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Introduction

INTRODUCTION

Bien qu’a l'origine de symptémes généralement bénins, les norovirus représentent
actuellement un réel probléme de santé publique de par leur forte incidence en pathologie
humaine. Trés contagieux, ces virus sont en effet responsables chaque année de plus de
700 millions de cas de gastroentérites a travers le monde et sont la premiére étiologie des
épidémies hivernales. Les norovirus sont également responsables de toxi-infections
alimentaires collectives (TIAC) et sont d’ailleurs identifies comme en étant la principale
cause aux Etats-Unis. En France, bien que leur implication dans les maladies alimentaires

semble moins importante, le nombre de cas reste préoccupant.

La transmission particulierement efficace des norovirus, qu’elle ait lieu directement entre
les individus ou alors qu’elle se fasse par le biais d’aliments, est favorisée par différents
facteurs. Les norovirus présentent tout d’abord une excellente stabilité dans
l'environnement. Ainsi, aprés leur excrétion par les sujets infectés, les particules
infectieuses sont capables de persister dans les eaux, sur des surfaces inertes, ou encore
dans les matrices alimentaires méme aprés congélation. D’autre part, la virulence des
norovirus est extrémement élevée puisque lingestion de trés faibles quantités de
particules virales est suffisante pour infecter un nouvel individu. Enfin, les norovirus
possédent des caractéristiques intrinséques d’échappement a l'immunité collective qui

facilite leur propagation au sein de la population.

Lorsque la transmission des norovirus se fait par les aliments, la contamination des
denrées résulte généralement d’'un contact direct avec des virus présents dans
I'environnement ou alors elle est liée a leur manutention par du personnel excrétant des
particules virales. Compte tenu de ce mode de contamination, certains aliments sont
identifiés comme étant plus fréquemment a l'origine de ce type de TIAC. Il s’agit par
exemple des coquillages pouvant étre contaminés en cas de pollution des zones
conchylicoles ou encore de certains végétaux contaminés en cas d’irrigation des cultures

avec des eaux souillées.




Introduction

Afin de limiter I'incidence des maladies alimentaires, des mesures réglementaires
sont définies pour contréler au mieux la qualité microbiologique des denrées. En Europe,
la qualité microbiologique des fruits de mer est par exemple estimée par la recherche
d’Escherichia coli, un indicateur bactérien de pollution fécale. |l apparait aujourd’hui que
I'application de cet unique critére microbiologique présente certaines limites pour garantir
la sécurité du consommateur, notamment vis-a-vis du danger li¢ a la présence de

norovirus dans les coquillages.

En réponse a cette problématique, la recherche directe des norovirus dans les aliments les
plus a risque est logiquement proposée. Dans ce but, la norme ISO 15216 aboutit en 2017
décrit une technique permettant entre autre la détection des génomes de norovirus dans
différents types de matrices alimentaires, y compris les mollusques bivalves. Son
application pourrait ainsi définir de nouveaux critéres afin de mieux contréler la qualité

microbiologique de ces aliments.

Dans ce contexte particulier, nous nous intéresserons dans la premiere partie de
ce document a l'incidence des TIAC et aux pathogénes les plus fréquemment incriminés.
Nous insisterons plus particulierement dans une seconde partie sur la physiopathologie
des norovirus et leur rdle dans les maladies alimentaires. Enfin, dans une derniére partie,
nous discuterons de la mise en place de la norme ISO 15216, en abordant notamment

certaines limites déja envisagées.
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I. LES TOXI-INFECTIONS ALIMENTAIRES
COLLECTIVES

Chaque année en France, des milliers de personnes souffrent de maladies
infectieuses d’origine alimentaire. Le plus souvent sans gravité, ces pathologies ont
néanmoins une grande incidence sociale et économique qui justifie leur surveillance. Cette
veille est assurée par différents acteurs et systéemes d’alerte, que ce soit au niveau
national (InVS, ARS, CNR, DGS, DGAL, ANSES, DGCCRF) ou au niveau européen
(RASFF, EFSA).

Le recensement accru des foyers de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) a pour
objectif de déclencher aussi rapidement que possible les investigations nécessaires a
identifier leurs causes ; il contribue ainsi a la mise en place de mesures correctrices afin

d’améliorer la sécurité alimentaire.

1.1 Définition

Un foyer de TIAC est définie par « I'apparition d’au moins deux cas d’'une
symptomatologie, en général digestive, dont on peut rapporter la cause a une méme

origine alimentaire » (Pignault et al., 1991).

Les maladies alimentaires peuvent avoir différentes origines en lien avec les
microorganismes. Elles peuvent tout d’abord résulter de [lingestion massive de
pathogénes et de leurs toxines présents dans un aliment ; on parle alors de toxi-infections.
Elles peuvent également étre causées par 'ingestion de toxines uniquement ; il s’agit dans
ce cas d’intoxinations. Si I'ingestion de catabolites toxiques produits lors de la dégradation
d’un aliment par des microorganismes est en cause, on parle alors d’intoxication. Enfin, les
maladies peuvent étre le résultat de lingestion d'une quantité trés faible de
microorganismes. Dans ce cas, c’est la multiplication in vivo des germes qui sera a
I'origine des symptdmes ; on parle alors d’infection. Le terme générique de TIAC regroupe

’ensemble de ces situations.
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I.2 Origine des TIAC - Conceptdes 5 M

La contamination des aliments par des microorganismes pathogénes peut se
produire tout au long du processus de transformation. Les étapes les plus critiques sont
notamment identifiables grace a des outils couramment employés pour améliorer la
gestion de la qualité. Le diagramme des causes et effets d’'Ishikawa (Best & Neuhauser,
2008) organisé autour du concept des « 5M » (i.e. matiéres premiéres, milieu, main

d’ceuvre, matériel et méthodes) en est un exemple (Figure 1).

Dans l'industrie alimentaire, des mesures sont ainsi prises a chacune des étapes du
processus de transformation, afin de garantir aux consommateurs des denrées sans

danger.

Contamination

alimentaire

Figure 1 : Diagramme des causes et effets d’Ishikawa appliqué a la contamination
des aliments par les microorganismes pathogénes. Si la contamination des denrées
alimentaires est causée par un microorganisme pathogéne présent dans les matiéres
premiéres avant le processus de transformation, on parle de contamination endogene. Par
opposition, les différentes étapes nécessaires a I'obtention du produit fini constituent un
risque de contamination exogéne.
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1.2.1 Les matiéres premieres

La contamination des matiéres premiéres est directement liée a la présence de
pathogénes dans I'environnement (e.g. sol, eau) ou au niveau du tractus digestif des
animaux dans le cas de produits carnés. Dans le cas des coquillages, c’est la présence de
microorganismes dans les eaux des zones conchylicoles qui est par exemple la principale

cause de contamination.

La lutte contre les maladies alimentaires débute donc tout d’abord par le contréle
rigoureux des matiéres premiéres (e.g. examens vétérinaires des animaux, analyses
microbiologiques des produits) mais aussi de leur environnement (e.g. classification des
zones conchylicoles, réglementation de l'irrigation des cultures maraichéres). Par la suite,
leur stockage dans des conditions appropriées permet de limiter la prolifération des
microorganismes éventuellement présents, si ceux-ci sont capables de se multiplier dans
les denrées en question. Dans le cas des produits d’origine animale, le respect des
bonnes pratiques durant le transport et I'abattage des animaux permet également de

limiter la contamination des produits.

1.2.2 Le matériel

Le matériel utilisé lors du processus de transformation des denrées alimentaires
est également une source potentielle de contamination. Ce paramétre regroupe
'ensemble des machines, outils et autres surfaces qui sont en contact direct avec les

produits.

Afin de limiter la contamination des aliments, il convient donc d’utiliser du matériel adapté
a chacune des taches a effectuer (e.g. matériel étanche, lisse, facilement démontable,
sans angle mort) et de composition appropriée (e.g. inox, verre, aluminium). Il convient

également de respecter les régles de nettoyage et de désinfection des instruments utilisés.

