATatgATTGALCCeTGGATa, TcAatAALTELGTeCAagCeCCeCAaGGEGAaTTEAC . ATETCeCC . ARLARTACCCCCGRTGALATELT, TTTGAEE TgcaaT TghG . CCeCAce

651
1
TAARCCCTTTCTTGTCACATTTGTCCCARATGTATARTGGCTGGGT TGGARATATGAGAGTTAGGATTCTTCTTGCTGGGARTGCTTTCTCAGC TGGARAGATTATAGTTTGTTGTGTCCE
TTARTCCATTTCTAGCCCACCTCTCACARATGTATARTGGT TGGGTCGECARTATGCGTGTACGTATATTGT TGGCAGGGARTGCTTTTACAGCTGGTARGATAATCATTTGCTGTGTCCCC
TGARTCCTTTCTTAGCTCATTTATCACAGATGTACARTGGATGGGET TEGCARTATGCGGETCCGCATAT TG TGGCAGGCARTGCCTTCACAGC TGGTARGGTAATCATATGTTGTGTCCD
TTARTCCTTTCTTGCTCCATCTATCACARATGTATARTGGTTGGGT TG TAARCATGAGAGTCAGGATTATGC TAGCTGGTARTGCCTTTACTGLRGGGARGATAATAGTTTCCTGCATACCE
TRAARTCCTTTCCTTTCCCACCTTTCTCAGATGTATARTGGT TGGGTGGGCARCATGCGAGTGCGTGTTGTCT TGGCTGETARTGCTTTCACGGL TGGGARGGTTATARTTTGTTGTGTCCC
TCARTCCCTTCCTTGCCCATTTGTCACARATGTATARTGGTTGGGET TGGETARCATGCGAGTCAGGGT CATCCTGGCAGGTARCGCATTTACCGLCGGTARAGTGATARTTTGCTGTGTCCCC
TCARTCCTTTCTTGTCCCATTTAGCTCARATGTACARTGGT TGGGT TEGARATATGAGAGTGARGGTGCTTTTGGCTGGTARTGCTTTTACAGL TRGGARAATTATARTTAGTTGCATACCC
T.ARLCCETTeET, .ccCALLT ,LCaCAaATGTALARTGGL TGGGETLGE , ARLATGeGaGT ,aggal . . T, cTgGCLGELAALGCL TTLaCaGlL GG, ARgaT  ATaaTebgt ThtgTelle

[131] 670 [3:01] 690 00 o a0 730 740 750 760 Tz
|

Figure 7: Alignement des 7 séquences de NoV Gl. (nucléotides 4973 a 5693, souche
Norwalk M87661)

La couleur rouge représente 100 % d’homologie, la bleue 90 % et la noire 75 %.

2-

Définition des amorces et sonde NoV génogroupe Il

A partir de la base de données Genbank, 54 séquences de NoV GlI ont été alignées dans la

région de la jonction ORF1/ORF2. Les résultats ont également permis de verifier la forte

conservation

du génome dans la jonction ORF1-ORF2 puisqu’une séquence de 130

nucléotides a montré une homologie minimum de 84 % pour 52 des souches alignées, les 2

autres présentant une homologie légérement inférieure (72 %). Les résultats sont présentés

dans la figure 8.
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LORDSDALE
AF414417-UK3-17-1270
AF414425-Buruash-Lan
AF414424-Hiani-Beach

AY(081134-Hora-97-5E
AB058552-KU109GI1
AB071156-05111785/99
AB070975-05112141/20
AB070974-05111971/99
CAHBERHELL

U4B500

u1g

U201

AB058598-KUIGIT
TORONTO
AF414411-Lionville-2
AF414413-Hontgonery-
AF414414-Towson-313-
AF414412-Hew-0rleans
0TH-25
AF414415-Bratt leboro
HEXICD

ui
AF414420-HLY-Honolul
BD161573

HAHAII
AF414421-Port-Canave
AF414419-Richnond/28
AF414418-Hest.over/30
AF414416-Hiani/81/19
SHOH-HOUNTAIN
HELKSHAH

ARG320
AB071025-05112277/20
AF397156-HLY-HOH-99
AF414423-Hhite-River
AF539440-0berhausen-
AB071035-05120458/01
AF539440-Herzberg-38
AF409067-Bad-Ber lebu
ui6

u1z
AF414408-Balt.inore/2
AF414407-Florida/269
u3

U4
AF414410-Hiani/292/1
AY038599-YA97207/199
AF414409-Guynedd/273
uz2s
AF414426-Fort-Lauder
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130
I I
CATGGATTTTTACGTGCCCAGACAAGAGCCAATGT TCAGATGGATGAGAT TCTCAGATC TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGCTTTGTGAATGARGATGGCGTCGARTGACGCCAR
CATGGATTTTTACGTGCCCAGACAAGAGCCAATGT TCAGATGGATGAGAT TCTCAGATC TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGCTTTGTGARTGARGATGGCGTCGARTGACGCCAR
CATGGATTTTTACGTGCCCAGACAAGAGCCAATGT TCAGATGGATGAGAT TCTCAGATC TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGARTGARGATGGCGTCGARTGACGCCAR
CATGGATTTTTACGTGCCCAGACARGAGCCARTGTTCAGATGGATGAGAT TCTCAGATCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAATGACGCCAA
CATGGATTTTTACGTGCCCAGACARGAGCCARTGTTCAGATGGATGAGAT TCTCAGATCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAATGACGCCAR
CATGGATTTTTACGTGCCCAGACAAGAGCCAATGT TCAGATGGATGAGAT TCTCAGATCTGAGCACGTGEGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGT TTTGTGAATGARGATGGCGTCGAARTGACGCCAR
CATGGATTTTTACGTGCCCAGACAAGAGCCAATGT TCAGATGGATGAGAT TCTCAGATC TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAARTGACGCCAR
CATGGATTTTTACGTGCCCAGACAAGAGCCAATGT TCAGATGGATGAGAT TCTCAGATC TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGARTGARGATGGCGTCGARTGACGCCAR
CATGGATTTTTACGTGCCCAGACAAGAGCCAATGT TCAGATGGATGAGAT TCTCAGATC TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAARTGARGATGGCGTCGARTGACGCCAR
CATGGACTTTTACGTGCCCAGACARGAGCCARTGT TCAGATGGATGAGAT TCTCAGATCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAGTGACGCCAR
CATGGACTTTTACGTGCCCAGACARGAGCCARTGTTCAGATGGATGAGAT TCTCAGATCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAGTGACGCCAR
ARTGGATTTTTATGTGCCCAGACAAGAGTCAATGT TTAGGTGGATGAGGT TCTCAGATCTGAGCACAT GGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGT TTTGTGAATGARGATGGCGTCGAARTGACGLTGE
ARTGGATTTTTATGTGCCCAGACAAGAGTCAATGT TTAGGTGGATGAGGT TCTCAGATC TARGCACATGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGARTGACGLTGL
ARTGGATTTTTATGTGCCCAGACAAGAGTCAATGT TTAGGTGGATGAGGT TCTCAGATC TARGCACATGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGARTGARGATGGCGTCGARTGACGLTGL
ARTGGATTTTTATGTGCCCAGACARGAGTCAATGT TCAGGTGGATGAGGT TCTCAGATC TARGCACATGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCCCCCAGTTTTGTGARTGARGATGGCGTCGARTGACGLTGL
AATGGATTTTTATGTGCCCAGACARGAGTCARTGT TCAGGTGGATGAGGT TCTCAGATCTAAGCACAT GGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAATGACGCTGL
AATGGATTTTTATGTGCCCAGACARGAGTCARTGTTCAGGTGGATGAGGT TCTCAGATCTARGCACATGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAATGACGLTGL
ARTGGATTTTTATGTGCCCAGACAAGAGTCAATGT TCAGGTGGATGAGGT TCTCAGATCTARGCACAT GGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGT TTTGTGAATGARGATGGCGTCGAARTGACGLTGE
ARTGGATTTTTATGTGCCCAGACAAGAGTCAATGT TCAGGTGGATGAGGT TCTCAGATC TARGCACATGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAARTGACGLTGL
AATGGACTTTTATGTGCCCAGACAAGAGTCAATGT TCAGGTGGATGAGGT TCTCAGATC TARGCACATGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAARTGARGATGGCGTCGARTGACGLTGL
AATGGATTTTTATGTGCCCAGACAAGAGTCAATGT TCAGGTGGATGAGGT TCTCAGATC TARGCACATGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAARTGARGATGGCGTCGARTGACGLTGL
ARTGGATTTTTATGTGCCCAGACARGAGTCAATGT TCAGGTGGATGAGGT TCTCAGATCTAAGCACAT GGGAGGGCGATCGCARTCTGGCCTCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGARTCGCGLTGL
CATGGATTTTTACGTGCCCAGACARGAGCCARTGTTCAGATGGATGAGGT TCTCAGATCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAGTGACGCCGL
CATGGATTTTTACGTGCCCAGACAAGAGCCAATGT TCAGATGGATGAGGT TCTCAGATCTGAGCACGTGEGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGT TTTGTGAATGARGATGGCGTCGAGTGACGLLGL
CATGGATTTCTACGTGCCCAGACAAGAGCCAATGT TCAGATGGATGAGAT TCTCAGATC TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGARTGACGLCGL
CATGGACTTTTACGTGCCCAGGCAAGAGCCGATGT TCAGATGGATGAGAT TCTCAGACC TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGARTGARGATGGCGTCGARTGACGLCGL
CATGGATTTTTACGTGCCCAGGCAAGAGCCAATGT TCAGATGGATGAGAT TCTCAGACC TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAARTGARGATGGCGTCGARTGACGLCGL
CATGGATTTTTACGTGCCCAGGCARGAGCCARTGTTCAGATGGATGAGAT TCTCAGACCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAATGACGCCGL
CATGGATTTTTACGTGCCCAGGCARGAGCCARTGTTCAGATGGATGAGAT TCTCAGACCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAATGACGCCGL
CATGGATATTTACGTGCCCAGGCAAGAGCCAATGT TCAGATGGATGAGGT TCTCAGACC TGAGCACGTGEGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGT TTTGTGAATGARGATGGCGTCGARTGACGLLGL
CATGGATTTTTACGTGCCCAGACAGGAACCCATGT TCAGGTGGATGAGATTCTCAGATT TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGARTGACGLCGL
AATGGATTTTTACGTGCCCAGGCAAGAACCCATGT TCAGATGGATGAGAT TCTCAGATT TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTTGCTCCCAGTCTTGTGAATGARGATGGCGTCGARTGACGLLGL
CATGGACTTTTACGTGCCTAGACAARGAACCAATGT TCCGGTGGATGAGGT TCTCAGACT TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGCTTTGTGARTGARGATGGCGTCGAARTGACGCCAC
CATGGACTTTTACGTGCCTAGGCARGAACCARTGT TCCGGTGGATGAGGT TCTCAGACTTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGCTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAATGACGCCAC
AATGGATTTTTACGTGCCARGACARGAGCCTATGTTCAGGTGGATGAGATTCTCTGACTTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAATGACGCTAC
ARTGGATTTTTACGTGCCARGACAAGAGCCTATGT TCAGGTGGATGAGAT TCTCTGACT TGAGCACGTGEGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGT TTTGTGAATGARGATGGCGTCGAARTGACGLTAC
ARTGGATTTTTACGTGCCCAGACAAGAACCAATGT TTAGGTGGATGAGATTCTCAGATT TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAARTGARGATGGCGTCGARTGACGLCCAL
ARTGGATTTTTACGTGCCCAGACARGAACCAATGT TTAGGTGGATGAGAT TCTCAGACT TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAARTGARGATGGCGTCGARTGACGLCCALC
ARTGGATTTTTACGTACCCAGACAARGAACCAATGT TTAGGTGGATGAGATTCTCAGATT TGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGARTGARGATGGCGTCGAGTGACGLCCAC
AATGGATTTTTACGTACCCAGACARGAACCGATGTTTAGGTGGATGAGAT TCTCAGATTTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGARGATGGCGTCGAGTGACGCCAC
TCTGGAGTTTTATGTGCCCAGACARGAGGCCATGTTTAGGTGGATGAGATTCTCTGACCTCAGCACATGGGAGGGCGATCGCARTCTTGCTCCCGAGAGTGTGAATGARGATGGCGTCGAATGACGLTGL
TCTGGAGTTTTATGTGCCCAGACAAGAGGCCATGT TTAGGTGGATGAGAT TCTCTGACCTCAGCACAT GGGAGGGCGATCGCARTCTTGCTCCCGAGAGTGTGAATGARGATGGCGTCGARTGACGLTGL
TCTGGAGTTTTATGTGCCCAGACAAGAGGCCATGT TTAGGTGGATGAGATTCTCTGACCTCAGCACATGGGAGGGCGATCGCARTCTTGCTCCCGARGGTGTGAATGARGATGGCGTCGARTGACGLTGL
TCTGGARTTTTATGTGCCCAGACAAGAGGCCATGT TTAGGTGGATGAGATTCTCTGACCTCAGCACATGGGAGGGCGATCGCARTCTTGCTCCCGAAGGTGTGAATGARGATGGCGTCGARTGACGLTGL
TCTGGARTTTTATGTGCCCAGACAAGAGGCCATGT TTAGGTGGATGAGATTCTCTGACCTCAGCACATGGGAGGGCGATCGCARTCTTGCTCCCGAGGGTGTGAATGARGATGGCGTCGARTGACGLCGL
TCTGGARTTTTATGTGCCCAGACARGAGGCCATGTTTAGGTGGATGAGAT TCTCTGACCTCAGCACAT GGGAGGGCGATCGCARTCTTGCTCCCGAGGGTGTGAATGARGATGGCGTCGAATGACGCCGL
TCTGGARTTTTATGTGCCCAGACARGAGGCCATGTTTAGATGGATGAGATTCTCTGACCTCAGCACATGGGAGGGTGATCGCARTCTTGCTCCCGAGGGTGTGAATGARGATGGCGTCGAATGACGLTGL
TCTGGCGTTTTATGTGCCCAGACAAGAGGCCATGT TTAGGTGGATGAGAT TCTCTGACCTCAGCACAT GGGAGGGCGATCGCARTCTTGCTCCCGAGGGTGTGAATGARGATGGCGTCGAARTGACGLAGE
TCTGGARTTTTATGTGCCCAGACAAGAGGCCATGT TCAGGTGGATGAGATTCTCTGACCTCAGCACATGGGAGGGCGATCGCARTCTTGCTCCCGARGGTGTGARTGARGATGGCGTCGARTGACGLAGL
TCTGGAGTTTTACGTGCCCAGACAGGAGGCCATGT TCAGATGGATGAGAT TTTCAGACCTCAGCACGTGGGAGGGCGATCGCARTCTGGCTCCCGAGAATGTGARTGARGATGGCGTCGARTGACGLAGE
GCATGAGTTTTATGTGCCARAGT TTGAGTCCATGTACARGTGGATGCGGTTCTCAGATT TGAGCACTTGGGAGGGGGATCGCGATCTCGCTCCCGATTTTGTGARTGARGATGGCGTCGAGTGACGLTGL
LatgGALTTTTACGTGCCcAgacaatig . CaATGTLcAggTGGATGaGaT TCTCaGALc TgAGCACE TGGGAGGGCGATCGCAATCTEGCTCCCagt bt TRTGAATGARGATGGCGTCGAATGACGE , go

Figure 8: Alignement des 54 séquences de NoV Gll. (nucléotides4980 a 5010, souche
Camberwell AF145896)
La couleur rouge représente 100 % d”homologie, la bleue 90 % et la noire 75 %.

A partir de la séquence consensus, les amorces COG2R, QNIF2 et la sonde QNIFS ont été

définies a I’aide du logiciel Primer Express. L’amorce antisens COG2R, localisée entre les

nucléotides 100 et 119 sur la séquence consensus dans une région conservée a 100 % est

identique a I’amorce inverse définie par Kageyama et al. (2003). QNIF2 (nucléotides 32 a 58)

a été dégénérée pour obtenir 81 % d’homologie avec les 54 séquences alignées. La sonde

QNIFS (nucléotide 62 a 82) a été définie a seulement 4 nucléotides de QNIF2 pour obtenir

une bonne sensibilité de détection.
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3- Comparaison de kits de RT-PR en temps réel une étape

L’efficacité de trois kits d’amplification (Applied Biosystems, Eurogentec et Invitrogen) a

été testée sur une gamme de dilution de 102 & 107 des selles S35 et SJV (tableau 12).