I.2.3 Le milieu

La bonne tenue des locaux abritant les étapes de transformation des denrées
alimentaires est un parameétre essentiel. De maniére générale, les locaux doivent étre
congus afin de permettre le maintien d’'un niveau d’hygiéne suffisant (e.g. revétements

lisses et facilement nettoyables, absence d’angles vifs entre les murs et les sols) et ils
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doivent étre sectorisés (e.g. zone de stockage, chaine de production, laboratoire,
bureaux). Il est également important de limiter la contamination de I'environnement de
travail par les poussiéres en aménageant par exemple les abords des locaux et en
stockant les déchets générés dans des endroits appropriés afin d’éviter la prolifération des

ravageurs.

De la méme maniére, la qualité de I'air ambiant ainsi que de I'eau utilisée en chaine de
production est un paramétre a maitriser par la réalisation réguliéere d’analyses
microbiologiques. Enfin, le circuit des produits doit systématiquement suivre la régle de la

« marche en avant » afin de limiter les contaminations croisées.

1.2.4 Les méthodes

Différents paramétres doivent également étre pris en compte durant le processus
de transformation des aliments afin d’en limiter la contamination. Le recours a des
opérations automatisées peut par exemple étre préférable a la manipulation des denrées
par les employés. Par ailleurs, le respect de la chaine du froid tout au long du processus
permet de limiter la croissance bactérienne. Il convient également de profiter de certains
paramétres directement liés aux aliments ou a leur préparation pour contrbler la
prolifération des germes (e.g. eau disponible, pH, teneur en sels et en sucres,
conditionnement sous atmosphére protectrice). Enfin, certains traitements comme la
cuisson, la pasteurisation, la stérilisation, la pascalisation ou encore l'ionisation permettent

d’éliminer les pathogénes potentiellement présents.

I.2.5 La main d’ceuvre

La derniere source de contamination des denrées alimentaires identifiée est la
main d’'ceuvre. Il s’agit sans doute du parameétre le plus important puisque c’est le
personnel qui conditionne les autres « M », en contrblant par exemple les matiéres

premiéres, en assurant le nettoyage du matériel et des locaux, ou en réalisant la méthode.

Une étape primordiale est donc la formation des employés a leur poste. De la méme
maniere, la formation aux régles d’hygiéne et leur respect strict est indispensable. Il
convient alors d’adapter les équipements afin de faciliter le respect de ces

regles (e.g. sanitaires a pédales, pédiluves, vétements de travail avec port de masques et
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gants si nécessaire). Enfin, I'état de santé du personnel doit étre réguli€rement évalué,

afin notamment de dépister le portage sain de certains germes pathogénes.

1.3 Déclaration des TIAC

Malgré la bonne connaissance des situations pouvant conduire a la contamination
des denrées alimentaires et la mise en place de mesures préventives, les TIAC demeurent

un probléme récurrent qui justifie la mise en place d’un systéme de surveillance.

Au titre du code de la santé publique, la surveillance des TIAC est assurée depuis
1987 par la déclaration obligatoire (DO) (Ministére des affaires sociales et de I'emploi,
1986). Ce processus a pour objectif de recueillir autant d’information que possible en
rapport avec la survenue d’'une pathologie, afin de contribuer notamment a la mise en
place des mesures nécessaires a limiter sa propagation. Dans le cas des TIAC, ce
dispositif participe activement a la sécurité alimentaire puisqu’il contribue a l'identification
et au retrait du marché des denrées susceptibles d’étre dangereuses pour le

consommateur afin d’éviter la survenue d’une crise alimentaire.

La déclaration d’'une maladie obligatoire se fait généralement en deux temps ; on distingue
ainsi le signalement et la notification (InVS, 2003). Le signalement d’'un foyer de TIAC
permet une intervention urgente afin de mettre en place les mesures de prévention autour
des cas. |l doit étre sans délai et toutes personnes suspectant une TIAC, c’est-a-dire les
médecins, les biologistes, les responsables d’établissements (e.g. écoles, hpitaux), mais
aussi les malades eux-mémes, peuvent étre a l'origine du signalement par tous moyens

auprés de I'ARS du lieu concerné.

La notification quant a elle est exclusivement effectuée par le médecin ou le biologiste en
charge du diagnostic. Elle permet de transmettre a 'ARS puis a I'InVs les données

nécessaires a la surveillance épidémiologique de la maladie en question.

Cette veille sanitaire permet la réalisation d’enquétes épidémiologiques
descriptives afin d’établir la prévalence et la saisonnalité des TIAC. Elle permet alors
d’identifier les pathogénes en cause, ainsi que les situations, les lieux ou encore les
aliments les plus a risque. Dans ce but, d’autres investigations sont également mises en

place comme des enquétes cas/témoins ou des analyses microbiologiques afin

7
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d’incriminer les aliments en cause. Enfin, la détermination des facteurs ayant conduits a la
contamination des aliments peut permettire la mise en place des actions de prévention

nécessaires.

1.4 Statistiques

Le recensement exhaustif de I'ensemble des foyers de TIAC est extrémement
difficile, il apparait donc inconcevable de pouvoir évaluer avec exactitude leur incidence. Si
plusieurs facteurs sont a l'origine de la sous-estimation du nombre annuel de TIAC, la
raison principale est que, puisque les symptdmes observés sont dans la plupart des cas
bénins, les patients consultent rarement leur médecin et la notification n’est dans ce cas
pas effectuée. Ainsi, la majorit¢ des foyers de TIAC déclarés concerne surtout les
épisodes survenant dans les collectivités, puisqu’ils sont remarquables par le nombre
d’individus concernés, ou alors les épisodes les plus graves, puisqu’ils nécessitent une

consultation meédicale, voire une hospitalisation.

Un second facteur pouvant limiter le recueil exhaustif de I'ensemble des foyers est la
difficulté a diagnostiquer de maniére formelle une TIAC. En effet, méme en cas de
consultation, il n’est pas toujours aisé de relier les symptémes observés a une étiologie
alimentaire, ce qui explique que I'on parle plus souvent de TIAC suspectée plutét que de
TIAC avérée. En effet, alors que pour certains pathogénes la période d’incubation est
breve, voire extrémement courte (i.e. intoxinations), pour d’autres, les symptoémes
apparaissent plusieurs jours voire plusieurs semaines aprés la consommation de I'aliment

contaminé.

Cette perte d’informations classiquement observée lors du recensement des foyers
de TIAC est bien connue et est décrite par la cascade de Mossel (Figure 2) (Leclerc &
Mossel, 1989). Bien que cette modélisation ait été proposée il y a presque 30 ans, elle est
encore largement admise aujourd’hui et on considére globalement que l'incidence réelle

des TIAC peut étre 10 a 100 fois supérieure au nombre de foyers recensés.
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Figure 2 : Cascade de Mossel montrant la perte d’informations dans le recensement
des TIAC, d’aprés Leclerc & Mossel, 1989. Pour 100 individus contaminés, on estime
gu'un diagnostic de certitude correspondant a l'isolement du pathogéne en cause est
effectué chez seulement 5 d’entre eux.

En 2014, en dépit de leur sous-estimation évidente, 5 251 foyers de TIAC ont été
déclarés en Europe (European Food Safety Authority, 2015), ce qui correspond a environ
1,04 foyer pour 100 000 habitants (Tableau I). Si le nombre de foyers déclarés par
habitant est globalement plus élevé dans les pays de 'Europe de 'Est, allant par exemple
jusqu’a plus de 24 foyers pour 100 000 habitants en Lettonie, c’est en France qu'a été
rapporté le plus grand nombre de foyers (n = 1364), représentant ainsi 26 % de
I'ensemble des TIAC recensées en Europe.

Le nombre remarquable de foyers observés dans I'’hexagone pourrait facilement étre
expliqué par le fait que la France soit 'un des pays les plus peuplé d’Europe ; il apparait
donc logique qu’en valeur absolue, le nombre d'épidémies recensées soit élevé. On
remarque néanmoins qu’a population comparable voire supérieure, I'Allemagne et le
Royaume-Uni comptent respectivement 3 et 20 fois moins de TIAC déclarées. De la méme

maniere en ltalie, une seule épidémie a été déclarée en 2014.
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'EFSA, 2015.
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Ce chiffre pourrait également étre expliqué par la performance du systéme de déclaration
des TIAC en France, et notamment par la mise en place de différents outils de suivi
conduisant a un recensement massif des foyers. On pourrait ainsi considérer que la
fréquence des TIAC n’y est pas plus importante que dans les autres pays d’Europe de
I'Ouest, mais que les épisodes sont simplement mieux identifiés, mieux déclarés et que

des analyses microbiologiques sont faites plus fréquemment.