Tableau 12 : Comparaison de I’efficacité d’amplification de kits de RT-PCR une étape en

temps reel
Selle Dilution Ct
Applied Biosystems S35 <107 -
SV <107 -
Eurogentec S35 10° 40
S\Y; 10° 37
Invitrogen S35 10°® 39
SV 107 36

Le kit Applied ne permettant pas d’obtenir une bonne sensibilité a été rapidement écarté. Le
kit Invitrogen a donné de meilleurs résultats pour S35. Pour SJV, les 2 kits ont permis
d’atteindre les mémes seuils de sensibilité. Le kit Eurogentec étant en fait un kit de PCR une
étape auquel nous avons ajouté I’étape de RT, notre choix s’est orienté vers le kit Invitrogen.
De plus, ce dernier permet de prendre en compte dans I’analyse des résultats la référence

passive Rox, permettant de normaliser le signal de fluorescence.
4- Optimisation du kit Invitrogen
Afin d’optimiser les conditions d’utilisation du Kit, nous avons testé une gamme de
concentrations de 100 a 500 nM en amorces COG2R et QNIF2, la concentration en sonde

QNIFS restant fixe a 200 nM. Les tests ont été faits sur I’ARN extrait de S35 et dilué au
dixieme (tableau 13).

76



Résultats

Tableau 13 : Effet de la concentration en amorces COG2R et QNIF2.

[QNIF1] 100 200 300 400 500
[QNIF2]
100 24 24 25 28 28
200 24 24 27 34 35
300 29 30 35 38 35
400 36 36 nd nd nd
500 nd nd nd nd nd

Les valeurs des Ct sont indiquées en fonction des concentrations (en uM) des amorces
COG2R et QNIF2.

Les meilleurs résultats (Ct les plus faibles) ont été obtenus avec des concentrations de 100 et
200 nM. Nous avons choisi la concentration de 200 nM puisque celle-ci nous a permis
d’observer les valeurs de fluorescence les plus élevées.

Nous avons ensuite testé des concentrations en QNIFS de 100 a 500 nM ; des valeurs de Ct
identiques ont été obtenues pour les concentrations de 100 et 200 nM, les valeurs de Ct
augmentant pour des concentrations supérieures. Compte tenu de I’allure des courbes
obtenues, une concentration de 200 nM a été choisie.

L’effet des variations de concentration en MgSO, de 3 a 6 mM a eégalement été étudié. Nous
avons observé une augmentation des valeurs de Ct avec I’augmentation de la concentration en

MgSOQ,. La concentration de 3 mM a donc été retenue.

5- Comparaison de sensibilité des amorces

La méthode de RT-PCR classique a été utilisée pour titrer les ARN des selles SNV (Gl) et
S35 (GII) avec les amorces de polymérase P110/P69 (GI) et P110/NI (GII). Une unité RT-
PCR (U RT-PCR) a été attribuée a la derniére dilution donnant un signal positif. Ce titre a été
comparé avec celui obtenu en utilisant les amorces et la sonde de RT-PCR en temps réel
(tableau 14).
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Tableau 14 : Validation de la RT-PCR en temps réel sur des extraits de selles.

Selle Amorces RT-PCR RT-PCR RT-PCR temps réel
deux étapes une étape (CH)

SNV
P110/P69 1 1 -
COGIR/COGIF 10 1 1 (40)

S35
P110/NI 1 10 -
QNIF1/QNIF2d 10 1 1(43)

Les résultats sont exprimés en U RT-PCR.

Pour la méme dilution de SNV, souche référence du GI, et en utilisant la méthode de
détection classique par RT-PCR plus hybridation, les amorces temps réel sont dix fois moins
sensibles (10 U RT-PCR) que les amorces P110/P69. Par contre, en utilisant une
amplification en une étape, la méme sensibilité (1 U RT-PCR) a été atteinte avec les 2 couples
d’amorces demontrant la pertinence des amorces COGIR/COGIF.

Concernant la souche de référence S35 (GlII), les mémes résultats ont été observés: les
amorces temps réel ont été dix fois moins sensibles par détection classique, mais la méme
limite de détection de 1 U RT-PCR a été atteinte par RT-PCR une étape.

Ces résultats ont donc validé notre méthode de RT-PCR temps réel sur des acides nucléiques

extraits de selles Gl et GllI.

6- Linéarité, efficacité d’amplification et spécificité de I’essai de RT-PCR en temps réel

Des séries de dilutions des ARN extraits de SNV et S35 ont été amplifiés en triple et en méme
temps. Les courbes de titration (figure 9) ont été linéaires sur 5 et 6 log respectivement pour
les essais de RT-PCR en temps réel Gl et Gll; les pentes et coefficients de régression
indiquant une bonne efficacité d’amplification. Comme le montre la figure 9, le titre de S35
était 10 fois supérieur a celui de SNV, les deux détectant une unité RT-PCR. Tous les essais
ont été négatifs pour 0,1 U RT-PCR.
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+génogroupe |
slope = -3.056
R’=0.978

W génogroupe |1
slope = -3.62
R*=0.986

(C)

U RT-PCR (log)

Figure 9 : Analyse de I’efficacité et de la linéarité des essais de RT-PCR en temps réel

La spécificité de la RT-PCR en temps réel a été évaluée en testant des ARN d’autres virus
entériqgues humains et de bactéries susceptibles de contaminer les coquillages. Aucune
amplification croisée n’a été observée. Pour confirmer la taille des produits de PCR obtenus,

une electrophorese sur gel d’acrylamide a été realisée (figure 10).

10° 10 WM 10* 10° 10

89pbh —

Figure 10 : Migration des produits d’amplification par RT-PCR en temps réel d’une gamme
de dilution au dixiéme d’ARN extrait de S35. M : marqueur de poids moléculaire.

Une bande unique a 89 pb a été observée démontrant la taille correcte du fragment amplifié, la
specificité étant confirmée lors de I’hybridation de la sonde durant la RT-PCR en temps réel.
L’absence de bande parasite et de trainée sur le gel confirme la bonne efficacité de

I'amplification.
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7- Validation des méthodes RT-PCR en temps réel NoV Gl et Gl sur des huitres

artificiellement contaminées

Les glandes digestives d’huitres ont été contaminées avec différentes concentrations de

SNV et S35, extraites puis analysées par les différentes méthodes de détection (détection

classique par RT-PCR plus hybridation, RT-PCR une étape plus hybridation, RT-PCR en

temps réel). En prenant en compte le volume d’acide nucléique analysé et le nombre d’huitres

utilisées pour faire 1, 5 g d’organes digestifs, les résultats ont été exprimés en U RT-PCR par

huitre (tableau 15).

Tableau 15 : Sensibilité de la RT-PCR en deux étapes, RT-PCR une étape plus hybridation et

de la RT-PCR en temps réel pour détecter les huitres artificiellement contaminées.

Génogroupe  Format de détection

Huitres artificiellement contaminées
(U RT-PCR / huitres)

7 000 700 70 7
Gl RT-PCR 2 étapes+ hyb 3/3 3/3 2/3 0/3
RT-PCR une étape+ hyb 3/3 3/3 3/3 0/3
RT-PCR temps réel 3/3 3/3 3/3 0/3
Gll RT-PCR 2 étapes + hyb 3/3 3/3 3/3 0/3
RT-PCR une étape + hyb 3/3 3/3 2/3 0/3
RT-PCR temps réel 3/3 3/3 3/3 2/3

Pour le GlI, des limites de détection identiques (70 U RT-PCR / huitre) ont été observées

indépendamment du format de détection utilisé. Pour le Gll, la RT-PCR en temps réel a

permis d’atteindre une sensibilité de 7 U RT-PCR / huitre, dix fois supérieure a celle observée

pour les 2 autres formats de détection.

8- Validation de la RT-PCR en temps réel sur des eaux de station d’épuration
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Les méthodes de RT-PCR plus hybridation et de RT-PCR en temps réel ont été comparées
sur 12 extraits d’eau de station d’épuration (tableau 16). Aucun échantillon n’ayant été détecté

en GI, seuls les résultas Gll sont présentes.

Tableau 16 : Validation de la RT-PCR en temps réel sur des eaux de station d’épuration

prélevées d’avril 2002 a avril 2003.

RT-PCR + hyb. RT-PCR en temps réel (Ct)
avr. 02 - nd
mai 02 - nd
juin 02 - nd
juil. 02 - nd
ao(it 02 - nd
sept. 02 - nd
oct. 02 + 27
nov. 02 + 26
déc. 02 + 23
janv. 03 + 26
fév. 03 + 22
mars 03 + 24
avr. 03 + 22

Tous les échantillons trouvés positifs par détection classique I’ont également été par RT-PCR
en temps réel validant notre essai Gl sur des échantillons de I’environnement. Par détection
classique, des signaux ont été observés sur gel aprés électrophorése, signe d’un niveau de
contamination relativement élevé. Les valeurs des Ct obtenus par RT-PCR en temps réel ont

confirmé cette observation.

9- Efficacité de la RT-PCR en temps réel sur des coquillages naturellement contaminés

Des extraits de coquillages (150) préalablement testés pour leur contamination en NoVs Gl et
Gl par la méthode classique ont été analysés par RT-PCR en temps réel. La RT-PCR en
temps réel a permis de détecter 61 échantillons positifs en NoVs (Gl et Gll), comparés a 53
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échantillons positifs par détection classique. Parmi les échantillons positifs, les valeurs des Ct
ont varié de 30 a 41. L allure des courbes obtenues pour 15 de ces échantillons positifs (figure

11) a montré que la plupart des échantillons ont été détectés entre les cycles 37 et 41.

variation
de

fliiorescence

Figure 11 : Courbes d’amplification de 15 échantillons d’huitres naturellement contaminées

amplifiées par RT-PCR en temps réel NoVs GlI.

Une inhibition a été observée pour 27 % des échantillons positifs, ces derniers n’étant positifs
gu’apres une dilution au dixiéme ou possédant une valeur de Ct pour I’ARN dilué inférieure a
celle de I’acide nucléique pur.

L’essai de RT-PCR en temps réel défini pour détecter les NoVs GI n’a permis de détecter
gu’un échantillon comparé a 7 par détection classique (tableau 17). Par contre I’essai de RT-
PCR en temps défini pour détecter les NoVs Gll a permis de détecter 60 échantillons alors

que seulement 46 ont été détectés par méthode classique (tableau 17).
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Tableau 17: Coquillages naturellement contaminés analysés par RT-PCR deux étapes et

hybridation et par RT-PCR en temps réel pour les NoVs génogroupes | et génogroupes Il

Détection classique RT-PCR en temps réel
Positive Négatif Total P value*
Gl Positive 1 6 7
Négatif 0 143 143
Total 1 149 150 <0.05
Gl Positive 46 0 46
Négatif 14 90 104
Total 60 90 150 <0.001

* test du Chi-deux

La reproductibilité des essais a été evaluée en testant 90 % des échantillons au moins deux
fois et a différents jours. La variabilité des valeurs de Ct obtenues pour les intra et inter

amplifications n’a pas dépassé 5 %, prouvant ainsi que les amplifications sont reproductibles.

Nous avons également testé ces 150 ARN extraits de coquillages naturellement contaminés en
utilisant I’essai de RT-PCR en temps réel decrit par I’équipe japonaise pour la détection des
NoV GII (Kageyama et al., 2003, Nishida et al., 2003). Par cette technique, seulement 14
échantillons sur les 60 échantillons trouvés positifs avec notre essai ont pu étre détectés sans
résultat discordant entre les 2 essais.
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B- Apport des Virus-like particles (VLPs)

I. Mises au point méthodologiques
1- Western blot (WB)

La méthode de WB n’étant pas utilisée au laboratoire, des mises au point ont été
nécessaires. Les différents essais ont été réalisés sur des VLPs 2/6 & une concentration de 10*
particules /ml (p/ml).

Dans un premier temps, nous avons testé deux types d’appareil de transfert : un transfert en
milieu semi-liquide et un transfert liquide. Apres transfert en milieu semi-liquide, aucune
coloration n’est apparue aprés incubation du gel dans le bleu de Comassie contrairement au
transfert en milieu liquide. L’appareil de transfert en milieu liquide Mini Trans-blot (Biorad) a
donc éte choisi.

Les deux types de révelationles plus couramment utilisés (colorimétrie ou
chemiluminescence) ont été comparés. Des différences ont été observees entre les 2 méthodes
de révélation. Les bandes correspondant aux différentes protéines (VP6 et VP2) ont été plus
intenses aprés révelation par chemiluminescence. La netteté de I’image n’étant pas
satisfaisante, nous avons augmenté le temps d’exposition des membranes au substrat Lumi-
Light™ de 10 & 30 min de maniére & obtenir une image correcte.

Nous avons ensuite comparé deux types d’anticorps primaire : un sérum de lapin anti-
rotavirus 8148 et un mélange d’anticorps monoclonaux de souris anti-VP6 1026 et anti-VP2
164F22 sur une gamme de dilution au dixiéme de 10'? & 10° p/ml de VLPs 2/6. En utilisant le
sérum, la bande correspondant & VP2 n’a plus été visible au-dela de 10 p/ml alors que la
bande VP6 était encore trés intense. Une limite de 10° p/ml a par contre été obtenue en
utilisant le mélange d’anticorps monoclonaux de souris anti-VP6 1026 et anti-VP2 164F22,
les 2 bandes correspondant a VVP6 et VP2 étant bien visibles (figure 12)
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Titre (p/ml) 10° 10° 10’ 10° 10° 10

VP2

= <« vpe

Figure 12 : Evaluation de la sensibilité de détection par Western-blot.

Western-blot révélé par chemiluminescence avec le mélange d’anticorps monoclonaux de
souris anti-VP6 1026 et anti-VP2 164F22 sur une gamme de dilution au dixiéme de 10" & 10°
p/ml de VLPs 2/6.

2- Elisa RV et VLPs 2/6
Trois méthodes d’Elisa (direct, sandwich simple et double sandwich) ont été comparées

afin d’obtenir une méthode sensible de quantification des particules. Les limites de détection

obtenues (exprimées en p/ml) ont été comparées (tableau 18).

Tableau 18 : Comparaison des 3 techniques Elisa testées

ELISA SIMPLE ELISA DOUBLE
ELISA DIRECT SANDWICH SANDWICH
coatin VLPs 1026 8148 1026 8148
g (souris) (lapin) (souris) (lapin)
PremIeT | 8148 | remi-2 | 1026 remi-2 8148 | remi-2 | 1026
anticorps peroxydase
anti-1gG anti-19gG anti-1gG anti-1gG
ai?;:(i)nrds Iapip souris lapin souris
P AP peroxydase AP peroxydase
pNPP 10’ 10°
OPD 10° | 10° 10’ 10°-10° 10"-10° 10°
TMB 10° | 10° 10°-10° 10 10° 10"-10°

* AP : alcaline phosphatase

D’aprés ces résultats, nous avons choisi la méthode d’Elisa simple sandwich avec des

microplaques recouvertes avec le sérum 8148, fixation des VLPs, puis de I’anticorps remi-2
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marqué a la péroxydase et une révélation avec le substrat TMB. Cette technique a permis de
détecter 10* VLPs / ml.

3- Concentration des échantillons d’eau de mer

Quatre méthodes de concentration ont été comparées en estimant, par quantification par la

méthode Elisa, le pourcentage de VLPs 2/6 concentreées :

- la méthode de concentration par lyophilisation a rapidement été abandonnée puisque le
lyophilisat n’a pu étre mis en suspension de maniére correcte pour étre testé en Elisa.

- les méthodes d’ultracentrifugation et de PEG/NaCl, environ 10 % seulement des
particules ont été concentreées.

- la méthode de concentration par filtration avec le systéme centricon a permis de récupérer
50 % des particules.

De plus, la technique de filtration permet de concentrer des particules dont la masse

moléculaire est supérieure a 100 kDa donc a priori des VLPs 2/ 6 entiéres. La méthode de

filtration a donc été retenue.
Il. Etude de la stabilité des VLPs en eau de mer naturelle
1- Comparaison de la stabilité du RV et de VLPs 2/6
a- Stabilité du RV et des VLPs 2/6 mesuree par Elisa
Une eau de mer naturelle a été inoculée avec 10° p/ml de rotavirus bovin RF ou de VLPs
2/6. Pour les 4 expériences, les particules ont été concentrées de la méme fagon par filtration,
puis détectées par Elisa sandwich simple. Les moyennes géométriques calculées pour chaque

prélevement ont montré une réduction du titre initial d’environ 3 unités logarithmiques apres
incubation 6 jours a 25°C pour les RV et les VLPSs 2/6 (figure 13).
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Figure 13 : Comparaison de la survie des particules de rotavirus et de VLPs 2/6 en eau de

mer a 25°C pendant 6 jours.

Apres analyse des droites de regression, les taux de décroissance pour les RV et les VLPs 2/6
ont été trouvées similaires [- 0,47 (Cl a 95 % de — 0,54 a — 0,41) et -0,52 (Cl 2 95 % de -

0,63 a — 0,41) respectivement] en utilisant un modéle a un seul compartiment.

b- Analyse des protéines

Aprés concentration des échantillons d’eau de mer, les particules de RV et de VLPs 2/6 ont
été analysées par SDS-PAGE suivi du western-blot pour confirmer la présence des 2 protéines
VP2 et VP6. Les deux protéines ont été observées sur la membrane pour les deux types de
particules jusqu’au quatrieme jour avec une diminution de I’intensité des bandes chaque jour.
La concentration relative des rotavirus et des VLPs 2/6 a été estimée d’apres I’intensité des
bandes correspondant a des concentrations connues de contr6le positif. Une concentration
d’environ 10° p/ml a été trouvé & JO et J1 pour les RV et les VLPs 2/6. Les résultats obtenus
pour les particules de rotavirus et les VLPs aprés 2 et 4 jours d’incubation en eau de mer a

25°C sont présentes figure 14.
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Figure 14 : Analyse des protéines de rotavirus infectieux et des VLPs 2/6 par western-blot.

A: protéines VP2 et VVP6 présentes dans les particules de rotavirus au deuxiéme jour J2 (2) et
quatriéme jour J4 (1). Contrdles positifs: 10° p/ml (3) et 10% p/ml (4). B: protéines VP2 et
VP6 présentes dans les particules de VLPs 2/6 & J2 (6) et J4 (5). Controles positifs: 10° p/ml
(7) et 10" p/ml (8).

Les concentrations estimées pour les particules de rotavirus et de VLPs 2/6 ont été d’environ
10’ p/ml & J2. Aprés quatre jours (J4), la concentration en RV a été évaluée a 10° p/ml et celle
en VLPs 2/6 entre 10° et 10° p/ml compte tenu du faible signal observé sur la membrane. En
six jours (J6), les concentrations ont été inférieures a la limite de détection de 10° p/ml. Ces

résultats de concentrations relatives ont été similaires a ceux obtenus par Elisa.
2- Comparaison de la stabilité du RV, des VLPs 2/6 et des pseudovirus
Quatre expériences de contamination d’eau de mer naturelle, inoculée avec 10% p/ml de
rotavirus bovin RF, de VLPs 2/6 ou de PS, ont été réalisées. Les échantillons concentrés ont
été analysés par Elisa et WB. La RT-PCR en temps réel a été également utilisée pour détecter
les PS.

a- Stabilité des particules par Elisa

Les droites de régression linéaires ont été tracées a partir des valeurs des moyennes

géométriques obtenues sur les 4 expériences (figure 15).
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Figure 15: Comparaison des décroissances des particules RV, VLPs 2/6 et PS incubées a

25°C pendant 6 jours.

Pour les RV et les VLPs 2/6, la méme décroissance d’environ 2 unités logio a été observée

confirmant les résultats précédents. Par contre, une décroissance plus rapide d’environ 4

unités logip a été obtenue pour les PS. Une analyse des régressions linéaires a été réalisée pour

voir si les décroissances étaient significativement différentes (tableau 19). Une différence

significative a été observée entre les particules de RV et les PS. Bien que la décroissance

obtenue pour les PS soit en limite de I’intervalle de confiance a 95 % observeé pour les VLPs

2/6, la différence de décroissance entre les deux types de particules n’a pas été significative.

Tableau 19 : Analyse des régressions linéaires de la décroissance du RV, des VLPs 2/6 et des

PS a 25°C en eau de mer.

RV VLPs 2/6 PS
Pente -0,3405 -0,349 -0,536
Cla95% (-0,467, -0,21) (-0,574, -0,124) (-0,87, -0,202)
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b- Analyse des protéines

Pour les RV et VLPs 2/6, comme précédemment, les deux protéines VP2 et VP6 ont été
observées sur la membrane jusqu’au quatrieme jour, avec une diminution de I’intensité des
bandes chaque jour. Concernant les pseudovirus, les bandes correspondant a VP2 et VP6 ont
été observées en début d'expérimentation (JO, J1) et tres faiblement le deuxiéme jour (J2)
(figure 16) confirmant ainsi les résultats obtenus par Elisa (quantification en moyenne & 3 107,
3 10° et 3 10° respectivement & JO, J1 et J2). Aprés deux jours (J2), aucune bande n’a été
observée sur membrane, laissant supposer que la concentration des particules PS était

inférieure & la limite de détection du WB (10° p/ml).

Figure 16 : Analyse des protéines des pseudovirus par western-blot

c- Analyse des PS par RT-PCR en temps réel

Aprés concentration des prélévements d’eau de mer inoculée avec les pseudovirus et
extraction des acides nucléiques par ébullition, I’ARN a été quantifié par RT-PCR en temps
réel. Sachant que le nombre de copies d’ARN contenu dans une particule de PS a été estimé a
50 par quantification en temps réel, nous avons déduit du nombre de copies donné par

I’amplification le nombre de particules contenues dans les prélévements (figure 17).
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Figure 17 : Analyse par RT-PCR en temps réel de la décroissance des PS en eau de mer a
25°C.

Une décroissance d’environ 1,5 unités logip a été observée contrairement au 4 unités logio
obtenues par quantification par Elisa. Pour vérifier si I’ARN détecté par RT-PCR en temps
réel correspondait a de I’ARN libre ou attaché a VP2, nous avons fait une nouvelle incubation
a 25°C d’eau de mer inoculée avec 10% p/ml de PS et 10° copies/ml d’ARN ayant servi a la
construction des pseudovirus. Apres concentration des échantillons, les PS ont été quantifiés
par Elisa et par RT-PCR en temps réel, I’ARN par RT-PCR en temps réel (figure 18). Les
mémes résultats que ceux obtenus précédemment, & savoir une différence de décroissance
significative, ont été observés entre la quantification par Elisa et celle par RT-PCR en temps
réel. Une decroissance de plus de 4 unités logio a été obtenue pour I’ARN libre. D apres
I’analyse des régressions linéaires, cette décroissance est significativement différente de celle
observée pour les PS laissant donc penser que I’ARN détecté par quantification des
pseudovirus par RT-PCR en temps réel n’est pas libre.
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Figure 18 : Comparaison de la décroissance des PS (RT-PCR en temps réel et Elisa) et de
I’ARN libre (RT-PCR en temps réel) en eau de mer a 25°C.

3- Comparaison de la stabilité du virus de Norwalk et des VLPs NV

a- Stabilité du NV et des VLPs NV mesurée par Elisa

Une eau de mer naturelle a été inoculée avec 10° p/ml de virus de Norwalk ou de VLPs
NV. Pour les 4 expériences, les particules ont été concentrées de la méme facon par filtration
puis analysées par Elisa double sandwich. Les moyennes géométriques calculées pour chaque
prélevement ont montré une réduction du titre initial d’environ 2 unités logarithmiques apres
incubation 6 jours a 25°C pour les NV et les VLPs NV (figure 19). Aprés analyse des droites
de régression, les taux de décroissance pour les NV et les VLPs NV ont été trouvés similaires
[- 0,324 (Cl a 95 % de — 0,48 & — 0,17) et — 0,374 (Cl a 95 % de — 0,48 a — 0,27)

respectivement].
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Figure 19 : Comparaison de la stabilité des particules de rotavirus et de VLPs 2/6 en eau de

mer & 25°C pendant 6 jours.
b- Analyse des protéines

Apres concentration des échantillons d’eau de mer, les particules de NV et de VLPs NV
ont été analysées par western-blot. Seule la protéine VP1 est visible sur gel, VP2 étant
présente en trop faible quantité. La seconde bande observée correspond a un produit de
dégradation. La protéine VP1 a été observée sur la membrane pour les deux types de
particules jusqu’au sixiéeme jour (J6) avec une diminution de I’intensité des bandes chaque

jour (figure 20).
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Figure 20 : Analyse des protéines de NV (A) et des VLPs NV (B) par western-blot.

VP1
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I11. Etude de la purification des huitres
1- Purification des huitres artificiellement contaminées avec du RV bovin

Aprés 96 h de contamination, les huitres ont été mises en purification a 22 °C dans le
pilote. Apres concentration virale et extraction, les acides nucléiques ont été amplifiés par RT-
PCR. Deux expériences de contamination suivies de 11 jours de purification ont été réalisées.
Lors du premier essai de purification, les RV ont pu étre détectés jusqu’au neuvieme jour de
purification. Un signal positif a été obtenu jusqu’au onziéme jour de purification lors de la

seconde expeérience.

2- Purification des huitres apres bio-accumulation de VLPs 2/6

Les huitres ont été artificiellement contaminées avec 3 concentrations différentes de
VLPs 2/6 (expérience A: 5.10%? particules ; expérience B: 5.10' particules, expérience C:
5.10° particules) pendant 24 h puis mises en purification dans le pilote pendant 7 jours & 22°C.
Les VLPs ont été concentrés par PEG, puis analysées par Elisa. Apres 24 h de contamination,
et ce quel que soit le nombre de VPLs 2/6 inoculés dans I’eau de mer, toutes les particules ont
été retrouvées dans les huitres. La contamination des huitres a donc été d’environ 102, 10% et
10° particules / huitre respectivement pour les expériences A, B et C. Comme démontré par
les valeurs des moyennes géométriques calculées pour chaque prélevement, le titre initial de
10" particules/ huitre en début d'expérimentation (J0) (expérience A) a été réduit d’environ
1,5 unités logio aprés 7 jours de purification 22°C; la décroissance observée pour les
expériences B et C étant d’une unité logye (figure 16). Les taux de décroissance des
expériences B et C ont été similaires et le taux de décroissance de I’expérience B légérement
supérieur a la limite de I’intervalle de confiance a 95 % de I’expérience A comme le démontre
I’analyse de régression linéaire (- 0.235 [Cl a 95 % de - 0.317 a - 0.154], - 0.147 [Cl a 95 %
de - 0.236 & - 0.06] et —0.161 [CI & 95 % de - 0.240 a - 0.08], respectivement pour expérience
A, BetC).
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Figure 21 : Cinétiques de purification des huitres contaminées avec lesVLP2/6 dans le pilote

a 22°C pendant 7 jours.

3- Purification naturelle des huitres sur I’estran sous influence des marées

Pour les expériences A, B et C, les 7 jours dans une eau a 22°C dans le pilote n’ont pas permis
de purifier les huitres artificiellement contaminées en VLPs 2/6. Comme les VLPs ne sont pas
des particules pathogénes, nous avons mis ces huitres sur I’estran devant I’établissement
conchylicole pour une purification naturelle sous influence des marées. Les huitres ont été
prélevées réguliérement puis analysées par Elisa jusqu’a obtention d’un résultat négatif (< 10*
particules / huitre). La variation de la température de I’eau de mer (de juillet a septembre
2003) a étée de 17 a 22°C. Pour comparer les décroissances indépendamment du niveau de
contamination en VVLPs 2/6, la valeur de N/No (ou N est le nombre de particules / huitre a un
temps t et No le nombre de particules / huitre aprés les 7 jours de purification dans le pilote) a
été calculée et les droites de régression tracées pour chaque expérience (figure 22). Pour les
expériences A et B, les pentes des droites de régression ont été du méme ordre (- 0,069 et -

0,060 respectivement) comparées a celle de I’expérience C (- 0,031). Pour I’expérience A, 89
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jours ont été nécessaires pour obtenir un resultat négatif par Elisa ; 77 et 44 jours ayant été
nécessaires pour atteindre cette limite de détection respectivement pour les expériences B et
C.
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100

®A
EB
AC

Figure 22 : Cinétiques de purification naturelle des huitres artificiellement contaminées.

L’analyse de régression linéaire a un niveau de confiance de 95 %, montre une différence
significative entre les valeurs obtenues pour I’expérience C comparées aux valeurs des

expeériences A et B.
4- Purification des huitres apres bi-contamination phages et VLPs 2/6

Les huitres ont été artificiellement contaminées dans le pilote avec 10° PFU/mI de
phages MS2 et 5 10° particules de VVLPs 2/6. Aprés 24 h, le niveau de contamination obtenu
pour les phages (2,6 10° PFU/ huitre) a été inférieur & celui obtenu pour les VVLPs 2/6 dans les
huitres (10° particules / huitre). Pour comparer les décroissances indépendamment du niveau
de contamination initiale, les valeurs de N/No ont été calculées pour chaque prélevement.
Comme démontré par les valeurs des moyennes géométriques calculées, apres 7 jours a 22°C,
une réduction d’environ 0,4 unités logio a été observée pour les phages alors que le niveau de

contamination en VLPs 2/6 n’a été réduit que de 0,15 unité logso (figure 23). Apres analyse
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statistique, une différence significative a été observée entre les taux de décroissance des
phages et des VLPs 2/6.

1.10 -
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0.90 -

0.80 - & phages MS2

m VLP2/6

0.70 ~

0.60 ~

log N/NO PFU/huitre (MS2)

0.50 -

log N/NO nb particules/ huitre (VLP)
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Figure 23 : Cinétiques de purification des huitres contaminées en phages MS2 et VLPs 2/6

dans le pilote a 22°C pendant 7 jours.

5- Purification des huftres artificiellement contaminées en VLPs NV

Aprés 24 h de contamination avec 10° particules de VLPs NV, les huitres ont été placées
en purification dans le pilote & 22°C. L'analyse par Elisa détecte 10° particules / huitre et
aucune VLP NV dés le 1* jour (J1), bien que les controles Elisa soient positifs. Des
expériences de bio-accumulation a I’échelle du laboratoire ont été réalisées en testant des
contaminations en VLPs de 5 10°, 10° et 10** particules. Aprés analyse par Elisa, aucune
concentration supérieure a 10° particules / huitres n'a pu étre mise en évidence. La vérification
de l'absence de particules dans I’eau de mer ayant servie a la contamination, a confirmé que
les huitres avaient bien filtré. Ces résultats paraissant surprenants, nous avons réalisé une
détection par immunohistochimie sur les coupes des glandes digestives. Par cette technique,

des VLPs ont été visualisées. Cette méthode ayant une sensibilité de détection supérieure a
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10° particules / huitre, ceci suggére un probléme de détection par la méthode Elisa ou de
concentration des particules.

Pour éliminer cette hypothese, nous avons testé une précipitation PEG d’une nuit au lieu de 1
h. Cet essai n’a pas permis d’améliorer la détection des VLPs par Elisa. D'autres essais sont

en cours pour identifier le probleme méthodologique qui doit exister au niveau du test Elisa.
IVV. Etude de la fixation des VLPs NV et du NV sur les tissus d’huitres
1- Fixation des VLPs NV sur coupes de glandes digestives
Aprés fixation des VLPs NV dilué au 1/4 000°™, les coupes ont été révélées par

immunohistochimie. Une fixation sur des tissus spécifiques des glandes digestives a été
obtenue (figure 24).

Figure 24 : Fixation des VLPs NV sur les glandes digestives d*huitres.
A : contrdle négatif sans VLPs NV. B: VLPs NV fixées sur les diverticules et tubules

digestifs C : VLPs NV fixées sur les cellules intestinales

Aucune coloration brune-rosée n’a été observée sur les controles négatifs (figure 24 A).
Aucune fixation n’a été notée sur le tissu conjonctif. Une fixation des VLPs NV a été
observée sur les diverticules et les tubules digestifs (figure 24 B) ainsi que sur les cellules
intestinales (figure 24 C). Une fixation a également été obtenue sur les cellules de I’estomac
quand celui-ci était visible. Nous avons pu également constater une fixation des VLPs NV sur
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les palpes labiaux lorsque ceux-ci ont été prélevés lors de certaines dissections des glandes

digestives.