En tenant compte de ces différents biais, il apparait délicat d’interpréter 'augmentation du
nombre de foyers de TIAC observée ces 3 derniéres décennies en France, puisqu’il est
difficile de faire la part des choses entre une réelle augmentation et une meilleure
déclaration. Notons en effet qu’a partir de 2004, I'année ou a été introduit le logiciel
WinTiac® dédié a l'informatisation des procédures de déclaration (Delmas et al., 2010), le

nombre de foyers a pratiquement doublé par rapport aux années précédentes (Figure 3).

De maniére générale, alors qu’en 1988 on recensait moins de 200 foyers de TIAC par an
en France, leur incidence a été multipliee par 2 pour la période 1990-1995, et on

dénombre depuis ces 10 derniéres années plus de 1 000 foyers par an.
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Figure 3 : Nombre de foyers de TIAC déclaré aux ARS et aux DDCSPP en France
entre 1987 et 2014, d’aprés I'InVS, 2015. %, Mise en place du logiciel WinTiac® facilitant
le processus de déclaration.
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.5 Pathogeénes en cause

En 2014, parmi 'ensemble des foyers de TIAC recensés au niveau européen
(Figure 4), un pathogéne a pu étre identifié dans 70,9 % des cas d’épidémies avérées
(European Food Safety Authority, 2015). Durant cette méme période, parmi les 1 380
épidémies recensées par I'InVS en France, un agent pathogéne a été formellement
identifié ou suspecté dans respectivement 18 % et 69 % des cas et I'étiologie est restée

inconnue pour 13 % d’entre eux (InVS, 2015).
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Figure 4 : Etiologie des TIAC recensées en Europe en 2014, d’aprés I'EFSA, 2015. Le
terme virus comprend ici les adénovirus, les calicivirus, le virus de I'hépatite A, les
flavivivirus et les rotavirus. Les toxines bactériennes comprennent les toxines produites
par Bacillus, Clostridium et Staphylococcus. Les autres agents regroupent les produits
chimiques, 'histamine, les lectines, les toxines marines, les champignons toxiques et les
esters cireux. Les parasites regroupent Trichinella, Cryptosporidium, Giardia et Anisakis.
Les autres bactéries comprennent Brucella, Listeria, Shigella et Vibrio parahaemolyticus.
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En dépit des quelques disparités existantes entre les chiffres annoncés au niveau national
et ceux avancés au niveau européen, qui sont sans doute liées a la variabilité des critéres
utilisés pour distinguer une épidémie avérée d’'une épidémie suspectée, les conclusions
concernant I'étiologie des TIAC sont globalement similaires. |l apparait que certaines
bactéries, comme Salmonella, les bactéries produisant des toxines, ou encore
Campylobacter sont remarquables par leur implication dans les maladies alimentaires. Par
ailleurs, d’autres bactéries, bien que plus rarement a l'origine de TIAC, se font remarquer
par la dangerosité des infections qu’elles provoquent. C'est le cas par exemple de
Clostridium botulinum et de Listeria monocytogenes. Enfin, depuis quelques années, les

virus tiennent une part de plus en plus importante dans les maladies alimentaires.

I.5.1 Principales bactéries responsables de TIAC

1.5.1.1 Salmonella spp.

La salmonellose est 'une des maladies alimentaires les plus répandues. Il s’agit
d’une toxi-infection causée par les bactéries du genre Salmonella. En 2014, ces bactéries
étaient responsables de 20 % des TIAC recensées en Europe (European Food Safety
Authority, 2015). Les salmonelles sont des entérobactéries (i.e. bacilles a Gram négatif) de
la flore intestinale des vertébrés. On les retrouve ainsi dans le tube digestif de nombreux
animaux destinés a l'alimentation (e.g. volaille, porc, bovins) mais aussi chez certains
animaux de compagnie comme les chiens, les chats, les oiseaux et les reptiles (Sanchez-
Vargas et al., 2011).

Parmi les nombreux sérotypes existants, S. enterica sérotype enteritidis
(S. enteritidis) et S. typhimurium sont les plus impliqués dans les cas de salmonelloses
non typhiques (Sanchez-Vargas et al., 2011). L'un des réservoirs naturels les plus
importants étant la volaille, ’THomme contracte souvent la maladie suite a la consommation
d’ceufs, mais d’autres aliments comme les laitages, les péatisseries, la viande ou les
coquillages peuvent également étre incriminés (Fatica & Schneider, 2011; Gopinath et al.,
2012; Pires et al.,, 2014). Des contaminations faisant suite a la consommation d’eau
peuvent également étre rapportées, si celle-ci est polluée par des excréments d’animaux
porteurs. Les TIAC causées par les salmonelles peuvent parfois étre de grande envergure,
comme ce fut notamment le cas aux Etats-Unis en 1994, ou 224 000 personnes ont été

infectées suite a la consommation de crémes glacées contaminées (Hennessy et al.,
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1996). Dans ce type de contamination, la dose minimale infectieuse (DMI) est de I'ordre de
10°-10° UFC (unités formant colonies) et les symptémes apparaissent généralement aprés
une période d’incubation de 12 a 24 heures. lls sont dus a la colonisation de I'intestin et
des ganglions mésentériques par les bactéries, provoquant une entérocolite (Collége des
Universitaires de Maladies Infectieuses et Tropicales, 2016). Les signes cliniques
correspondant sont alors des diarrhées souvent fébriles avec douleurs abdominales et
céphalées. Le passage des bactéries dans la circulation systémique est rare mais reste
possible. Dans ce cas, les endotoxines libérées lors de la lyse bactérienne provoquent des

manifestations extra-digestives.

La pathologie est généralement d’évolution favorable et la guérison est habituellement
observée en 3 a 5 jours. Certains sujets peuvent cependant demeurer porteurs sains et
contribuent alors a la dissémination des bactéries. La mise en place d’'une antibiothérapie
n'est généralement pas recommandée dans le traitement des salmonelloses puisqu’elle
contribue a I'émergence de souches résistantes. Elle peut néanmoins étre nécessaire
dans le traitement des cas les plus graves avec manifestations extra-digestives, et dans ce
cas, les fluoroquinolones sont généralement indiquées (College des Universitaires de

Maladies Infectieuses et Tropicales, 2016).

En parallele de ce tableau clinique, deux autres sérotypes, S. enterica sérotype
typhi (S. typhi) et S. paratyphi, sont responsables de la fiévre typhoide également appelée
fievre entérique. Contrairement a S. enteritidis et S. typhimurium, ces deux sérotypes sont
strictement humains et ne sont donc pas responsables de zoonoses (Dave & Sefton,
2015; Sanchez-Vargas et al., 2011) ; ils peuvent cependant étre a 'origine de TIAC en cas
de contamination d’un aliment par un porteur sain. Les TIAC les plus célebres engendrées
par S. typhi sont celles liées a Mary Mallon, dite « Typhoid Mary » (Soper, 1907). Entre
1900 et 1907, cette cuisiniére et premier porteur sain identifié aux Etats-Unis fut & I'origine
de linfection de 51 personnes, parmi lesquelles 3 décédérent. Actuellement en France,
méme si la majorité des cas de fievre typhoide observés sont des cas d’importation
contractés en zone d’endémie, des TIAC ont encore été recensées ces 10 derniéres

années (Delmas et al., 2010).