2- Identification de la structure de fixation des VLPs NV sur coupes de glandes
digestives

a- Inhibition par le périodate de sodium

Les coupes de glandes digestives ont été traitées par le périodate de sodium avant la fixation
des VLPs NV. Les lames ont ensuite été révelées par immunohistochimie (figure 25).

Figure 25 : Effet du traitement au périodate de sodium sur la fixation des VLPs NV sur
coupes de glandes digestives.

A : sans traitement. B : avec traitement.

Une inhibition partielle de la fixation des VLPs NV a été obtenue aprés traitement au
périodate de sodium. Le périodate de sodium permettant d’ouvrir les cycles osidiques, ces
résultats pourraient supposer une fixation des VLPs NV sur des sucres.

b- Inhibition par le lait maternel

L’effet de deux laits maternels, I’un provenant d’une mere sécrétrice et I’autre d’une

meére non sécrétrice, a été testé sur la fixation des VLPs NV sur les coupes de glandes
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digestives. Une inhibition partielle a été observée apres traitement avec un lait de mere
sécretrice (figure 26 B et D). Le lait de mere non sécrétrice n’a eu aucun effet sur la fixation
des VLPs NV (figure 26 A et C).

Figure 26 : Effet de lait maternel de mére non sécrétrice (A, C) et de mere sécrétrice (B, D)

sur la fixation des VLPs NV sur les glandes digestives.

c- Inhibition par la salive

Avant fixation sur les coupes de tissus, les VLPs NV ont été incubées avec des salives
d’individus de phénotype sécréteur (17 salives d’individus de phénotype O, 17 salives
d’individus de phénotype A et une salive d’individu de phénotype B) ou de phénotype non
sécréteur (5 salives). L’effet inhibiteur de ces salives a été testé par révélation
immunohistologique. Par rapport au controle positif sans incubation avec la salive (figure 27
A), I’incubation avec les 5 salives d’individus de phénotype non sécréteur n’a pas eu d’effet
sur la fixation des VLPs (figure 27 B). Au contraire, un effet inhibiteur quasi-total de la

fixation a été observé aprés incubation des VLPs NV avec les salives d’individus de
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phénotype sécréteur (figure 27 C et D). L’inhibition de la fixation avec la salive d’individu de

phénotype B n’a été que partielle.

Figure 27 : Effet de salives d’individu de phénotype non sécréteur et sécréteur sur la fixation
des VLPs NV sur les glandes digestives.
A : contrdle positif ; B : salive d’individu de phénotype non sécréteur ; C : salive d’individu

de phénotype A sécréteur ; D : salive d’individu de phénotype O sécréteur.

3- Comparaison de la fixation du NV et des VLPs NV aprés bio-accumulation

dans les huftres

Aprés bio-accumulation du NV (5 10® particules) ou de VLPs NV (10* ou 10°
particules) dans les huitres pendant 12 ou 24 h, les glandes digestives ont été prélevées puis
les inclusions réalisées. Les coupes ont ensuite été révélées par immunohistochimie. Apres 12
h de bio-accumulation, les NV ont été retrouvés dans les conduits et tubules digestifs mais
aussi dans les cellules circulantes dans le tissu conjonctif tels que les hémocytes, les
macrophages et les sinus veineux (figure 28 A). Aprés 24 h de bio-accumulation, les NV ont
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été beaucoup plus visibles dans les cellules circulantes que dans les tissus digestifs (figure 28
B)

Figure 28 : Fixation des NV apres bio-accumulation pendant 12 (A) ou 24 h (B)
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Pour les VLPs NV, les mémes observations que pour les NV ont été obtenues quelle que soit
la concentration en particules (figure 29).

ER:

Figure 29 : Fixation des VLPs NV aprés bio-accumulation dans les huitres de 10° particules
pendant 12 h (A) ou de 10 pendant 12 h (B) ou 24 h (C).
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4- Inhibition de la bio-accumulation des NV et des VLPs NV dans les huitres

Afin de vérifier si I’effet inhibiteur des salives d’individu de phénotype secréteur sur
la fixation des VLPs NV était reproductible sur la bio-accumulation, deux salives (individu de
phénotype sécréteur et non sécréteur) ont été incubées avec les NV et les VLPs avant de
contaminer les huitres. Un témoin positif de bio-accumulation sans salive a éte réalisé. Apres
12 h d’incubation, les glandes digestives ont été prélevées puis I’inclusion réalisée. Les
premiers résultats d’immunohistochimie suggerent une inhibition de la fixation des NV et des
VLPs par la salive d’individu de phénotype sécréteur. D'autres essais sont en cours pour

confirmer ces résultats.
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A-Détection des norovirus (NoV) et des rotavirus (RV)

Dans cette partie de notre travail, nous nous sommes intéresses :

- a I’amelioration de la détection des NoV et RV dans les coquillages par évaluation
d’un kit d’extraction des acides nucléiques

- au développement de la RT-PCR en temps réel pour les NoVs avec une étude de la
sensibilité de cette méthode

- ala question d’une potentielle contamination des huitres par des NoV animaux (étude

réalisée aux USA).

I. Comparaison des deux méthodes d’extraction

Il a été clairement démontré que la méthode de choix pour détecter les NoV, les RV et
autres virus entériques humains dans les coquillages est la RT-PCR. Cependant les méthodes
d’extraction ne sont pas toujours compatibles avec une amplification génomique, en effet,
dans certains cas, les substances inhibitrices peuvent étre extraites et concentrées en méme
temps que les ARN viraux. Cet effet inhibiteur est d’autant plus notable que le nombre de
copies de génome viral dans I’échantillon est faible (Jaykus et al., 1996). Le degré d’efficacité
de la détection virale par RT-PCR dans les coquillages résulte ainsi de deux facteurs :
I’efficacité de la méthode d’extraction utilisée et le degré de pureté finale de I’acide nucléique
extrait (Bosch et al., 2003).

L’etape de concentration virale utilisant le PEG est efficace puisque, lors des expériences
de contamination artificielle d’eau de mer ou d’huitres avec des VLPs RV, l'analyse par Elisa
a montré une récupération totale des particules inoculées, dans le culot obtenu aprés
concentration par PEG. Nous nous sommes donc orientés vers une comparaison de deux
techniques d’extraction.

La méthode d’extraction « Baylor » (mise au point au Baylor College of Medicine, R. Atmar)
est utilisée au laboratoire depuis une dizaine d’années. Cette méthode a été largement validée
sur des échantillons contaminés artificiellement ou naturellement, lors d’études
épidémiologiques ou de surveillance (Atmar et al., 1995, 1996 ; Le Guyader et al., 1996,
2000, 2003). Elle présente des inconvénients (méthode longue, environ 8 h de manipulation,
comportant de nombreuses étapes pouvant entrainer des pertes d’acides nucléiques) et des
avantages (pas d’équipements lourds, réactifs peu toxiques et peu chers). Cette méthode est
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difficilement standardisable en raison des nombreuses étapes, bien qu’une inter-calibration ait
été réalisée aux USA avec succes dans cing laboratoires (Atmar et al., 1996). Cependant, tous
les inhibiteurs ne sont pas éliminés lors de I’extraction. Une étude de site réalisée
derniérement au laboratoire a montré un taux d’inhibition de 15 %, aprés extraction par la
méthode Baylor. L’efficacité d’élimination des inhibiteurs par une capture spécifique des
ARN sur billes magnétiques a été démontré pour les échantillons d’eaux lors d’un travail
récent (Loisy et al., 2000 : publication N° 6)

Depuis quelques années, la pertinence de kits d’extraction simples et rapides a été démontrée
pour I’extraction d’ARN des virus dans les selles de malades (Bon et al., 1999 ; Traoré et al.,
2000 ; Greening et al., 2001 ; Lees et al., 2000 ; Atmar et al., 2001). Bien que ces Kits soient
colteux, ils offrent la possibilité d’avoir une méthode rapide, reproductible et facilement
applicable, méme par des manipulateurs peu habitués aux extractions d'acides nucléiques.
Nous avons donc décidé de comparer un kit d’extraction avec la méthode Baylor en terme
d’efficacité d’extraction et d’élimination des inhibiteurs.

Notre choix s’est orienté vers le kit d’extraction Qiagen RNeasy plant. Il n’existe pas de kit
spécial pour I’extraction des acides nucléiques des coquillages, le kit EZBA Mollusc RNA
(Omega Bio-Tech) n’étant pas efficace pour les coquillages, mais plutdt destiné aux
mollusques terrestres, arthropodes et asticots (Ribao et al., 2004). L’efficacité des kits RNeasy
Qiagen a été démontrée lors de différentes études cliniques (Bon et al., 1999 ; Chikhi-Brachet
et al., 2002). Ces kits sont basés sur une lyse en tampon guanidium isothiocyanate, suivie de
fixation sur colonnes de gel de silice, puis élution de I’ARN. C’est une méthode donc proche
de celle décrite par Boom et al., (1990) recommandée pour extraire les ARN des coquillages
dans de nombreuses méthodes (Hafliger et al., 1997 ; Legeay et al., 2000 ; Lees et al., 2000 ;
Muniain-Mujika et al., 2000 ; Formiga Cruz et al., 2002 ). Le kit Qiagen RNeasy plant a été
validé sur des échantillons de selles pour les NoV et RV (Kok et al., 2000).

Le virus, généralement adsorbé sur des particules, est accumulé dans les coquillages
naturellement contaminés apres persistance dans I’environnement. Au contraire, dans le cas
de la contamination artificielle, I’inoculum est rajouté directement dans un broyat de
coquillages avec un temps de contact court. Nous avons choisi de comparer les deux
méthodes d’extraction directement sur des coquillages prélevés en milieu naturel. Pour
disposer de coquillages potentiellement contaminés, les prélévements ont été effectués dans
des zones classées B et C. L’effet matrice pouvant étre important pour les coquillages, la
comparaison a eté faite sur des huitres et des moules (Hafliger et al., 1997).
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Concernant I’élimination des inhibiteurs, le kit a donné les meilleurs résultats permettant de
lever I’inhibition dans 78 % des échantillons contre seulement 38 % pour la méthode Baylor
avec une discordance pour seulement 8 % des échantillons. 1l n’y a pas eu d’effet matrice
observé. Ces résultats confirment ceux observés par Sair et al., (2002) et Ribao et al., (2004).
Si aucune différence n'a été montrée statistiguement concernant I’efficacité d’extraction des
ARN pour les deux méthodes, moules et huitres cumulées, il semble que la méthode Baylor
permette de détecter plus d’échantillons. Une différence plus marquée a été observée pour
I’efficacité d’extraction des RV en particulier pour les huitres. Aucun RV n’a pu étre détecté
apreés extraction avec le kit alors que 6 échantillons ont été trouvés positifs aprés extraction
par la méthode Baylor. Le kit Qiagen RNeasy plant semble donc peu efficace pour
I’extraction des ARN double brins dans les coquillages. A notre connaissance, aucun kit
d’extraction des RV dans les mollusques filtreurs n’a été validé pour les RV. Suite a ces
résultats, nous avons comparé I’efficacité des deux méthodes d’extraction pour les astrovirus,
entérovirus et virus de I’hépatite A. Aucun virus de I’hépatite A n’a été détecté pour les 2
méthodes. Comme observé pour les NoV, si statistiquement, les différences d’efficacité
d’extraction ne sont pas significatives, la méthode Baylor a toujours permis de détecter un
plus grand nombre d’échantillons positifs en astrovirus et entérovirus que I’extraction par le
kit (données non présentées). Le kit Qiagen RNeasy plant semble avoir une efficacité
d’extraction des ARN viraux inférieure a celle de la méthode Baylor.

Pourtant depuis quelques années, des kits d’extraction sont de plus en plus utilisés pour
extraire les ARN des coquillages (Mullendore et al., 2001 ; Di Pinto et al., 2003 ; Nishida et
al., 2003 ; Beuret et al., 2003 ; Shieh et al., 2003 ; Sunen et al., 2004). Sair et al., (2002) ont
montré que la colonne Qiashredder Homogenizer (Qiagen) permettait une meilleure
élimination des inhibiteurs, une filtration des débris insolubles, une diminution de la viscosité
et par consequent une suspension plus facile du culot d’ARN final. Une étude de comparaison
de 8 kits commercialisés pour I’extraction du virus de I’hépatite A dans les moules a démontré
gu’une tres bonne sensibilité de détection pouvait étre atteinte avec le kit Qiagen RNeasy
plant, sur des moules artificiellement contaminées par le virus de I’hépatite A (Ribao et al.,
2004).

Dans la méthode Baylor, la lyse des virus par la protéinase K apparait efficace. Le kit permet
quant a lui, d’eliminer les inhibiteurs (Sair et al., 2002). 1l pourrait étre intéressant de tester
une combinaison entre les deux méthodes avec (1) une étape de lyse par la protéinase K, au
lieu de la lyse par le tampon du kit a base de guaninidium isothiocyanate, (2) une étape de
centrifugation sur la colonne Qiashredder Homogenizer, (3) les différentes étapes de fixation-
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élution sur colonnes de silice permettant I’élimination des inhibiteurs. Une telle méthode
permettrait également d’évaluer d’éventuelles pertes d’ARN viraux lors des différents
passages sur colonne en comparaison avec la méthode Baylor ou vice versa.

La validation d’une méthode de détection des virus dans les coquillages nécessite également
I’utilisation d’un contréle d’extraction et de RT-PCR ajouté en quantité connue dans
I’échantillon a analyser. Ces contréles sont en géneral de courts fragments d’ARN, comme
par exemple les armored-RNA Norovirus Gl et Gl (Ambion) dont la taille fait 281 pb.
L’intérét d’un contréle type Armored RNA est d’avoir un ARN calibré, disponible, encapsidé
dans une particule et donc protégé des dégradations par les RNAses (Pasloske et al., 1998 ;
Beld et al., 2004). Or, les colonnes de gel de silice utilisées dans les kits, ne permettent pas de
fixer des ARN de taille inférieure a 200 pb. Apres extraction directe des Armored-RNA par le
Kit, aucun signal n’a été obtenu alors qu’une extraction par ébullition nous a permis
d’atteindre une limite de 107 unités RT-PCR. Ce critére de taille minimum peut constituer un
facteur déterminant dans le choix de la méthode.

Le kit RNeasy plant ne nous a pas apporté entiere satisfaction, une adaptation aux coquillages
étant sans doute nécessaire. La concentration par le PEG peut constituer un des éléments
limitant pour le kit en diminuant I’efficacité de la colonne Qiashredder Homogenizer. Sans
remettre en cause I’efficacité de la protéinase K, afin de simplifier la méthode Baylor, il
pourrait étre intéressant d’évaluer la pertinence de réactifs tels que le Trizol, RNAzol ou Tri-
reagent, mélanges de guanidium isothiocyanate, de phénol et de chloroforme (Myrmel et al.,
2004 ; Kingsley et al., 2002 ; Sair et al., 2002 ; Schwab et al., 2000 ; Arnal et al., 1999).
Depuis nos essais de comparaison, I’efficacité des kits RNeasy Qiagen a été démontrée lors de
différentes etudes sur des coquillages artificiellement ou naturellement contamines ou
impliqués dans une épidémie (Mullendore et al. 2001 ; Shieh et al., 2003 ; Nishida et al.,
2003). A contrario, une faible efficacité d’extraction du kit RNeasy Qiagen a été démontrée
sur des huitres naturellement contaminées, par comparaison avec la méthode d’extraction du
Laboratoire  Communautaire de Référence pour la surveillance de la contamination

bactériologique et virale des mollusques bivalves (Lees, 2004).

A I’heure actuelle, la méthode Baylor, en raison de son efficacité et de sa sensibilité

prouveées, reste notre méthode de choix.
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I1. Contamination en norovirus dans les huitres

L’efficacité mais aussi I’adaptabilité de la méthode Baylor ont également €té prouvées
lors de I’étude de la contamination des huitres américaines.
Lors du transfert de la méthode d’analyse, chaque modification apportée a été validée sur des
extraits de selles ou d’huitres artificiellement contaminées. La méthode mise en place, 51
échantillons d’huitres commercialisées ont été analysés. Un panel de 8 couples d’amorces,
spécifiques de souches humaines, de souches animales (PEC, BEC ou les 2) ou de souches
humaines et animales a été utilisé. Les extraits ont été analysés par RT-PCR, confirmée par
hybridation ; lorsque cela a été possible, le séquencage a été réalisé aprés purification des
produits de PCR.
Sur les 51 lots d’huitres analysés, 5 ont été trouvés positifs en NoV Gl et 16 en NoV GlI. Ce
résultat est en accord avec les données cliniques démontrant que le génotype Gll.4 prédomine
aux USA (Fankhauser et al., 2002). Dans une épidémie survenue a Wooster en février 2003
dans une maison de retraite, nous avons également trouvé dans les selles de malades une
souche (Hun95) appartenant au NoV GlIl.4 (données non présentées). Parmi les échantillons
positifs en Gll, une séquence proche a 90 % de la souche Miami Beach (Gl1.4) et a 96,5 % de
la souche Farmington Hill (Gl1.4) a été obtenue. La souche Miami Beach appartient au groupe
95-96 US ayant une circulation mondiale (Noel et al., 1999). De mai a décembre 2002, 45 %
des épidémies de gastro-entérites ont été attribuées a la souche Farmington Hills, souche
également détectée lors de croisieres successives (Widdowson et al., 2004).
Le réseau de surveillance « Foodborne viruses in Europe », mis en place en 2001, a démontré
une prédominance des épidémies dans les établissements de santé avec un nombre important
d’épidémies a NoVs GllI en 2002 (augmentation de 77-126 % aux Pays-Bas, Angleterre, Pays
de Galles et Allemagne). Cette observation a été corrélée avec I’émergence d’un nouveau
variant de NoV GlI.4 a travers I’Europe associée a I’apparition inusuelle de pics épidémiques
atypiques au printemps et en été (Lopman et al., 2004). Comme le souligne Kirkwood (2004),
les souches GlI.4 sont reconnues comme le génogroupe le plus commun dans différents pays
et en Europe. Pourquoi ces souches prédominent-elles ? Sont-elles plus virulentes ? Par
rapport aux autres souches Gl1.4, le nouveau variant ne possede qu’une substitution en acide
aminé de signification peu claire, situé dans la région de la polymérase. L’apparition de
nouveaux phénotypes semble liée a des altérations structurales comme la disparition de la

structure en hélice et a I’accumulation de mutations dans la protéine de capside (Nilsson et al.,
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2003). Ces modifications dans la région hyper variable de la capside semblent avoir un réle
dans I’antigénicité et pourraient ainsi influencer la réponse immunitaire (Chen et al., 2004).
Vinje et al., (2003) aprés comparaison de 7 méthodes, ont rapporté un taux de détection des
Gl1.4 de 66 a 100 %, supérieur aux taux obtenus pour les autres Gll. Cette prédominance des
Gll.4 pourrait alors étre due a un biais dans le diagnostic favorisant la détection de ce
génotype. Dans tous les cas, nos résultats démontrent bien que la contamination des huitres
reflete celle de la population, et apres commercialisation, pourrait présenter un risque pour la
santé humaine.

Les amorces Mon 431, 432, 433, 434 définies par le CDC, s’étant révélées trés pertinentes
pour la detection des NoVs dans les selles de malades, nous les avons testées sur les
échantillons de coquillages (Green et al., 2002). Seul un échantillon (ys 4) s’est révélé positif
apres amplification des ARN extraits d’huitres avec ces amorces. Sur les conseils de Steeve
Monroe (CDC), une RT-PCR multiplex en une étape utilisant les 4 amorces dans le méme
mélange réactionnel a été évaluée afin d’augmenter la sensibilité. Aucun résultat positif
n’ayant alors été obtenu, le kit Qiagen One Step RT-PCR a été utilisé plutdt que les enzymes
reverse transcriptase AMV et Tag polymérase Proméga non préconisees pour une
amplification en une étape. Seul I’échantillon ys4 a pu étre amplifié dans les conditions
d’utilisation du kit recommandées par le fabricant. Ce résultat peut étre dd a la faible
efficacité d’amplification du kit de RT-PCR une étape Qiagen (Ribao et al., 2004). Les autres
amorces utilisées ayant permis d’obtenir une bonne sensibilité de détection, aucun autre Kit
n’a été testé.

Aucun échantillon trouvé positif en NoV Gl n’a pu étre amplifié avec les amorces JV13/JV12.
Il a été montré que ces amorces ne permettaient pas d’amplifier les souches Desert Shield like
ce qui pourrait expliquer nos résultats (Johansson et al., 2002). Ces amorces ont depuis été
modifiées (JV131/JV12Y) (Vennema et al., 2002).

Pour 2 échantillons, une contamination multiple en NoV Gl et GIl a été trouvée. La
contamination multiple n’est pas un phénomeéne rare pour les coquillages puisqu’elle a été
fréqguemment démontrée pour des huitres impliquées dans une épidémie (Sugieda et al., 1996 ;
Henshilwood et al., 1998 ; Le Guyader et al., 2000). L’échantillon ys 43 a été amplifié avec
les amorces P110 /4611, JV13/JV12 puis confirmé par les sondes GGII et P116 mais aussi
avec les amorces PEC65/PEC66. L’analyse de I’échantillon ys 42 déemontre que le couple
JV13/JV12 permet d’amplifier les NoV porcins, résultats en accord avec Van der Poel et al.,
(2000). Bien que deux souches aient été classées dans un nouveau génotype du GllI, les PEC
appartiennent généralement au GIV (Sugieda et Nakajima, 2002 ; Green et al., 2001). Les
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sondes GGII et P116, spécifiques des NoV GlI, n’ayant pas confirmé I’amplification par
PECG65/66, ce résultat suggere une contamination multiple NoV GllI et PEC pour le lot ys 43.
Deux échantillons d’huitres (ys 42, ys 43) ont été trouvés positifs en PEC et deux autres
échantillons (ys 44, ys 45) en BEC. Bien que ces échantillons n’aient pu étre séquencés a
I’heure actuelle, les mémes résultats ont été obtenus a partir de différents ARN extraits de ces
huitres et amplifiés au moins deux fois, laissant supposer une amplification spécifique. Les
NoV bovins n’ont pu étre amplifiés qu’avec les amorces définies spécifiguement pour
détecter les BEC, confirmant que ceux-ci appartiennent & un génogroupe différent des NoV
Gl et Gl (Oliver et al., 2003 ; Smiley et al., 2003 ; Wise et al., 2004).

Ces résultats confirment la pertinence de la méthode Baylor et démontrent la présence de

norovirus animaux accumulés dans les huitres.

I11.Développement de la RT-PCR en temps réel pour les NoV

Suite a notre comparaison de méthodes d’extraction, nous nous sommes intéresses a la
simplification de la détection des norovirus dans les coquillages. Cette détection repose sur la
méthode de RT-PCR suivie d’un test de confirmation tel que I’hybridation ou la PCR semi-
nichee (Le Guyader et al., 2003 ; Koopmans et al., 2004). A I’heure actuelle, aucune amorce
définie dans la région de la polymérase ou de la capside ne permet de couvrir la diversité
génétique des NoV (Atmar et al., 2001 ; Vinjé et al.,, 2003). Leur détection est donc
relativement longue, surtout lorsque plusieurs couples d’amorces et différentes sondes sont
nécessaires pour atteindre une bonne sensibilité (Le Guyader et al., 1996, 2000, 2003).

Des données récentes ont démontré qu’une région relativement conservée existait dans les
régions 3’ de I’ORF1 et 5’de I’'ORF2 (Katayama et al., 2002 ; Kageyama et al., 2003 ; Vinjé
et al., 2004 ; Chen et al., 2004). La région 5’ de I’ORF2 a récemment été utilisée pour la
détection par RT-PCR en temps réel (Katayama et al., 2002 ; Kageyama et al., 2003 ; H6hne
et Schreier, 2004). La RT-PCR en temps réel permettant de combiner I’amplification,
I’hybridation et la détection des virus, il nous est apparu intéressant d’évaluer la pertinence de
cette technique par apport a notre méthode classique (RT-PCR et hybridation) pour la
détection des NoV dans les coquillages.

La premiére étape a concerné la définition des amorces et sondes de RT-PCR en temps réel. A
partir des séquences disponibles dans GenBank pour cette région et en privilégiant les souches

circulant en Europe (base de données « Foodborne Calicivirus in Europe »), nous avons

111



Discussion

vérifié la bonne adéquation des amorces désignées par I'équipe japonaise (Kageyama et al.,
2003) afin d’optimiser la sensibilité de détection. Concernant le genogroupe I, aucune
modification n’a été apportée, car peu de séquences sont disponibles dans cette région et la
variabilité observée est encore importante. Pour le génogroupe |1, une nouvelle combinaison
d’amorces et de sonde a été définie afin de diminuer au maximum la distance entre I’amorce
sens et la sonde, parameétre important pour obtenir une bonne sensibilité de détection.

Notre choix s’est orienté vers une chimie TagMan ou I’hybridation avec une sonde spécifique
est réalisée en temps réel, plutdt qu’une chimie Sybr Green ou la spécificité est verifiée
seulement en fin d’amplification par le tracé de courbes de fusion, sans utilisation de sonde
(Laverick et al., 2004 ; Hohne et Schreier, 2004). Différents kits de RT-PCR en temps réel en
une étape permettant une amplification rapide, simple et limitant les risques de contamination
ont ensuite été testés. L’analyse d’échantillons de selles a démontré la meilleure sensibilité
avec le kit Platinum Quantitative RT-PCR thermoscript one-step system (Invitrogen). Ces
résultats ont été confirmés par une comparaison des kits Invitrogen et Eurogentec sur les
extraits d’eau de station d’épuration ou les meilleurs résultats ont été obtenus avec le kit
Invitrogen. De méme, ce kit Invitrogen défini pour une RT-PCR classique (utilisant la méme
combinaison d’enzymes) a été montré comme étant le plus sensible dans une étude
comparative (Ribao et al., 2004). Par RT-PCR en temps réel, en utilisant le kit Invitrogen, une
sensibilité identique a celle observée par la méthode classique a été obtenue. Une étude
récente a également décrit la sensibilité de ce kit Platinum Quantitative RT-PCR thermoscript
one-step system (Invitrogen) (Hewitt et Greening, 2004). D’autres essais de RT-PCR en
temps réel en une étape ont été décrits pour la quantification des entérovirus et des astrovirus
dans I’environnement (Monpoeho et al., 2000 ; Le Cann et al., 2004).

Bien qu’une bonne sensibilité ait été obtenue, apres détection des NoV Gl par RT-PCR en
temps réel, dans les extraits de selles et d’huitres artificiellement contaminées, cette méthode
n’a permis d’amplifier qu’un seul échantillon comparé aux 7 positifs par la méthode
classique. Pourtant le couple d’amorces et sonde défini pour le Gl a démontré une large
réactivité dans I’étude japonaise (Nishida et al., 2003). Comme nos extraits d’acides
nucléiques sont restés congelés pendant plusieurs mois voire années, nous avons Vérifié la
possible dégradation de I’ARN. En utilisant la méthode de détection classique, ces 7
échantillons étaient toujours positifs, il aurait été surprenant d’observer une dégradation des
ARN de NoV Gl et une stabilité des ARN NoV GII. Une explication possible pourrait étre
une mauvaise homologie de ces amorces et sonde Gl avec les séquences circulant en France,

conduisant a une limite de détection plus élevée que celle observée pour la souche de
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référence du virus de Norwalk. Les 4 séquences obtenues pour ces échantillons d’huitres
positifs ont montré une homologie avec 4 génotypes Gl différents donc une assez large
diversité. Une récente étude allemande a présenté une modification de ces amorces pour
I’analyse de selles (Hohne et Schreier, 2004). Les premiers résultats d’évaluation de ces
amorces sur la souche de référence virus de Norwalk et sur un extrait de coquillage n’ont a
priori pas permis d’atteindre une bonne sensibilité de détection (données non présentées),
mais d’autres essais sont a réaliser. De méme, le Laboratoire Communautaire de Référence a
également proposé une modification de ces amorces (Lees, 2004), qui est en cours
d’évaluation au laboratoire.

Concernant la détection des NoV Gll, notre essai s’est révélé tres pertinent. Tous les
échantillons positifs détectés par la méthode classique I’ont aussi été par RT-PCR en temps
réel en utilisant un seul couple d’amorces comparé au panel d’amorces et de sondes
traditionnellement utilisé au laboratoire (Le Guyader et al., 1996, 2000, 2003, données
personnelles). Parmi les 14 échantillons positifs détectés uniquement par RT-PCR en temps
réel, un seul a pu étre détecté apres une nouvelle amplification avec le couple d’amorces
G2SKR/G2SKF défini dans la région de la jonction ORF1/ORF2 (Kojima et al., 2002). Ces
résultats pourraient indiquer une amplification non spécifique. Cependant, ces échantillons
ont des valeurs de Ct comprises entre 37 et 41 et un produit de PCR de taille appropriée (98
pb) apres migration sur gel d’électrophorese. De plus, 9 autres échantillons détectes par la
méthode classique et par RT-PCR en temps réel avec des valeurs de Ct de cet ordre,
correspondent a des souches NoV GII apres séquencage. Tous les extraits d’eau de station
d’épuration détectés positifs par la méthode classique I’ont également été par RT-PCR en
temps reel. Dans une étude précedente, nous avons pu détecter une souche impliquée dans une
épidémie unigquement avec des amorces spécifiques de la capside. Cela démontre que
certaines amorces définies dans la polymérase ne sont pas nécessairement les plus sensibles
pour I’analyse des coquillages (Le Guyader et al., 2003). Certaines souches visualisées par
microscopie électronique dans les selles ne peuvent pas étre détectés par RT-PCR a I’heure
actuelle (Rabeneau et al., 2003 ; Gallimore et al.,, 2004). De plus, durant notre étude,
Kageyama et al., (2004) ont défini une nouvelle amorce sens NoV GlI trés similaire a celle
que nous avons décrite. Cette modification leur a permis d’amplifier un grand nombre de
souches NoV GIl dont certaines n’avaient jamais eté décrites. L’amplification et le
séquencage du domaine N/S du gene de capside VP1 de ces souches a permis d’identifier 7
nouveaux génotypes NoV GIl. En raison du faible niveau de contamination de nos
coquillages, nous n’avons malheureusement pas pu séquencer ces 14 échantillons. Cependant,
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la définition des amorces, la haute température d”hybridation, la taille des produits de PCR et
les données publiées renforcent la spécificité de notre essai de RT-PCR en temps réel.

Lors de la comparaison, notre essai s’est révélé plus sensible que celui de Kageyama et al.,
(2002). Ces résultats ont été confirmés puisque une étude récente a décrit la modification de
cet essai, les amorces nouvellement définies étant trés proches des notres renforcant ainsi
notre choix (Kageyama et al., 2004).

Il est également intéressant de noter que des ARN conservés a —80°C depuis 1995 sont
toujours positifs, démontrant une bonne stabilité des acides nucléiques et une bonne qualité de
la méthode d’extraction (Atmar et al., 1995). Ce point souligne également la possibilité
d’amplifier un large panel de NoV GlI circulant depuis 1995.

De nombreuses méthodes de quantification des NoV ont été décrites, soit par simple dilution
en point limite dans des échantillons divers mais le plus souvent dans des selles (Jiang et al.,
1992b ; Schwab et al., 1998 ; Gilpatrick et al., 2000 ; Kingsley et Richards, 2001 ; Greene et
al., 2003 ; Rabeneau et al., 2003), par la méthode du nombre le plus probable dans les
coquillages (Le Guyader et al., 2003) et par RT-PCR en temps réel dans les selles (Kageyama
et al., 2003), les coquillages (Nishida et al., 2003) ou les eaux (Laverick et al., 2004). La
quantification par RT-PCR en temps réel se fait par utilisation d’un standard permettant
également d’évaluer la reproductibilité inter et intra essais. Cependant, la présence
d’inhibiteurs d’amplification (Ct d’un échantillon testé pur supérieur au Ct d’un échantillon
dilué au 1/10) a été détectée dans plus d’un quart de nos échantillons, avec un effet
reproductible de ces substances inhibitrices sur I’efficacité de I’amplification. Ces données
confirment I’inconvénient de la méthode d’extraction Baylor concernant les inhibiteurs, et
suggerent des limites a I’aspect quantitatif de la RT-PCR en temps réel. Les effets d’une
inhibition partielle sont vraisemblablement moins marqués en RT-PCR classique puisque
I’intensité du signal est mesurée dans la phase plateau de la PCR et non en temps réel. Ce
probléme d’inhibition, bien connu pour les coquillages (Schwab et al., 1998, 2001 ; Le
Guyader et al., 2000), mais aussi pour les échantillons d’eaux usees (Loisy et al., 2000 ;
Monpoeho et al., 2000 ; Laverick et al., 2004), doit étre résolu pour une quantification plus
fiable par RT-PCR en temps réel. Une autre limite a cette technique réside dans le faible
niveau de contamination des coquillages. En effet, la majorité de nos échantillons possedent
des valeurs de Ct comprises entre 37 et 41 correspondant généralement aux limites de
détection des standards pour lesquels la détection n’est pas toujours fidele et reproductible
(Bustin, 2002 ; Laverick et al., 2004). D’apres les études de quantification des NoV décrites,

la majorité de nos valeurs de Ct correspondraient a une contamination d’environ 10 a 100
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copies/huitre (Kageyama et al., 2003 ; H6hne et Schreier, 2004 ; Laverick et al., 2004). Ces
résultats sont en accord avec ceux de Nishida et al., (2003) pour lesquels des contaminations

de <10% & 10* copies/ huftre ont été trouvées.