La période d’incubation de la fiévre typhoide est relativement longue puisqu’elle peut
s’étendre jusqu’a 3 semaines. Elle est généralement associée a une fievre ascendante qui
correspond au passage des germes a ftravers la muqueuse intestinale puis a
'envahissement progressif des plaques de Peyer, des ganglions lymphatiques

mésentériques, de la lymphe et enfin de la circulation sanguine. C’est la bactériémie
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associée a la libération d’endotoxines qui est responsable des symptémes. On observe
classiqguement une altération de I'état général associant fiévre, céphalées, diarrhées ou
constipation, anorexie et parfois une bradycardie, des éruptions cutanées, une
splénomégalie et des signes neurologiques appelés tuphos (Dave & Sefton, 2015;
Sanchez-Vargas et al.,, 2011). Les complications digestives les plus redoutées sont les
hémorragies causées par des ulcérations, notamment au niveau des plaques de Peyer,
ainsi que la perforation de la paroi intestinale, préférentiellement localisée au niveau de
liléon. 1l existe également des complications cardio-respiratoires (e.g. pneumonie et
endocardite), au niveau du systéme nerveux central (e.g. méningite, hémorragies), ainsi
que des complications rénales ou hématologiques. En labsence d’un traitement
antibiotique approprié (i.e. fluoroquinolone ou céphalosporine de 3°™ génération selon la
sensibilité de la souche), la fievre typhoide est fatale dans 10 a 25 % des cas (College des

Universitaires de Maladies Infectieuses et Tropicales, 2016; Dave & Sefton, 2015).

Les mesures de précaution permettant de limiter la transmission des salmonelles
non typhiques consistent tout d’abord a la réalisation de dépistages réguliers au sein des
élevages de volailles. En industrie alimentaire, différents traitements peuvent étre
appliqués aux denrées alimentaires les plus a risque. |l s’agit par exemple de la
pasteurisation du lait et de Iionisation des cuisses de grenouille, des crevettes congelées
ou des abats de volaille. De méme, chez le consommateur, la cuisson des aliments a
cceur et la consommation rapide des produits a base d’ceufs sont des moyens efficaces

permettant de réduire la transmission des salmonelles.

Pour lutter contre la transmission des sérotypes a l'origine de la fieévre typhoide, le respect
des bonnes pratiques d’hygiéne durant la préparation des aliments est essentiel. Une
vaccination est également disponible, elle est recommandée en cas de voyage dans une
zone endémique. Avec une efficacité de I'ordre de 60 a 70 % (Collége des Universitaires
de Maladies Infectieuses et Tropicales, 2016) et ne conférant aucune protection contre
S. paratyphi, elle ne se substitue en aucun cas aux régles d’hygiéne et aux mesures de
précaution vis-a-vis de I'eau et des aliments. Enfin, il est important de rappeler que tous
les cas de fiévre typhoide doivent systématiquement faire l'objet d’une déclaration

obligatoire, méme en dehors d’'un contexte de TIAC.
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1.5.1.2 Campylobacter spp.

La campylobactériose est une toxi-infection provoquée par les bactéries du genre
Campylobacter. |l s’agit de bacilles a Gram négatif micro-aérophiles de forme incurvée,
commensales de la flore intestinale des mammiféres et des oiseaux. Les campylobacters,
en particulier C. jejuni, sont la premiére cause d’infections intestinales bactériennes dans
le monde, devant les salmonelles (Nichols et al., 2012; Platts-Mills & Kosek, 2014), et sont
particulierement décrits au Royaume-Uni (Tam et al.,, 2012). Bien que principalement
responsables de cas sporadiques car incapables de se multiplier dans les aliments, les
campylobacters étaient tout de méme a l'origine de 8,5 % de I'ensemble des TIAC

recensées en Europe en 2014 (European Food Safety Authority, 2015).

Les aliments le plus souvent a l'origine des entérites a Campylobacter sont la
volaille et le lait cru. Plusieurs études ont d’ailleurs démontré que les carcasses de
volailles étaient largement contaminées par Campylobacter durant le processus
d’abattage, avec une prévalence pouvant atteindre 85 % (European Food Safety Authority,
2010; Hue et al., 2008; Sahin et al., 2015).

S’agissant d’'une bactérie thermolabile, les TIAC engendrées par Campylobacter sont dans
la plupart des cas dues a une contamination croisée, c’est-a-dire a un transfert des
pathogénes présents sur I'aliment cru vers I'aliment cuit. La DMI est relativement faible, de
I'ordre de 10%-10° UFC, et la période d’incubation varie entre 2 et 5 jours. Aprés ingestion,
Campylobacter colonise le tractus intestinal de [lindividu provoquant ainsi une
inflammation locale. Certaines souches sont également capables de produire diverses
cytokines et une entérotoxine LT thermolabile apparentée a la toxine cholérique, qui
provoque une fuite hydrique et électrolytique au niveau de la lumiére intestinale
(Wassenaar, 1997). Les symptdmes résultants sont des diarrhées fébriles, parfois
sanglantes, accompagnées de douleurs abdominales et de céphalées. La guérison est
généralement observée aprés 2 a 5 jours. Dans de rares cas, des complications graves
peuvent apparaitre, avec notamment des atteintes articulaires (i.e. arthrites réactionnelles)
ou neurologiques (i.e. syndrome de Guillain-Barré). Les cas les plus graves nécessitent le
recours a une antibiothérapie, utilisant généralement un macrolide ou une fluoroquinolone

(College des Universitaires de Maladies Infectieuses et Tropicales, 2016).
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Les mesures de précaution limitant la transmission des campylobacters a 'Homme
sont tout d’abord le respect des bonnes pratiques d’abattage qui permettent de limiter la
contamination des carcasses de volailles par les matiéres fécales. Chez le consommateur,
la cuisson des aliments est suffisante pour éliminer la bactérie. Il convient néanmoins de
veiller au risque de contamination croisée par le lavage régulier des mains et des

ustensiles lors de la manipulation des aliments crus.

1.5.1.3 Bactéries produisant des toxines

Les bactéries produisant des toxines étaient en 2014 a l'origine de 16,1 % des
foyers de TIAC recensés en Europe (European Food Safety Authority, 2015). Selon le
germe en cause, la physiopathologie est variée puisqu’il peut s’agir d’'une intoxination
(e.g. Staphylococcus aureus), d’'une toxi-infection (e.g. Clostridium perfringens) ou encore

des deux phénomeénes a la fois (e.g. Bacillus cereus).

e Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est un cocci a Gram positif aéro-anaérobie, halophile, bien
connu pour son implication dans les infections nosocomiales. Cette bactérie est également

responsable d’intoxinations alimentaires appelées entérotoxicoses staphylococciques.

La contamination des aliments par S. aureus fait généralement suite a leur
manipulation par un porteur sain ou par une personne hébergeant les bactéries au niveau
de plaies cutanées (e.g. furoncle, panaris). S. aureus appartient en effet a la flore
commensale de 'Homme et est largement retrouvée au niveau de la peau, du cuir
chevelu, du pharynx et des muqueuses nasales, avec un taux de portage d’environ 30 %
(Wertheim et al., 2005).

Aprés la contamination de l'aliment, et s’il est maintenu a une température favorable, les
staphylocoques vont s’y multiplier et dans le cas de souches toxinogénes, des
entérotoxines émétiques vont étre produites. Compte tenu de ce processus particulier, ces
TIAC sont parfois qualifiees de « maladie des banquets » préférentiellement décrites lors
de repas servis sous la forme de buffets (Mossong et al., 2015; Pillsbury et al., 2013),
puisqu’'un séjour de quelques heures a température ambiante est suffisant pour que les

bactéries produisent les toxines. Les aliments le plus souvent impliqués dans ce type de
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TIAC sont les salades composées, les crémes, les patisseries et plus généralement tous
les plats nécessitant des manipulations par le cuisinier. On recense également des
intoxinations liées a la consommation de lait cru ou de fromages et dans ce cas, c’est la
présence de S. aureus au niveau des pis de I'animal qui est généralement a l'origine de la

contamination du lait.

Contrairement aux toxi-infections, les intoxinations sont caractérisées par une période
d’incubation trés bréve. Les entérotoxicoses staphylococciques sont en effet a I'origine de
vomissements brutaux sans fiévre associés a des céphalées apparaissant 30 minutes a
2 heures seulement aprés la consommation de laliment contaminé. Les symptémes
résultent de I'action des entérotoxines émétiques qui, par la stimulation des terminaisons
du nerf vague au niveau du tractus digestif, activent le centre médullaire du vomissement.
De bon pronostic, ces symptomes disparaissent généralement aprés 12 a 24 heures. La
survenue d’un choc toxique staphylococcique est cependant possible en cas d’intoxination
massive. Dans ce cas, les toxines ingérées vont jouer le réle de superantigénes et stimuler
de maniére excessive le systéme immunitaire entrainant fievre, hypotension et une
érythrodermie scarlatiniforme (Collége des Universitaires de Maladies Infectieuses et
Tropicales, 2016).

Afin de limiter ce type d’intoxination, le respect des bonnes pratiques d’hygiéne est
essentiel. Il convient ainsi au personnel cuisinier de manipuler les aliments avec des
gants, de porter un filet a cheveux et de panser les plaies éventuelles. Par ailleurs, afin de
limiter la croissance du pathogéne dans les aliments, il impératif de respecter la chaine du
froid et d’éviter de servir les plats trop a I'avance lors des buffets. Enfin, notons que bien
que S. aureus soit une bactérie thermolabile, les entérotoxines qu’elle produit sont
particulierement stables a la chaleur et la recuisson des aliments préalablement

contaminés ne protége donc pas de l'intoxination.

e C(lostridium perfringens

C. perfringens est un bacille a Gram positif anaérobie, sporulé, dont certaines
souches sont productrices d’entérotoxines. Ce pathogéne est principalement retrouvé
dans le tube digestif des animaux, mais aussi dans les sols et la poussiére. Il s’agit d’'un
germe fréquemment retrouvé dans les denrées d’origine animale, contaminées soit durant

I'éviscération des animaux a I'abattoir, soit a partir de 'environnement souillé.
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Les spores de C. perfringens étant particulierement résistantes, ils sont capables
de perdurer a la cuisson des aliments. L’anaérobiose partielle provoquée lors de la
cuisson favorise d’ailleurs leur germination, assurant ensuite une multiplication rapide des
bactéries durant le refroidissement de [laliment en question. Ainsi, les denrées
alimentaires classiquement impliquées dans ce type de TIAC sont les viandes en sauces
servies dans la restauration collective, cuisinées en grand volume et ayant subi un

refroidissement trop lent.

Une ingestion massive de bactéries, de l'ordre de 10° & 10° UFC, est nécessaire a la
survenue des symptdmes. Une fois dans le tube digestif, le changement brutal de pH entre
I'estomac et l'intestin gréle va provoquer la sporulation des bactéries qui est associée a la
libération de I'entérotoxine a responsable des symptédmes. Ainsi, les pathologies causées
par C. perfringens sont des toxi-infections puisque cette toxine étant thermolabile, c’est
lingestion préalable de la bactérie qui est responsable de la pathologie. L'incubation est
geénéralement bréve, de 8 a 16 heures, et les symptdomes associés sont des diarrhées
sans fiévre ni vomissement persistant pendant 12 a 24 heures (College des Universitaires
de Maladies Infectieuses et Tropicales, 2016). Certaines souches de C. perfringens sont
également capables de produire une toxine 3 a l'origine d’entérocolites nécrosantes (Petit
et al., 1999). Ce type d’infection souvent fatale est principalement observé dans les pays

en développement.

Concernant les mesures permettant de lutter contre ce type de toxi-infections, la
restriction hydrique des animaux avant leur abattage permet de limiter la bactériémie
post-prandiale souvent a l'origine de la contamination de la viande. Par ailleurs, les
matiéres premiéres contenant fréquemment des quantités faibles de bactéries, ce sont
surtout les conditions de cuisson puis de conservation des préparations culinaires qui
déterminent leur niveau de contamination. Il convient alors de consommer les plats
immédiatement aprés cuisson, ou dans le cas contraire de les maintenir au chaud ou de

les refroidir rapidement.
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e Bacillus cereus

B. cereus est un bacille a Gram positif sporulé, aéro-anaérobie, d’origine tellurique.
Les spores de B. cereus sont retrouvées dans un grand nombre de denrées alimentaires

d’origine végétale comme le riz, les pommes de terre et les épices.

Les spores étant résistantes a la température, les bactéries se multiplient dans les
denrées alimentaires aprés cuisson, en cas de refroidissement lent. La DMI est de 'ordre
de 10° UFC. Selon la souche, B. cereus est capable de produire deux types de toxines
entrainant deux symptomatologies différentes. La premiére toxine, le céréulide, est
émétique. Elle est produite directement dans l'aliment durant la multiplication des
bactéries. Cette toxine étant thermostable, la recuisson des aliments ne prévient pas de
l'intoxination. Dans ce cas, le mécanisme daction et les symptdmes ressemblent
beaucoup a ceux produits par la toxine de S. aureus, avec des vomissements survenant
1 a 6 heures aprés la consommation de I'aliment. Cette intoxination dite « du restaurant
chinois » est fréequemment associée a la consommation d’aliments amylacés préparés en

grand volume, comme le riz, les pates, les semoules et le blé (Cadel Six et al., 2012).

La seconde toxine produite par B. cereus est quant a elle thermolabile. Elle est produite
par la bactérie directement dans le tube digestif de 'Homme aprés une période
d’incubation de 8 a 16 heures. Cette toxine a une action diarrhéigéne et dans ce cas, la
toxi-infection est comparable a celle causée par C. perfringens. Cette symptomatologie est

plutét observée suite a la consommation de viande hachée.

Les épisodes de gastroentérites causés par B. cereus sont généralement sans
gravité et la guérison est habituellement observée en 12 a 24 heures. En matiére de
prophylaxie, la consommation des préparations culinaires directement aprés cuisson ou
leur refroidissement rapide permet de limiter ce type de TIAC. Le lavage et I'épluchage
des végétaux permettent de réduire le nombre de bactéries présentes sur les denrées
alimentaires. Enfin dans l'industrie alimentaire, I'ionisation des herbes aromatiques et des

épices permet de limiter la présence de cette bactérie.
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I.5.2 Bactéries responsables des TIAC les plus graves

1.5.2.1 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes est un bacille 8 Gram positif a multiplication intracellulaire. Il
s’agit d’'une bactérie saprophyte principalement présente dans le sol, les eaux et les
végétaux, mais parfois retrouvée dans le tractus digestif de ’lHomme ou des animaux en

cas de portage sain.

La listériose est une infection d’origine alimentaire peut fréquente chez 'lHomme.
La plupart des cas sont sporadiques mais de petites épidémies sont parfois décrites.
Listeria est un germe ubiquiste retrouvé a la surface d’'une grande variété d’aliments.
S’agissant d’une bactérie thermolabile, les denrées frequemment a l'origine des cas de
listériose sont celles consommées crues comme la charcuterie, les rillettes, les crudités,
ou encore les poissons fumés (Lecuit, 2007). Listeria se multiplie facilement dans les
aliments, cette bactérie psychrophile est d’ailleurs capable de croitre a des températures
inférieures a 4°C. De ce fait, la dose infectieuse est facilement atteinte dans les aliments

contaminés, en particulier en cas de rupture de la chaine du froid.

Aprés ingestion, les bactéries franchissent la muqueuse digestive, gagnent les ganglions
lymphatiques périphériques puis atteignent le foie et la rate par l'intermédiaire de la
circulation sanguine et des monocytes. L. monocytogenes est un germe opportuniste. A ce
stade, la maladie est donc souvent contrélée chez les sujets immunocompétents et
l'infection demeure asymptomatique (Collége des Universitaires de Maladies Infectieuses
et Tropicales, 2016). En revanche, chez les personnes ayant un systéme immunitaire plus
fragile comme les nouveau-nés, les personnes agées, les immunodéprimés ou encore les
femmes enceintes, une bactériémie peut apparaitre, exposant particulierement le systeme

nerveux central et le placenta.