Notre essai de RT-PCR en temps en une étape est sensible, rapide et reproductible. Il est
donc compatible avec la détection des faibles niveaux de contamination NoV GII trouvés
dans les coquillages qu’il est nécessaire de mettre en évidence compte tenu de la forte

infectiosité des norovirus.
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B- Apport des Virus-like Particles (VLPs)

La transmission des NoV et des RV via I’environnement marin constitue un important
probleme de santé publique. Jusqu’a maintenant, il n’existe pas d’outil disponible pour se
substituer aux virus dans I’environnement. La faible dose infectieuse, la forte diversité
génétique, la possibilité de transmission inter-espéce et le risque de réassortiments entre
souche animale et humaine conduisant a I’émergence de nouvelles souches, renforcent le
besoin de développer un outil permettant d’étudier le devenir des NoV et RV dans
I’environnement.

Une importante barriere a I’étude du comportement de ces virus dans I’environnement a
échelle autre que celle du laboratoire, réside dans I’impossibilité d’introduire des pathogénes
potentiels dans les eaux de station d’épuration, les parcs ostréicoles ou dans les huitres. Les
VLPs, substituts recombinants non infectieux, totalement inoffensifs, apparaissent alors
comme un outil modéle.

Comme nous I’avons vu précédemment, les VLPs NV et RV ont essentiellement été utilisées
dans le domaine clinique, une seule étude concernant I’environnement et I’investigation de
I’influence des interactions électrostatiques sur la filtration des VLPs NV sur le sable de
quartz a été décrite (Redman et al., 1997, 2001).

Cependant si la stabilité des VLPs RV et NV en eau stérile a 4°C est connue, aucune donnée
n’est disponible concernant la stabilité de ces particules en eau de mer. La premiére étape de
notre travail a donc été de vérifier si les VLPs NV et RV possédaient les mémes propriétés de

stabilité en eau de mer que les virus natifs.

I. Etude de la stabilité des VLPs en eau de mer naturelle

Les expériences ont été conduites a 25°C en eau de mer naturelle, car ces facteurs
températures et salinité sont importants pour I’inactivation des virus (Girones et al., 1989 ;
Bosch et al., 1993 ; Rzezutka et Cook, 2004). Pour concentrer et sélectionner uniquement des
particules completes, la méthode d’ultrafiltration avec un seuil a 100 kDA a été utilisée. Deux
méthodes de détection ont été utilisées: la méthode Elisa permettant de quantifier les
particules et la méthode de Western-blot permettant de vérifier I’intégrité structurale des
VLPs par la présence de la ou des différentes protéines de capsides composant les VLPs. Ces

deux méthodes, non utilisées au préalable au laboratoire, ont d’abord été optimisées afin
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d’obtenir des sensibilités de détection compatibles avec les concentrations rencontrées dans

I’environnement.

Concernant les rotavirus, une persistance similaire entre les RV bovins et les VLPs 2/6 a été
démontrée par les deux méthodes. Des résultats similaires ont été observés avec les VLPs
2/6/7 (données non présentées). Caballero et al. (2004) ont egalement démontré une stabilité
quasi identique entre les GFP-VLPs 2/6 et le RV humain Ito" P13 en eau de mer a 20°C. Ces
deux études, réalisees dans deux laboratoires différents et en utilisant des méthodes de
détection différentes, démontrent que les diverses constructions de VLPs RV constituent de
bons outils de substitution a I’utilisation des RV bovins et humains. Le taux de décroissance
observé pour les VLPs est comparable a celui obtenu par titration en culture cellulaire de virus
infectieux (Chung et al., 1993). Une bonne corrélation entre la décroissance de I’antigénicité
et I’infectiosité a été démontrée (Pancorbo et al., 1987). Dans I’étude de Caballero et al.
(2004), la décroissance observée est dix fois plus faible que dans notre étude. Cette différence
par rapport a nos résultats peut étre due a la température (20°C contre 25°C) et aux méthodes
de détection utilisées, a savoir culture cellulaire pour les RV et cytométrie de flux pour les
GFP-VLPs.

Nous avons également étudié la stabilité des pseudovirus par rapport a celles du RV bovin et
des VLPs 2/6. Si nous avons retrouvé la méme stabilité entre les RV et les VLPs 2/6, la
décroissance observée pour les pseudovirus par Elisa et WB a été plus rapide. Par RT-PCR en
temps réel, la quantification des pseudovirus a montré une décroissance du nombre de
particules/ml inférieure & celle observeée pour I’ARN libre servant & la construction des
pseudovirus. Ces résultats suggerent que I’ARN détecté par quantification des pseudovirus
par RT-PCR en temps réel n’est pas libre mais toujours fixé a VP2. Une décroissance
identique a été démontrée pour les pseudovirus concentrés par ultrafiltration et quantifiés par
RT-PCR apres immunocapture sur un anticorps anti-VP6 (Caballero et al., 2004). Ces
données, combinées a nos résultats d’Elisa, suggeérent qu’une partie de I’ARN détecté par RT-
PCR en temps réel lors de I’analyse des pseudovirus, est fixée sur des VLPs dégradées mais
de poids moléculaire supérieur a 100 kDA. Les GFP-VLPs et les pseudovirus ont montré une
résistance plus importante sous I’effet des UV que celles des RV humains, critére permettant
une estimation plus sécuritaire de I’effet des UV sur les virus (Caballero et al., 2004). Les

pseudovirus peuvent donc étre utilisés comme substitut des RV dans certains scénarios.
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Concernant les norovirus, nos résultats d’Elisa et de WB ont montré une stabilité identique du
NV et des VLPs NV en eau de mer a 25°C mettant en évidence le potentiel de VLPs NV a
constituer un substitut du virus. Une décroissance identique a été observée pour les deux types
de particules, résultats comparables a ceux obtenus pour les calicivirus félin et canin (Duizer
et al., 2004).

Ces données ont démontré pour la premiére fois la stabilité des VLPs RV et NV dans des
conditions environnementales. Ces particules peuvent étre utilisées comme outils novateurs

pour étudier le devenir des virus en eau de mer ou lors de la purification des coquillages.

Il. Etude de la purification des huitres

Comme nous I’avons vu précédemment, trés peu d’études ont été décrites concernant la
purification des coquillages, en particulier dans des bassins de type professionnel. Ce type de
bassin de purification a récemment été évalué pour la purification virale des coquillages
(Pommepuy et al., 2003b). Ce pilote de purification, permet une bonne stabilité, fiabilité et
reproductibilité des parameétres testés (aération, UV, rapidité du recyclage de [I’eau,
température, désinfection des eaux usées). Pommepuy et al., (2003b) ont montré qu’une
température supeérieure a 20°C et un apport de nourriture constituaient des critéres importants
pour une bonne purification. Si la température de 22°C a été sélectionnée, I’apport de
nourriture n’étant pas compatible avec des pratiques professionnelles pour des raisons de
codts, n’a pas été retenu.

Aprés 11 jours de purification a 22°C d’huitres artificiellement contaminées avec du RV
bovin, un signal positif a été obtenu en RT-PCR démontrant la persistance du virus. Ces
résultats sont en accord avec les données décrites pour les NoV et les VHA (Abad et al.,
1997 ; Schwab et al., 1998 ; Lees et al., 2004 ; Kingsley et Richards, 2003). Compte tenu du
risque d’introduire des virus dans I’environnement et de la difficulté de quantifier I’efficacité
de la purification par la méthode de RT-PCR, I’expérience n’a pas été renouvelée.
L’utilisation des VLPs RV et NV comme substitut viral a été préférée pour I’étude de la
purification.

Les expériences de bio-accumulation réalisées avec différentes concentrations de VLPs RV
2/6 ont démontré le pouvoir de concentration de ces coquillages, confirmant les données
précédemment décrites (Metcalf et al., 1982 ; Richards, 1988 ; Sobsey et Jaykus, 1991 ;
Burkardt et al., 2000). L’expérience de purification, apreés bi-contamination des huitres avec le
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phage MS2 et les VLPs 2/6, a montré une décroissance plus importante et rapide pour les
phages. Le temps de purification pour observer une décroissance de la concentration en
bactériophage d’1 logso a été évalué entre 0,77 et 6,2 jours a des températures supérieures a
20°C (Pommepuy et al., soumis). Bien que le bactériophage, en raison de ses caractéristiques
physico-chimiques, puisse constituer un modele pour étudier I’élimination des virus, les VLPs
semblent plus appropriées comme substitut viral.

Le niveau de contamination ne semble pas influer sur la purification puisque quel que soit le
nombre initial de VLPs 2/6 dans les huitres, la décroissance observée du nombre de particules
a été identique. Compte tenu de la faible purification observeée, les huitres ont été transférées
dans I’estuaire devant I’établissement ostréicole pour étudier I’effet d’une purification
naturelle sous influence des marées. Ceci a été possible puisque les VLPs, particules non
pathogénes, ne représentent pas de danger pour I’homme ou I’environnement. Les résultats de
purification naturelle ont démontré que plus le niveau de contamination était elevé, plus la
persistance des particules dans les coquillages était longue ; un résultat déja observé pour
d’autres virus (Richards et al., 1988 ; Schwab et al., 1998). Il est important de rappeler que les
cinétiques de purification observées ne sont valables que pour une contamination finale
inférieure & 10* VLLPs / huitre, correspondant & la limite de notre technique Elisa, et non pas a
une contamination nulle. A noter qu’aprés analyse par RT-PCR des ARN extraits, aucun
signal n’a eté obtenu, démontrant que les résultats d’Elisa ne correspondaient pas a une
contamination naturelle des huitres dans I’estuaire. Il est difficile de comparer nos données
puisque la plupart des études réalisées concernent le VHA et que la purification difféere selon
le type de virus (Richards, 1988 ; Sobsey et Jaykus, 1991). La persistance du VHA dans des
huitres contaminées avec 9.10% PFU, puis placées en aquarium, a été de 6 semaines par RT-
PCR ; I’infectiosité n’a plus été détectée apres 3 semaines (Kingsley et Richards, 2003). Bien
que les techniques de détection utilisées soient différentes, ces données confirment nos
résultats. La cinétique de purification observée pour I’expérience ayant le plus faible niveau
de contamination semble plus lente que celle des expériences réalisees avec des doses de
VLPs plus importantes. Cependant, I’élimination des VLPs est sans doute moins appréciable
pour des niveaux de contamination proche de la limite de sensibilité de I’Elisa. Néanmoins,
cette expérience présente I’intérét d’étre réalisée dans des conditions proches de celles
trouvées dans I’environnement. Pour une température identique, la persistance des VLPs a été
plus longue dans les huitres que dans I’eau de mer. Ce résultat suggere un effet protecteur des
huitres vis a vis des VLPs. Ces données de persistance trés longue des VLPs dans les huitres
semblent confirmer I’hypothese d’une séquestration des particules virales dans le tractus
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digestif (Di Girolamo et al., 1977 ; Sobsey et Jaykus, 1991 ; Romalde et al., 1994 ; Schwab et
al., 1998). Les particules ainsi séquestrées ne seraient pas sujettes a une libération rapide et
pourraient persister pendant de longues périodes, I’adhérence aux parois du tractus digestif

jouant un role protecteur (Richards et al., 1988 ; Pommepuy et al., 2003b).

Une expérience de purification dans le bassin professionnel a été reéalisee avec les VLPs NV.
Apreés 24 h de contamination avec des VLPs NV & 10° particules, le niveau de contamination
détecté dans les huftres n’était que de 10° particule / huitre. Aucune VLP détectée & J1 alors
que les capacités de bio-accumulation et de persistance des NoV dans les huitres ont été
démontrées (Schwab et al., 1998 ; Le Guyader et al., 2003 ; Lees et al., 2004). Les différents
essais réalisés a I’échelle du laboratoire avec différents niveaux de contamination n’ont pas
permis de détecter plus de 10° particules / huitres. Par contre la détection par
immunohistochimie sur les coupes de glandes digestives a permis de visualiser les VLPs, bien
que cette méthode ait une sensibilité de détection supérieure & 10° particules / huitre. Ces
résultats suggerent un effet matrice des huitres sur notre méthode de détection par Elisa. Il est
difficile d’évaluer cet effet puisque la technique d’Elisa n’est pas utilisée pour la détection des
NoV dans les huitres en raison de sa sensibilité (Metcalf et al., 1995). Une solution pourrait
résider dans I’'immunocapture des VLPs NV pour éliminer la matrice coquillage avant

I’analyse par Elisa (Gilpatrick et al., 2000).

Ces données confirment I’intérét des VLPs comme substitut des virus et la nécessité

d’améliorer les techniques de purification virale des coquillages.

I11. Etude de la fixation des VLPs NV et du NV sur les tissus d’huftres

Les résultats d’étude de la purification et la persistance des VLPs dans les coquillages
suggerent une fixation des virus sur les tissus d’huitres. Afin d’étudier I’éventuelle fixation, la
technique d’immunohistochimie a été utilisée et le virus du Norwalk choisi comme modeéle.
Les premiéres expériences ont été effectuées sur des coupes de glandes digestives d’huitres,
tissu dans lequel les virus se concentrent lors d’une contamination en aquarium (Di Girolamo
et al., 1977 ; Sobsey et Jaykus, 1991 ; Romalde et al., 1994 ; Schwab et al., 1998). Nos essais
confirment que les VLPs se fixent sur les conduits et diverticules digestifs, I’intestin et

I’estomac.
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Apres bio-accumulation des VLPs NV ou du NV dans les huitres, la présence de particules a
été révélée sur les tissus digestifs, mais également dans les cellules circulant dans
I’hémolymphe. Ces résultats confirment la fixation observée sur coupes de tissus et la
capacité des VLPs a se substituer au virus natif. L’absence de différence marquée pour des
temps d’accumulation de 12 ou 24 h est en accord avec I’idée d’un processus dynamique
d’accumulation des particules, avec apparition d’un plateau dans les heures suivant
I’exposition (Sobsey et Jaykus, 1991 ; Richards, 1988).

Une fixation des VLPs NV a également été observée sur les palpes labiaux, suggérant le
cheminement de la nourriture ingérée par filtration a savoir un piégeage par le mucus des
branchies, un transport le long des branchies jusqu’a la bouche, un tri par les palpes labiaux,
pénétration dans la bouche puis entrée dans le tractus digestif. La détection des NV dans les
cellules circulant dans I’hémolymphe a été suggerée par Richards (1988). Canzonnier (1971)
a spéculé que le processus d’accumulation virale dans les coquillages se faisait par deux voies
différentes. La premiére serait celle ou les particules, aprés passage par le manteau, sont
collectées dans le tractus digestif, puis éliminées dans les pseudofeces. La seconde voie
impliquerait une séquestration des particules dans les glandes digestives, les tissus associés et
I’hémolymphe, lorsque les coquillages sont soumis a de faibles quantités de virus pendant de
longues périodes. Sans pouvoir exclure la premiére, cette seconde voie semble vérifiée par
nos observations. Pain (1986) avait aussi suggére une capture des virus par les hémocytes a
partir des glandes digestives, puis une distribution dans les autres tissus du coquillage. Une
étude de distribution des NV, effectuée par recherche de I’ARN viral, dans les tissus d’huitres
et de palourdes a montré qu’une partie du virus était présent dans les cellules de
I’hémolymphe, mais aussi sur le muscle adducteur (Schwab et al., 1998). Liu et al., (1967)
ont montré que la purification du poliovirus était plus rapide dans les diverticules digestifs
que dans I’hémolymphe. Il est intéressant de souligner que nos travaux, utilisant des outils
modernes, confirment des hypothéses formulées il y a plusieurs années mais qui n’avaient
jamais été validées.