Dans ce type d’infection, la période d’incubation est trés variable, allant de quelques jours
a 8 semaines. Les formes septicémiques observées chez les immunodéprimés associent
une fiévre élevée et des algies multiples d’apparition brutale (Collége des Universitaires de
Maladies Infectieuses et Tropicales, 2016). Par la suite, I'atteinte neuro-méningée peut se
présenter sous la forme d’'une méningite pure ou d’'une méningo-encéphalite avec une
atteinte particuliére du rhombencéphale, conduisant a la paralysie des nerfs craniens.
Dans ce cas, le pronostic est généralement sévére avec une mortalité élevée ou des

séquelles importantes.
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Dans le cas de linfection materno-infantile, la pathologie est souvent résumée a un
syndrome pseudo-grippal sans séquelle chez la mére. En revanche, la contamination de
I'enfant in utéro par voie placentaire ou plus rarement lors de I'accouchement entraine des
complications particulierement graves. Si elle est précoce, linfection anténatale peut en
effet conduire a I'avortement. Plus tardive, elle conduira a la naissance prématurée de
I'enfant associée a la réapparition des symptémes fébriles chez la mére. On observe dans
ce cas un tableau clinique sévére chez le nouveau-né, associant cyanose, apnée,
détresse respiratoire, conduisant a une mortalité élevée. Enfin, dans le cas d'une
contamination per-partum, ['atteinte méningée est prédominante. Le traitement des
listérioses, qu’il s’agisse d'une atteinte neuro-méningée ou d’une septicémie, associe

I’'amoxicilline a forte dose et un aminoside.

La prévention des listérioses repose principalement sur le respect de quelques
régles alimentaires par les sujets les plus sensibles. En effet, il convient alors d’éviter la
consommation des aliments a risque, tels que la charcuterie, les rillettes, les patés, les
fromages a pate molle au lait cru, les poissons fumés, les coquillages, les graines germés
et tout autre aliment consommé cru. |l est également conseillé de laver et d’éplucher les
légumes et de bien cuire les produits carnés. La recuisson des aliments ayant séjourné au
réfrigérateur est également importante afin d’éliminer les bactéries qui se développent
particulierement bien dans ce type d’environnement. Il convient d’ailleurs de désinfecter
régulierement les réfrigérateurs fréquemment contaminés par Listeria, d’y maintenir une
température suffisamment basse, d’y séparer les aliments crus des plats cuits et de
respecter les dates limites de consommation des produits entreposés. Enfin, durant la
grossesse, il est préconisé de proscrire I'utilisation d’éponges, couramment colonisées par

Listeria.

1.5.2.2 Clostridium botulinum

C. botulinum est un bacille a Gram positif anaérobie strict et sporulé, présent de
maniére ubiquitaire dans le sol, les poussiéres, I'eau et occasionnellement dans le tractus
digestif de ’'Homme ou des animaux. Cette bactérie est responsable du botulisme, une
intoxination rare mais gravissime. En France, entre 2010 et 2012, 24 foyers de botulisme

ont été confirmés, impliquant au total 51 personnes (Mazuet et al., 2014).
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La toxine botulique est produite par la bactérie lors de sa multiplication. Celle-ci
n’étant possible qu’en anaérobiose stricte, certains aliments sont particuli€rement propices
a son développement. Il s’agit par exemple des denrées peu acides conditionnées en
boites de conserve comme les asperges, les haricots verts, les betteraves ou le mais, ou

encore les aliments conservés par salaison comme les jambons et certains poissons.

Alors que la toxine botulique est thermolabile, les spores de C. botulinum sont
particulierement résistantes (Fujinaga, 2010). La majorité des intoxinations a ainsi pour
origine la consommation de terrines et jambons artisanaux mal préparés et mal conservés
ou encore de conserves familiales mal stérilisées (Mazuet et al., 2011). La période
d’incubation entre l'ingestion de la toxine et 'apparition des premiers signes cliniques est
généralement de 12 a 24 heures mais elle peut s’étendre jusqu'a 8 jours. La toxine
botulique provoque une paralysie flasque en inhibant la libération d’acétylcholine au
niveau des jonctions neuromusculaires. Les premiers signes cliniques observés sont
geéneéralement dus a l'atteinte des muscles de 'accommodation, entrainant troubles de la
vision, diplopie et mydriase. Rapidement les signes dysotaumiques se complétent,
marqués au niveau buccal par une xérostomie, des difficultés de déglutition et d’élocution,
et par une constipation et une rétention urinaire (Mazuet et al., 2011). Dans les formes les
plus graves, les paralysies atteignent les membres et les muscles respiratoires, engageant
le pronostic vital. Le traitement du botulisme est essentiellement symptomatique et
nécessite pour les formes les plus graves une assistance respiratoire. Une sérothérapie
peut étre indiquée mais elle ne sera efficace que dans les 24 premiéres heures suivant
lapparition des symptomes (College des Universitaires de Maladies Infectieuses et
Tropicales, 2016).

En paralléle de l'intoxination, des toxi-infections botuliques sont parfois observées. Elles
sont la conséquence de l'ingestion et de la germination de spores de C. botulinum dans
lintestin, suivie de la synthése in vivo des toxines. Ce phénoméne est principalement
observé chez les nourrissons (Paricio et al., 2006) en raison de leur flore intestinale

encore immature.

L’intoxination botulique est une pathologie trés grave, puisqu’elle est mortelle dans
5 a 10 % des cas. Contrairement aux autres pathogénes, la déclaration d’'un seul cas est
d’ailleurs suffisante a définir une TIAC et a lancer le processus d’alerte (Mazuet et al.,
2011). Les moyens permettant de limiter ce type d’intoxination est tout d’abord une
stérilisation adéquate des aliments afin d’éliminer les spores bactériennes. Dans l'industrie

alimentaire, la résistance des spores de C. botulinum sert d’ailleurs de référence pour le
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baréme de stérilisation utilisé, une température de 121°C au cceur du produit pendant
3 minutes permettant de réduire la quantité de spores de C. botulinum de 12 unités
logarithmiques. Dans le cas des jambons artisanaux, il est impératif de respecter des
concentrations en chlorure de sodium et en nitrites permettant d’inhiber la croissance de
C. botulinum au cceur de l'aliment. Le respect de la chaine du froid pour les denrées non
stérilisées est également essentiel. Enfin, afin de prévenir le botulisme infantile, la
consommation de miel par les nourrissons de moins de 12 mois est contre indiquée, cet

aliment contenant frequemment des spores bactériennes (Grabowski & Klein, 2015).

I.5.3 Virus

Les virus sont une cause trés fréquente de maladies alimentaires. Si leur incidence
a toujours été importante (Figure 5), ils étaient pour la premiére fois en 2014 la principale

étiologie connue des TIAC recensées en Europe (European Food Safety Authority, 2015).

Le danger lié a la présence de virus pathogénes dans les denrées alimentaires est
particulierement difficile @ maitriser car leur détection est difficile. D’ailleurs, si d’'un point
de vue réglementaire certains pathogénes sont directement recherchés dans certaines
matrices alimentaires (Parlement Européen, 2005), aucun virus n’est actuellement

recherché en routine.

La difficulté repose principalement sur le fait que, contrairement aux bactéries, les virus ne
sont pas capables de proliférer dans I'environnement ou dans les matrices alimentaires. lls
sont donc généralement présents dans les aliments contaminés en quantité faible mais
suffisante pour infecter les consommateurs. Les virus les plus souvent a lorigine de
maladies alimentaires dans les pays industrialisés sont les norovirus mais d’autres virus
comme ceux responsables des hépatites a transmission orale peuvent aussi étre
impliqués (Koopmans et al., 2002). Les infections causées par les norovirus seront

développées dans un chapitre particulier.
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Figure 5: Etiologie des TIAC recensées en Europe entre 2008 et 2014, d’aprés
I’EFSA, 2015. En 2014, Les virus étaient responsables de 20,4 % des TIAC déclarées en
Europe.

I.5.3.1 Virus de I’hépatite A

Le virus de I'hépatite A (VHA) est un virus nu de forme icosaédrique composé d’un
génome a ARN. Il appartient a la famille des Picornaviridae et au genre Hepatovirus. Six
génotypes sont actuellement décrits, dont 3 sont capables d’infecter ’'Homme.

Tout comme les norovirus, le VHA se transmet par la voie féco-orale, ce qui signifie
que des denrées alimentaires peuvent étre a l'origine de la transmission. Les aliments
fréquemment identifiés dans la transmission du VHA sont les coquillages et les légumes
(Bellou et al., 2013; Boxman et al., 2016; Conaty et al., 2000; Gossner & Severi, 2014;
Severi et al., 2015). La TIAC la plus importante attribuée au VHA est d’ailleurs liée a la
consommation de palourdes crues, qui ont été responsables de la contamination de pres
de 300 000 individus a Shanghai en 1988 (Halliday et al., 1991).
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La prévalence du VHA est trés importante dans certaines régions du monde puisqu’elle
est directement liée aux conditions sanitaires précaires (Jacobsen & Wiersma, 2010). De
ce fait, I'hépatite A est généralement contractée pendant la petite enfance dans les pays
en développement et dans ce cas, la pathologie est le plus souvent asymptomatique. A
linverse, compte tenu des progrés en matiére d’hygiéne dans les pays développés,
I'exposition au virus durant I'enfance est de plus en plus rare et des primo-infections de

'adulte sont parfois observées, conduisant 8 une symptomatologie plus ou moins sévére.

Aprés son ingestion, le VHA se multiplie au niveau des hépatocytes et est ensuite excrété
dans les selles via les voies biliaires. L’infection par le VHA est marquée par une période
d’incubation entre la contamination et I'apparition des premiers symptédmes relativement
longue, puisqu’elle peut s’étendre de 10 jours a 8 semaines. On observe ensuite les
signes cliniques classiques d’'une hépatite, avec une premiére phase pré-ictérique peu
spécifique associant asthénie, anorexie, et nausées pendant 1 a 3 semaines, suivie d’un
ictére avec hépatosplénomégalie pendant une période de 10 a 15 jours (Collége des
Universitaires de Maladies Infectieuses et Tropicales, 2016). Aprés linfection, un
syndrome pseudo-grippal peut persister plusieurs semaines mais on n’observe jamais
d’évolution vers la chronicité. La sévérité de la pathologie augmente considérablement
avec I'age et la complication la plus redoutée est I'hépatite fulminante, observée chez pres
de 2 % des patients agés de plus de 50 ans. De pronostic sévére, elle nécessite dans la

plupart des cas une transplantation hépatique.

Les mesures de prophylaxie a 'égard de I'hépatite A sont tout d’abord le respect
des régles d’hygiénes afin d’éviter la contamination féco-orale. Un vaccin est également
disponible et recommandé en cas de voyage en zone de haute endémicité. Il peut
également étre indiqué pour I'entourage proche des patients atteints d’hépatite A afin
d’éviter la dissémination du virus. En France, méme hors contexte de TIAC, I'hépatite A
fait partie des maladies a déclaration obligatoire. Abandonnée en 1984, la déclaration des
cas d’hépatite A est a nouveau d’actualité depuis 2006 en raison de la recrudescence de
la maladie et de sa gravité potentielle chez I'adulte (Ministére de la santé et des
solidarités, 2005). Durant la premiére année de surveillance par la déclaration obligatoire,
1 313 cas d’hépatite A ont été notifiés en France (Couturier et al., 2007). Parmi eux, plus
de 40 % faisaient suite a un séjour hors métropole et 20 % étaient lié a la consommation

de fruits de mer.
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1.5.3.2 Virus de I'hépatite E

Le virus de I'népatite E (VHE), seul représentant du genre Hepevirus, est un virus
appartenant a la famille des Hepeviridae. Tout comme le VHA, il s’agit d’un virus nu a ARN
simple brin. Actuellement 4 génotypes sont décrits, chacun caractérisé par une distribution

géographique et une spécificité d’hbte particuliere.

Alors que les génotypes 1 et 2 sont exclusivement isolés chez 'Homme, les
génotypes 3 et 4 circulent de maniére asymptomatique chez certains animaux comme le
porc, le sanglier ou le cerf, mais peuvent occasionnellement infecter 'lHomme (Pavio et al.,
2010a). De la méme maniere que le VHA, le VHE se transmet principalement par la voie
féco-orale. Les génotypes 1 et 2 sont généralement transmis par la consommation d’eau
souillée ; ils sont ainsi principalement a lorigine d’infections dans les pays en
développement et sont particulierement présents en Asie pour le génotype 1 et en Afrique
et en Amérique latine pour le génotype 2 (Kamar et al., 2012). Concernant les génotypes
animaux, le génotype 3 présente une distribution mondiale alors que le génotype 4 circule

principalement en Asie du Sud-Est.

On recense chaque année environ 20 millions de cas d’hépatite E, principalement
observés dans les pays en développement (Chaudhry et al., 2015). Les cas d’hépatite E
décrits dans les pays développés sont généralement des zoonoses liées au génotype 3,
faisant suite a la consommation d’abats insuffisamment cuits provenant d’animaux
porteurs. En France, environ 500 cas sont recensés annuellement et on observe une
fréquence plus importante dans le sud du pays, en lien avec les habitudes alimentaires
(Colson et al., 2010).

La période dincubation varie entre 2 et 6 semaines. Tout comme I'hépatite A, de
nombreuses formes sont asymptomatiques et la sévérité de la pathologie est corrélée
avec I'age du patient. Aprés une phase prodromique d’une dizaine de jours caractérisée
par un syndrome pseudo-grippal, les symptédmes classiquement observés sont un ictére
associé a une hépatosplénomégalie. L’évolution de la pathologie est généralement
favorable dans un délai de 3 a 5 semaines mais le pronostic vital peut parfois étre engagé
avec la survenue d’'une hépatite fulminante chez 1 a 5 % des adultes (Pavio et al., 2010b).
Cette complication est d’autant plus fréquente lorsque la pathologie survient pendant la
grossesse. Les femmes enceintes sont en effet exposées a un risque accru d’insuffisance
hépatique aigué et on note un taux de mortalité pouvant atteindre 25 % lorsque l'infection

est contractée durant le 3°™ trimestre de grossesse. Par ailleurs, une transmission
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verticale au foetus est observée dans plus de 30 % des cas (Chaudhry et al., 2015; Kumar

et al., 2004). Enfin, contrairement a I'hépatite A, des formes chroniques sont parfois

décrites, principalement chez 'immunodéprimé (Kamar et al., 2012).

En matiére de prophylaxie, les mesures d’hygiéne classiques permettant d’éviter la
contamination des ressources hydriques sont essentielles dans les pays en
développement. En France et dans les autres pays développés, il est recommandé aux
personnes présentant un risque accru de complications d’éviter de consommer des
charcuteries crues a base de foie de porc. Enfin, un vaccin contre le VHE a été mis au

point mais il est uniquement disponible en Chine (Zhang et al., 2014).
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II. LES NOROVIRUS

Les norovirus sont a I'’heure actuelle une des principales causes de gastroentérites,
que ce soit dans les pays en développement ou dans les pays industrialisés. lls sont
fre<quemment la cause d’épidémies, qu’elles soient d’origine alimentaire ou non, et
l'apparition de mutations au niveau de leur génome conduit a I'émergence réguliere de
nouvelles souches. C’est pourquoi, a 'heure actuelle, les gastroentérites causées par les

norovirus constituent un réel probléeme de santé publique.

Historiquement, le premier norovirus humain a pu étre identifié a la suite d’'une
épidémie de gastroentérites touchant les éléves et enseignants d’'une école primaire de la
ville de Norwalk, dans I'Ohio (Etats-Unis) en novembre 1968 (Kapikian et al., 1972). Ce n’est
que 5 ans plus tard que pour la premiére fois, 'agent pathogéne responsable de cette
épidémie a pu étre réellement identifié. En 1972, I'utilisation de la microscopie électronique
couplée a un marquage immunologique a en effet permis de révéler la présence de
particules de 27 nm de diamétre dans les selles de volontaires infectés par un filtrat de selles
provenant des victimes de I'épidémie de 1968 (Figure 6). Ce virus fut alors baptisé

«virus Norwalk ».

Le virus Norwalk est donc le premier agent viral formellement identifié a l'origine d’'une
épidémie de gastroentérites, bien que 50 ans plus t6t, une étiologie virale avait déja été
envisagée lors de la description d’épidémies de gastroentérites non bactériennes (Bradley,
1943; Gordon et al., 1947; Gray, 1939; Zahorsky, 1929).