Des études récentes ont demontré que les VLPs NV utilisaient comme ligands les sucres
présents sur la surface des cellules épithéliales gastro-intestinales humaines des individus de
phénotypes sécréteurs, c’est a dire exprimant des antigenes de groupe sanguin dans leur salive
et leur épithélium de surface intestinal (Marionneau et al., 2002, Lindesmith et al., 2003 ;
Hutson et al., 2004). Basés sur ces études, nous avons réalisé des tests d’inhibition pour
vérifier I’hypothese d’un site de fixation commun. Un traitement des VLPs NV, avant

incubation sur les lames, par le périodate (composé permettant I’ouverture des cycles
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osidiques) ou par le lait de mére sécrétrice, a permis une inhibition partielle de la fixation.
Une inhibition quasi compléte a été observée aprés traitement par la salive d’individu de
phénotype sécréteur. Ces résultats suggérent I’intervention de sucres dans la liaison VLPs
NV- glandes digestives, comme observé chez I’lhomme.

Pour confirmer cette hypothése, des particules ont été pré-incubées dans de I’eau de mer en
présence de salive d’individu de phénotype sécréteur avant bio-accumulation dans les huitres.
Une inhibition partielle de la fixation a été observée, mais doit étre confirmée car un certain
nombre de parametres ne sont pas maitrisés, comme I’effet de la salinité de I’eau de mer sur la

salive.

La fixation spécifique des NV expliquerait la longue persistance du virus dans les coquillages.
Ces données sont novatrices et permettent d’expliquer un certain nombre de phénomenes
observés lors de la contamination ou purification des huitres. Par exemple, ces travaux ont été
réalisés avec des VLPs du virus de Norwalk, prototype du génogroupe 1. Or, les quelques
données obtenues, soit lors d’études sur sites, soit lors d’épidémies liées a la consommation
d’huitres, montrent un pourcentage élevé de souches appartenant au Gl par rapport a celles
circulant dans la population (80 % de souches appartenant au Gll). Cette différence peut
s’expliquer soit par une résistance plus importante des souches Gl ou par une fixation
préférentielle des Gl par les tissus d’huitres. 1l sera important de verifier si cette spécificité de
fixation est observée pour les NoV du GII mais aussi pour les autres virus entériques humains

et les différentes espéces de coquillages.
Les données obtenues, en partie grace aux VLPs NV, démontrent une fixation spécifique

du virus de Norwalk sur les tissus des glandes digestives puis une distribution dans les

cellules de I’hémolymphe. Cette fixation semblerait faire intervenir des composés sucres.

122



Conclusion- perpsectives

Cette thése « Devenir des virus entériques humains en milieu marin : apport des VLPs
pour la purification des coquillages » s’est développée selon deux axes de recherche:
I’amélioration de la détection des norovirus (étude partiellement réalisée aux USA) et des
rotavirus, et I’évaluation du potentiel des VLPs comme substitut viral pour I’étude de leur
devenir en milieu marin. Par ailleurs, ces études, permettent de répondre, en partie, aux
différentes questions que posent ces virus présents dans I’environnement ; questions que nous

avons souleveées lors de la synthese bibliographique et notées Q1 a Q14.

Les norovirus et les rotavirus, difficilement ou non multipliables en culture cellulaire, ne
peuvent étre détectés dans I’environnement que par biologie moléculaire. Ainsi, la qualité de
I’extraction des acides nucléiques, la sensibilité et la spécificité de la RT-PCR sont essentiels
pour leur mise en évidence. La sensibilité 1égerement inférieure observée avec le kit Qiagen
RNeasy Plant pourrait avoir un impact considérable lors d’étude sur un site ou la
contamination se situe souvent en limite de détection. C’est également le cas pour des
échantillons impliqués dans des épidemies ou un mélange de souches peut étre observé. Cet
argument nous fait préférer la méthode « Baylor », relativement longue et compliquée, mais
validée dans de nombreuses études (Q13). Le kit, en particulier, ne s’est pas montré efficace
pour la mise en évidence de rotavirus. Cette différence peut s’expliquer a la fois par la
résistance importante de la capside triple couche et par la structure de I’ARN double brin
(Q3). A I’'approche de la mise sur le marché du vaccin rotavirus, il est important de disposer
d’outils performants pour détecter ces virus, surtout si I’on considere I’émergence de
nouvelles souches et le potentiel zoonotique des rotavirus. La pertinence d’autres Kits ou
réactifs pourrait étre évaluée mais, pour le moment, la méthode « Baylor » reste notre
méthode de choix, méme si le probléme des inhibiteurs persiste. La purification des acides
nucléiques apres capture par un oligonucléotide spécifique fixé sur billes magnétiques
(publication N°6) ou une queue poly-A pourrait étre une piste intéressante pour optimiser
cette méthode.

Malgré leur organisation génomique complexe et leur importante diversité génomique, la
détection des rotavirus par RT-PCR est moins problématique que celle des norovirus (Q3,
Q4). Pour ces derniers, I’utilisation d’un large panel d’amorces et de sondes définies dans les
régions codant pour la polymérase et la proteine de capside est nécessaire pour obtenir une
détection sensible et spécifique par RT-PCR et hybridation (Q4). Les avancées en recherche
fondamentale sur les norovirus ont mis en évidence une région conservée, située a la jonction

ORF1/ORF2. Cette région s’est avérée tres pertinente pour la détection des NoV Gl par RT-
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PCR en temps réel, alors que des résultats plus décevants ont été obtenus pour les NoV GI. Le
peu de donnees disponibles pour les souches NoV Gl dans cette région peut expliquer ce
résultat ; I’lamorce amont et la sonde sont en particulier a redéfinir. Le développement de la
RT-PCR en temps réel, méme partielle, constitue un atout considérable et un outil de
screening rapide et sensible (Q14). Cette méthode va permettre d’optimiser la détection, par la
mise en évidence de I’inhibition, et d’aborder la quantification par rapport a une gamme
étalon d’un standard interne. Ce standard, inclus a I’échantillon des le début de I’analyse,
permettrait de vérifier les différentes étapes de concentration et d’extraction et constituerait
ainsi un contréle qualité. Afin d’uniformiser les techniques de détection, il serait par ailleurs
intéressant de développer un standard de référence international. De plus, la technique de RT-
PCR en temps réel doit rester adaptative afin de prendre en compte les mutations des NoV et
I’émergence de nouvelles souches (Q7). Pour ce faire, il est important de travailler en
collaboration avec les laboratoires de virologie cliniques, par le biais par exemple, de réseau
de surveillance.

L utilisation de la RT-PCR en temps réel permet un criblage rapide, sensible et spécifique de
la contamination virale des échantillons (Q7) et devra étre développée pour tous les virus
d’intérét. Cependant, si la RT-PCR en temps réel constitue un outil de détection voire de

quantification, elle ne permet pas de typer et d’identifier précisément les souches (Q14).

La transmission de virus entre espéces constitue un danger difficile a estimer mais qui doit
étre pris en compte. L’environnement, réceptacle de rejets humains et animaux, y a
certainement un réle a jouer. Il est donc important de pouvoir évaluer cette contamination.
Les travaux réalisés au FAHRP ont permis de mettre en évidence, pour la premiere fois, la
présence d’une souche de NoV animal dans les coquillages. Aucune transmission d’animaux a
I’homme n’a été documentée jusqu’a maintenant. Les essais d’innoculation de souches
humaines a de jeunes veaux ou porcs gnotobiotiques n’ont pas été concluants jusqu’a présent.
Le potentiel zoonotique des norovirus apparait tres controverse, toutefois si celui-ci était
démontré, les huitres constituerait un possible réservoir de souches animales (Koopmans et
al., 2004 ; Harrington et al., 2004 ; Wise et al., 2004) (Q6). Concernant le rotavirus, des cas de
co-infection par des souches animales et humaines ont été décrits, et une souche d’origine
lapine a été détectée chez un enfant. D’autres études sur site devront étre développées pour
évaluer la présence de souches animales de ces différents virus, leur impact sur la population
et la survenue de mutant. Il nous semble que la contamination multiple dans un méme

échantillon d’huitre pourrait ainsi favoriser les recombinaisons et les réassortiments,
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contribuant ainsi & I’émergence de nouvelles souches, aussi bien pour les norovirus que pour

les rotavirus (Q4).

Une question fondamentale, quelle que soit la souche détectée par RT-PCR dans des
échantillons de I’environnement, réside dans la signification du résultat par rapport a
I’infectiosité du virus (Q9, Q10, Q11). A I’heure actuelle, il est impossible de répondre a cette
question, puisqu’il n’existe pas de systéeme de culture cellulaire pour les norovirus et que cette
technique demeure difficile pour certaines souches de rotavirus. De plus, un virus infectieux
peut présenter divers niveaux de pathogénicité difficile a estimer selon la population, les
conditions d’inoculation et la dose infectante. Par ailleurs, les traitements nécessaires a
I’élimination des effets cytotoxiques d’une matrice aussi complexe que celle des coquillages,
peuvent engendrer une sous-estimation de la charge en virus infectieux. L application de la
RT-PCR en temps réel a des études épidémiologiques ou chez les volontaires, devrait
permettre d’accumuler des données concernant le nombre de copies de génome nécessaire
pour causer une infection. Ces données faciliteraient I’estimation du risque lié a la
consommation de coquillages contaminés. Il faut également souligner, qu’en plus de la charge
en virus infectieux, d’autres facteurs peuvent intervenir dans le déclenchement d’une
infection. En effet les personnes immunodéprimées, stressées et les enfants peuvent constituer
une population a risque. Enfin, pour les NoV, la susceptibilité génétique a été demontree

comme étant un critére important dans la survenue des gastro-entérites.

L’une des idées novatrices de ce travail est I’utilisation des VLPs pour étudier le devenir des
virus en milieu marin. La capacité des VLPs RV et NV a se substituer aux virus a été
démontrée dans I’eau de mer et les coquillages. Nos travaux montrent, qu’a priori, le meilleur
outil pour suivre le comportement d’un virus est son substitut non infectieux (Q1, Q8, Q12).
Les résultats de stabilité en eau de mer suggérent que les différences structurales existant
entre les RV et les NV (capside triple couche / capside simple couche) n’influencent pas la
persistance a la température (Q2). Si des études sont encore nécessaires pour valider ce
modele, en particulier pour I’utilisation des VLPs NV dans les coquillages, I’étude réalisée
avec les VLPs RV a permis de montrer qu’une huitre pouvait rester contaminée par la méme
souche pendant 3 mois en conditions naturelles (huitres sur I’estran). Ces resultats ont un
impact sanitaire important, car ils suggerent une protection non passive de la particule par le
coquillage, et vraisemblablement une fixation spécifique. De tels résultats avaient été

suggérés par des études antérieures, mais nos travaux démontrent que cette hypothése est
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plausible et peut étre reproduite. Grace a I’utilisation des VLPs RV, la persistance des
particules dans les huitres, a grande échelle, a pu étre étudiée (Q8, Q12). Nos données
démontrent I’intérét des VLPs pour évaluer I’efficacité des traitements d’épuration. D’autres
expériences sont a mener pour évaluer la persistance des virus dans d’autres types de
coquillages ou d’autres matrices alimentaires.

Compte tenu de la longue persistance des RV dans les huitres, comment expliquer la faible
implication des RV dans les épidémies liées a la consommation de coquillage ? A une méme
température, la persistance plus longue des VLPs RV dans les huitres que dans I’eau de mer a
suggérée une séquestration des particules dans les coquillages. Cette possible séquestration
pourrait masquer les spicules VP4 nécessaire aux virus pour pénétrer dans les cellules
humaines (Q10). Des expériences utilisant une contamination artificielle d’huitres avec des
VLPs RV 2/6/7/4 puis une détection basée sur VP4 (Elisa, immunocapture) sont a réaliser
pour confirmer ou infirmer cette hypothése

Les études de fixation des virus sur les tissus d’huitres réalisées ont une nouvelle fois
confirmé le potentiel des VLPs a se substituer au virus. Les données obtenues suggerent une
fixation spécifique du virus de Norwalk sur les tissus des glandes digestives, puis une
distribution dans les cellules circulantes de I’hémolymhe (Q5). Cette fixation semblerait faire
intervenir un composé sucré. La structure exacte de ce récepteur reste a déterminer. La
fixation spécifiqgue des NV expliquerait la longue persistance dans les huitres et certains
résultats observés lors d’étude de contamination ou de purification (Q5, Q12). L’étude de la
fixation des VLPs des autres génotypes Gl et des VLPs NoV GII permettra de déterminer s’il
existe une fixation préférentielle pour certains génotypes. De maniére similaire, le
comportement d’autres virus, tel que le rotavirus, est a explorer. Des études de fixation sur les
différents tissus d’huitres permettraient également de comprendre le cheminement des virus
dans le coquillage. Par des études menées a différentes périodes de I’année, I’influence de
I’état physiologique du coquillage sur la concentration des virus pourrait étre évaluée. Il serait
également intéressant de Vvérifier si la spécificité de cette fixation est observée chez d’autres

especes de coquillages.

Bien que de nombreuses questions restent en suspens, les principaux objectifs de ce travail de
these ont été atteints. Le développement de la RT-PCR en temps réel pour la détection des
norovirus constitue une réelle avancée technologique. La démonstration de I’utilité des VLPs

en virologie de I’environnement a été largement démontrée.
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Il apparait important de continuer a développer, dans un soucis d’assurance qualité, des
méthodes simples de détection des virus. Les recherches doivent se poursuivre en prenant en
compte I’émergence de nouveaux pathogénes tels que le virus de I’hépatite E ou le virus
Aichi. La mondialisation facilitant les échanges, il est également nécessaire de réaliser des
études épidémiologiques afin de collecter des données cliniques.

Concernant la protection du consommateur, ces resultats montrent que du fait de la trés
grande persistance du virus dans le coquillage, il est indispensable de préserver la qualité des
eaux cotieres. Des efforts doivent donc étre faits pour limiter les apports d’eaux contaminées a
proximité des parcs conchylicoles en équipant les stations d’épuration de systéemes efficaces
de désinfection des eaux ou en recourant au lagunage et aux rejets hors des zones de
production. Des systemes d’alerte adaptés, prenant en compte la surveillance des épidémies
dans la population et les évenements susceptibles de dégrader la qualité des eaux (fortes
précipitations, dysfonctionnements des stations d’épuration), pourraient étre mis en place.

La virologie de I’environnement a commence, il y a environ un demi-siecle, avec la
reconnaissance de I’eau comme origine de transmission de la poliomyélite. Cette discipline,
relativement récente, s’est surtout développée grace aux outils de biologie moléculaire. Les
nouveaux outils de détection en temps réel, couplées aux avancées de la recherche
fondamentale, vont permettre un nouvel élan pour cette discipline. En effet, la simplification
des techniques de détection et le développement de la quantification vont permettre de mieux
évaluer, par les modéles mathématiques, le devenir des virus aprés rejet, et d’acquérir
davantage de données. Ces outils vont faciliter I’appréhension du rdle de I’environnement
dans la transmission de ces virus, et le développement d’études d’analyse de risque afin de
mieux protéger le consommateur. La possibilité d’utiliser des modeles viraux non pathogenes
va permettre d’évaluer les traitements in situ, et de mimer plus efficacement le devenir de ces
virus, non seulement en milieu marin, mais aussi dans diverses filieres alimentaires.

L’ apparition reguliere, dans différentes régions du globe, de nouveaux virus, justifie

amplement le développement de la virologie de I’environnement.
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Annexe 1

Séjour doctoral

D’octobre a mars j’ai eu I’opportunité de séjourner pendant 6 mois dans le
département « Food Animal Health Research Program » (FAHRP) de I’Ohio Agricultural
Research and Development Center (OARDC, Ohio State University) dans le département de
Médecine Vétérinaire Préventive.

=
m

.

UNIVERSITY

%@

OARIY
| Food Animal Health —
Research Program “""*"% | —

Ce laboratoire, dirigé par le professeur Linda Saif, se compose d’une professeur assistante, de
3 techniciens, 2 post-doctorants, 5 thesards, un étudiant en master, une « visiting scientist » et
un étudiant du « College of Wooster ». Les principaux themes de recherche sont :
- identification et mise en évidence du réle des agents infectieux associés aux pathologies
humaines et animales,
- étude du pouvoir pathogene, des facteurs de virulence et de I’épidémiologie associés a
ces virus,
- études des réponses immunitaires de I’hote,
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- évaluation du contrdle des maladies infectieuses, de leur prévention et des stratégies
d’élimination.

Les virus animaux, et plus particulierement les virus porcins et bovins sont les plus étudies.
Les virus recherchés sont les Entérovirus de gastro-entérites transmissibles (TGEV), les
Coronavirus porcins, les Torovirus bovins, les Calicivirus et les Rotavirus. Ces 2 derniers
occupent la majeure partie du travail de recherche. Ce laboratoire possede une grande
expérience concernant la production de VLPs rotavirus et I’utilisation de méthodes (ELISA,
western-blot...) permettant I’étude de I’immunité et le développement de vaccins.

Le Pr Saif, par ses compétences sur la détection des calicivirus animaux, a proposé en
collaboration avec d’autres laboratoires américains un projet d’études intitulé « les pathogenes
entériques dans les huitres ». Les buts de ce projet sont :
- étudier la présence et la prévalence des calicivirus, des coliformes fécaux, des
Campylobacter spp. et des Salmonella spp. dans les huitres commercialisées aux
USA
- comparer les souches de calicivirus, de coliformes fécaux, de Campylobacter spp.
et de Salmonella spp. détectées dans les huitres commercialisées avec les souches
associées aux gastroentérites humaines
- évaluer les techniques utilisées par les agences « State Shellfish Sanitation »
identifier le risque de santé publique
- évaluer le systeme de classification des parcs de production ostréicole basée sur
un contrdle de la croissance bactérienne (impédancemétrie).
Dans le cadre de ces travaux, ma compétence en matiére de recherche de virus dans les
coquillages a été appréciée. Les actions réalisées dans ce laboratoire au cours de ce séjour
m’ont permis :
- d’implanter la technique d’analyse des huitres
- de la valider sur des échantillons commercialisés
J’ai également suivi une épidémie qui s’est déclarée a Wooster durant mon sejour. Par rapport
a ma thése, outre la valorisation de ce travail par des publications conjointes, ce séjour m’a
permis d’acquérir des compétences méthodologiques sur les VLPs, le portage animal et la
culture cellulaire.

224



Annexe 2

Extraction des ARNSs viruax a partir de selles : QlAmp Viral RNA QIAGEN

Réactifs et matériels

QIAmp Viral RNA kit
éthanol a 100%

pipettes et embouts stériles
PBS stérile

Préparation des dilutions des selles

Faire une suspension de selles de 10 a 50% dans 1 ml de PBS stérile.

Centrifuger 30 min a 300 rpm et récupérer le surnagenant

Centrifuger 15 min a 10 000 rpm et récupérer le surnagenant, renouveler I’opération si le
surnageant est encore trouble.

Extraction

Mettre X x 140 ul de suspension de selles dans un tube de 5 ml.

Ajouter X x 560 pl de tampon AVL+carrier, vortexer.

Incuber 10 min a temprérature ambiante.

Ajouter X x 560 pl d’éthanol a 100%, vortexe.r

Mettre 630 ul de solution de selles lysées sur la colonne.

Centrifuger 1 min a 6000g.

Vider le tube a déchet et répéter I’opération jusqu’a avoir passer toute le solution de lyse des
selles.

Mettre la colonne sur un tube propre et déposer 500 pl de tampon de lavage AW1.
Centrifuger 1 min a 6000g.

Mettre la colonne sur un tube propre et déposer 500 pl de tampon de lavage AW2.
Centrifuger 3 min a 20 000g.

Mettre la colonne sur un tube propre et centrifuger 1 min a 6000g.

Mettre la colonne sur un tube propre et déposer 50 pul d’eau RNAse free.

Incuber 5min a 80°C dans un thermixeur.

Centrifuger 1 min a 6000g et récupérer I’ADN élué.

Conservation a -80°C.
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Annexe 3

Extraction des ARN viraux a partir des coquillages : « méthode Baylor »

Réception et dissection

Des réception noter sur le cahier de prélevement la date, le lieu et I’espéce des coquillages.
Laver les coquillages a I’eau distillée stérile, les ouvrir et placer la chair dans une boite de
pétri sur de la glace

Dissséquer soigneusement les hépato-pancréas et les placer dans une nouvelle boite de pétri
sur la glace

Aliquoter les hépato-pancréas dans des tubes épendorf soous un poids de 1,5 g

Conserver le reste des hépato-pancréas (dissection grossiére) dans un pot a prélevement
Marquer soigneusement les tubes et les congeler

Noter sur le cahier le nombre de tubes et de pots congelés

Extraction

- Broyer un aliquot de 1,5 g au poter en présence de 2 ml de PBS.

- Verser dans un tube a usage unique de 50 ml, rincer le poter par 3 ml de tampon glycine pH
9,6 puis par 3 ml de chloroforme-butanol. Verser sur le broyat de coquillage, vortexer 30 sec.
- Ajouter 0,5 ml de Cat-Floc, mélanger immédiatement par renversement, agiter doucement 5
min a température ambiante.

- Décanter 15 min sur la paillasse, centrifuger 15 min a 13 500 xg a 4°C.

- Récupérer le surnageant avec une pastette (ne surtout pas prendre de chloroforme-butanol) et
verser le dans un tube de polypropyléne contenant 3 ml de PEG/NacCl..

- Agiter doucement 1 h a 4°C puis centrifuger 20 min a 11 000 xg a 4°C. Eliminer le
surnageant et laisser le tube s’égoutter pendant quelques minutes sur papier absorbant.

- Dissoudre le culot dans 1 ml de Trizol et centrifuger a 12 000 xg 10 min a 4°C.

- Récupérer le surnageant et laissr 5 min a température ambiante.

- Ajouter 0,2 ml de chloroforme, agiter 15 sec puis incuber 2-3 min a température ambiante.

- Centrifuger 15 min & 12 000 xg & 4°C et recupére I’ARN dans la phase incolore.

- Précipiter avec 0,5 ml d’isopropanol et incuber 15 min a température ambiante.

- Centrifuger 10 min & 12 000 xg a 4°C.

- Dissoudre le culot dans 450 pl d’eau stérile et 180 ul de CTAB, incuber 15 min a
température ambiante puis centrifuger a 12 000 XG pendant 30 min a 24°C.

- Reprendre le culot dans 0,15 ml de NaCl 1M, noter le volume (x ul)obtenu et ajouter 300- x
ul d’eau DEPC, ajouter 30 pl d’acétate de sodium et 900 pl d’éthanol absolu.

- Précipiter 30 min a -80°C (ou la nuit a -20°C) et centrifuger 30 min a 13 000 xg a 4°C.

- Rincer par 500 pl d’éthanol a 70°C puis centrifuger 10 min a 13 000 xg a 4°C.

- Sécher le culot 5 min au speed vaccum.

- Reprendre le culot dans 100 pl d’eau distillée stérile.
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Tampons

PBS/NaCl :

145 mM NaCl

7,7 mM NazHPO,

2,3 mM NaH;PO,4

H,O gsp 1 litre

Répartir en flacons de 100 ml et autoclaver

Chloroforme/ butanol :
50 % CHCl3/ 50 % 1-butanol (volume a volume)

PEG/NaCl :

24 % P/V PEG 6000
1,2 M NaCl

H,0 stérile gsp 500 ml

CTAB/NaCl :

5% CTAB

0,4 M NaCl

H,O stérile gsp 100 ml

227



Annexe 4
Extraction des ARN viraux a partir de coquillage: Kit Qiagen Rneasy Plant

Avant toute chose :

- allumer le bain-marie a 56°C

- préparer le tampon RLT : ajouter 10 ul de B-mercaptoéthanol (solution meére a 14,5 M)
pour 1 ml de tampon

- préparer le tampon RPE : 1 volume de tampon + 4 volume d’éthanol absolu

- toutes les centrifugations se font a 10 000 g a 20°C

- utiliser des cones a filtre

1. Reprendre le culot de PEG dans 450 ul de tampon RLT : bien homogénéiser le culot avec
la pointe du céne contre la paroi du tube. Fermer le tube avec du saran et incuber 3 min a
56°C. Vortexer rapidement pour bien homogénéiser.

2. Transférer sur une colonne violette (marquer le N° sur le tube et pas sur la colonne).
Centrifuger 2 min. Conserver la phase liquide.

3. Ajouter 225 pl d’éthanol absolu, mélanger avec le cone, transférer sur une colonne rose
(marquer le N° sur la colonne). Centrifuger 15 sec.

4. Vider le tube collecteur, rincer la colonne avec 700 pl de tampon RW1. Centrifuger 15
sec.

5. Changer le tube collecteur et ajouter 500 pl de tampon RPE. Centrifuger 15 sec.

6. Vider le tube collecteur et ajouter 500 pl de tampon RPE. Centrifuger 2 min.

7. Prendre 650 ul d’eau distillée stérile et ajouter 5 pl de RNAse OUT (Ribonuclease
Inhibitor, Invitrogen). Mélanger.

8. Placer la colonne sur un tube de 1,5 ml et eluer la colonne avec 50 pl d’eau/ RNAse out.
Centrifuger 1 min.

9. Reépéter la phase d’élution une seconde fois. Homogénéiser le tube et séparer
immédiatement en 2. Etiqueter les 2 tubes (nom de I’échantillon, date de prélévement,
date d’extraction entre parenthese). Congeler un aliquot a —=70°C.
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Annexe 5

Extraction des ARN viraux a partir des eaux de station d’épuration

Ultracentrifugation

Déposer 5 ml d’eau de station dansun tube d’ultracentrifugation.
Centrifuger a 50 000 rpm a 4°C pendant 1 heure.
Eliminer le surnagenat

Extraction de I’ARN viral (kit Boehringer High Pure Viral RNA Kkit)

Reprendre le culot dans 200 pl d’eau stérile.

Ajouter 400 ul de solution de lyse du kit (binding buffer contenant I’ARN poly A carrier).
Vortexer et laisser 10 min a température ambiante.

Transférer lecontenu du tube sur une colonne disposée sur une tube collecteur. (si la solution
présente des agrégats, centrifuger 1 min a 8000g puis transférer le surnageant sur la colonne).
Centrifuger 15 secondes a 8000g.

Transférer la colonne sur un tube collecteur, ajouter 450 ul de solution de lavage.

centrifuger 15 secondes a 8000g.

Transférer la colonne sur un tube collecteur, ajouter 450 ul de solution de lavage.
Centrifuger 15 secondes a 8000g puis 10 secondes a 15000g.

Transférer la colonne sur un tube épendorf, ajouter 50 ul de tampon d’élution.

Centrifuger 1 min a 8000g.

Reprendre le culot dans 50 ul d’eau stérile.
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Annexe 6

Hybridation

1- Préhybridation :

En tampon d’hybridation pendant au moins 30 min. a 50°C (sous agitation).

Mettre les sondes a décongeler
2- Hybridation :

Eliminer le tampon de préhybridation et mettre la membrane en contact avec la sonde
marquée diluée dans le tampon d’hybridation (1 a 10 pmol/ml).

Temps de contact : 2h a 50°C ( sous agitation) pour EV, AV, CV, HAV.

2h a 38°C (sous agitation= four écotox) pour RV (sonde VP4)
¢NE PAS JETER LES SONDES ¢

N.B.: faire une croix sur le tube de sonde, aprés 5 utilisation , on jette les

sondes
3- Lavages sous agitation :
2 fois 5 min. a température ambiante en 2x SSC/ .0,1% SDS
2 fois 15 min. a 45 °C (ou 32°C pour RV) en 0.5xSSC/0.1% SDS.

3. Révélation :
N.B.: Toutes les étapes se font sous agitation a température ambiante avec les réactifs a
température ambiante = amener le four a 21 °C

1- Ringage 5 min. dans le tampon de lavage (possibilité de conserver les membranes a ce
stade pendant environ 24H).
2- rassembler les membranes dans les tubes (pas plus de 3 membranes/tube)
2- Incubation 30 min. (ou plus) dans tampon 2 (faible volume).
3- Incubation 30 min. avec I’anticorps Anti-Dig-Alkaline-Phosphatase dilué au 1:10000 soit 1
pl dans 10 ml de tampon 2 (peut se conserver 24h a +4°C)
¢NEPASJETER LASOLUTIOND’ ANTICORPS ¢
4- Lavages 2 fois 15 min. dans tampon de lavage (grand volume).
5- Ringage dans tampon 3 (faible volume) pendant environ 5 min.
6- Sceller les membranes sous plastique.
7-Préparer la solution de CDP STAR diluée au 1/100 soit 10pl de CDP STAR dans 1 ml de
tampon 3.
8- Déposer environ 1 a 5 ml de CDP STAR dilué dans le sac (selon la surface des
membranes de sorte a ce qu’elles soient bien recouvertes).
9- Fermer le sac en le soudant.
10- Placer les membranes (face écrite vers le haut ) cliquer sur «position», centrer les
membranes, puis «stop », puis régler I’ouverture du diaphragme de la caméra sur 1,4
11- Dans le menu « select », choisir « custom »,puis « dot blot ».
13- Régler le temps d’acquisition sur 600 sec., puis « acquire ».
14- Aprés 20 min. I’image apparait, elle peut étre traitée (« image » puis « transform »),
enregistrée (« save as ») puis imprimer (« file », « print » puis « print actual size »)

Si la membrane n’est pas seche, déshybrider en faisant bouillir dans du 0.5% SDS et laisser
refroidir.
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Tous les tampons sont a utiliser a température ambiante

Tampon d’hybridation :

SSC (20 X)
Agent bloguant
N-laurylsarcosine
SDS (10%)

H,O

Solutions de lavages :

2X SSC/0.1% SDS
SSC (20 X)
SDS (10X)
H,0

0.5X SSC/0.1% SDS
SSC (20 X)
SDS (10X)
H,0

20X SSC
NaCl
Citrate de Na
H,O
HCI 1IN

Tampon pour la révélation

Tampon 1 : Tampon maléate

Acide maléique
NaCl

NaOH

H,O

NaOH 10N

Tampon de lavage
Tampon 1
Tween 20

Tampon 2 : agent bloquant
Agent bloguant
Tampon 1

Tampon 3
Tris HCI (1 M)
NaCl (5M)
H20
NaOH 10N

25 ml

1g

0.1g
0.2ml

qsp 100 ml

100 ml
10 mi

gsp 11

25 ml
10 mi

gsp 1l

1753 g
88.2¢
gsp 1l
pH 7

11.61g
8.779
7.00g
gsp 1l
pH 7.5

1l
3ml

19
100 ml

50ml
10ml

gsp 500ml
pH 9.5

5X

1%
0.1%
0.02%

87.659
44109
gsp 500 ml

100 mM
150mM

0.3% (VIV)

Chauffer éventuellement au bain-
marie a 50-60°C pour bien
dissoudre I’agent bloguant

(Borhinger)

Conserver a 4°C

Stériliser a I’autoclave

Conserver a 4°C

Bien dissoudre I’agent bloquant au bain
marie a 56°C
Conserver des aliquote de 20 ml a —20°C

0.1M
0.1M
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RESUME

Cette these s’est développée selon deux axes de recherche: I’amélioration de la détection des
norovirus (humains et animaux) et des rotavirus, et I’évaluation du potentiel des VLPs comme
substitut viral pour I’étude de leur devenir en milieu marin. Le point majeur concernant
I'optimisation de la détection est la mise au point de la détection des norovirus par RT-PCR en
temps réel. La seconde partie du travail a permis de mettre en évidence le potentiel des VLPs
de RV et de NV a se substituer aux virus natifs, prouvé par une étude de stabiliteé des
particules en eau de mer naturelle. Gréce a leur caractere non pathogéne, la longue persistance
des VLPs RV dans les coquillages a été démontrée en conditions naturelles (huitres sur
estran). Les études de fixation des VLPs NV sur les tissus d’huitres ont montré une fixation
specifique sur divers tissus.

Mots clés
norovirus, rotavirus, VLPs, RT-PCR en temps réel, coquillage, persistance, fixation
specifique

Laboratoire de rattachement
IFREMER, laboratoire de Microbiologie
BP 21105, 44311 Nantes cedex 3

Groupe de formation doctorale :
MICROBIOLOGIE/PARASITOLOGIE

Université Paris XI, faculté de pharmacie de Chatenay-Malabry
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