Durant les années qui ont suivies la découverte du virus Norwalk, de nombreux
autres virus entériques ont été isolés au cours d’épidémies. Ces virus furent également
nommeés selon leur lieu de découverte (e.g. Southampton virus, Desert Shield virus, Snow
Mountain virus, Mexico virus, Toronto virus, Camberwell virus, Hawaii virus) et furent
regroupés sous l'appellation SRSV pour Small Round Structured Viruses, en référence a leur
aspect en microscopie électronique. Il faudra attendre 2002 pour que 'ensemble de ces virus
soit classé sous le genre Norovirus par le comité international de taxonomie des
virus (ICTV).
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Figure 6: Observation par immunomicroscopie électronique d’un agrégat de
norovirus, d’aprés Kapikian et al., 1972. Des particules de 27 nm de diamétre sont
observées dans un échantillon de selles filtrées, aprés marquage par incubation avec un
antisérum provenant d’un volontaire infecté par le virus Norwalk (grossissement x 231 500).

I1.1 Structure et classification

La famille des Caliciviridae regroupe depuis 2012 les genres Lagovirus, Nebovirus,
Norovirus, Sapovirus et Lagovirus (King et al., 2012). Le nom de cette famille est dérivé du
mot latin calyx. Il fait référence aux dépressions en forme de calices visibles a la surface de
ces virus lorsqu’ils sont observés en microscopie électronique. La famille des Caliciviridae
est composée de virus non enveloppés présentant une forme icosaédrique et les genres
Norovirus et Sapovirus contiennent tous deux des virus capables d’infecter 'THomme. Dans

le cas des norovirus, ils mesurent entre 27 et 35 nm de diamétre.
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II.1.1 Génome

Les norovirus possédent un génome a ARN monocaténaire de polarité positive. Sa
taille varie entre 7,5 et 7,7 kb (Jiang et al., 1993). A I'extrémité 5’, il est associé de maniére
covalente a une protéine VPg (viral protein genome-linked) qui joue le réle de coiffe. Une
queue poly(A) est présente a son extrémité 3’ (Figure 7). Le génome des norovirus est
organisé en trois cadres de lecture ouverts (ORFs) (Atmar, 2010; Lambden et al., 1993).
Parmi eux, L'ORF1 code une polyprotéine précurseur d’environ 195 kDa (Belliot et al., 2003)
qui fournira aprés clivage 6 protéines non structurales (NS) dont la fonction n’est pas

toujours complétement élucidée. Il s’agit de :

e |a protéine NS1/2 (p48 ou N-term), qui serait impliquée dans la formation du
complexe de réplication (Hyde & Mackenzie, 2010; Thorne & Goodfellow, 2014);

e |a protéine NS3 (p41 ou 2C-like), une NTPase qui aurait également un réle d’hélicase
(Hardy, 2005; Pfister & Wimmer, 2001);

o |a protéine NS4 (p22 ou 3A-like), qui interagit avec le cytosquelette et le complexe de
réplication (Hardy, 2005; Hyde & Mackenzie, 2010);

e |a protéine NS5 (VPg), protéine de coiffe de 15 kDa liée au génome en 5’ qui est
nécessaire a la réplication et a la traduction de 'ARN (Daughenbaugh et al., 2006);

e la protéine NS6 (Pro, 3C-like), cystéine-protéase qui est responsable du clivage en 5
points de la polyprotéine non structurale (Herod et al., 2014; Sosnovtsev et al., 2006);

o |a protéine NS7 (RdRp ou Pol), ARN polymérase ARN-dépendante qui assure la

réplication du génome (Hégbom et al., 2009).

Les ORF2 et ORF3 quant a eux codent respectivement la protéine majeure (VP1) et
la protéine mineure (VP2) de capside (Glass et al., 2000; Thorne & Goodfellow, 2014). Ces
deux protéines de structure sont majoritairement traduites a partir des ARN subgénomiques.
Il s’agit de fragments de génome identiques a 'ARN génomique en 3’, présents en grande
quantité dans la cellule hoéte lors du processus de réplication du virus. Comme I'ARN
geénomique, ces ARN subgénomiques sont liés en 5’ a une protéine VPg et présentent une
queue poly(A) en 3’ (Herbert et al., 1997) (Figure 7).
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Figure 7 : Organisation du génome des norovirus, adaptée de Bok et al., 2012 et
Robilotti et al., 2015. a. Le génome des norovirus est composé de trois ORFs. L’'ORF1 code
pour une polyprotéine qui fournira aprés clivage 6 protéines non structurales : les protéines
NS1/2 (p48), NS3 (NTPase), NS4 (p22), NS5 (VPg), NS6 (Pro) et NS7 (Pol). b. Les ORF2 et
ORF3 codent respectivement la protéine majeure de capside (VP1) et la protéine mineure de
capside (VP2). Elles sont traduites majoritairement a partir des ARN subgénomiques. ¢. La
protéine structurale VP1 est constituée des domaines P (P1 et P2), S et N.

I1.1.2 Capside

La structure de la capside des norovirus a principalement été étudiée grace a des
techniques de cristallographie aux rayons X et de cryomicroscopie électronique (Prasad et
al., 1999, 1994). Elle présente une symétrie icosaédrique d’ordre 3 et contient 90 diméres de
la protéine de structure VP1. Cette protéine de masse comprise entre 58 et 60 kDa (Hardy,
2005) est constituée de trois domaines : on retrouve le domaine variable P (protruding ou
protubérance) exposé en surface de la capside et constitué des sous-domaines P1 et P2 ; le
domaine S (shell ou coque) qui correspond a la région la plus conservée ; et le domaine N,
situé a l'extrémité N-terminale de la protéine, qui constitue la face interne de la capside
(Prasad et al., 1999) (Figures 7 et 8). Le domaine P est impliqué dans la reconnaissance

des antigénes de groupes sanguins (Histo-blood groups antigens ou HBGA) par les
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norovirus. Ces motifs situés a la surface de nombreux types cellulaires humains semblent
jouer un réle essentiel dans le processus d’infection des norovirus (Tan & Jiang, 2005a)
(voir chapitre 11.4.1 — Importance du polymorphisme des HBGA dans I'infection par les
norovirus). Cette reconnaissance se fait plus précisément au niveau du sous-domaine P2

hypervariable (Chakravarty et al., 2005).

La capside virale des norovirus contient également quelques exemplaires de la protéine VP2
(Prasad et al., 1994) dont la masse est comprise entre 22 et 29 kDa (Hardy, 2005). Les
protéines VP2 sont associées au domaine S de la protéine VP1 sur la face interne de la
capside ; elles jouent ainsi un réle dans la stabilité de la capside. Elles sont également

essentielles au déroulement du cycle viral (Glass et al., 2003; Vongpunsawad et al., 2013).

VP1
N S VPaVP1 P2 P1
N N $ S pL P1 #2 P2 P P1
a b. [d

Figure 8 : Structure de la capside des norovirus, d’aprés Hutson et al., 2004. a. La
protéine VP1 est divisée en trois domaines, le domaine S ou coque (en jaune), le domaine N
terminal (en vert) et le domaine P ou protubérance. Le domaine P est constitué du sous-
domaine P1 conservé (en rouge) composé de 168 acides aminés (226 a 278 et 406 a 520)
et du sous-domaine P2 hypervariable (en violet) composé de 127 acides aminées (279 a
405). b. Les protéines VP1 sont associées sous forme de dimeéres. ¢. La capside virale est
constituée de 90 diméres de protéines VP1.
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I1.1.3 Classification

Les norovirus sont caractérisés par une trés grande variabilité génétique et
antigénique, considérée comme un mécanisme d’évolution et de survie commun a
'ensemble des virus a ARN (Domingo & Holland, 1997). Ainsi, en plus des virus capables
d’'infecter ’THomme, le genre Norovirus regroupe des virus ayant un tropisme pour d’autres
espéces animales. Ces variabilités observées au sein du genre ont conduit a la définition de

plusieurs génogroupes et génotypes.

Historiquement, la premiére classification des norovirus était basée sur des essais de
marquages immunologiques observés par microscopie électronique (Green et al., 1995;
Lewis et al., 1995). Ce type d’approche utilisant des caractéres antigéniques s’est cependant
révélé peu precis et peu reproductible. De ce fait, une nouvelle classification basée sur des
critéres génétiques est rapidement apparue comme étant le meilleur moyen de caractériser

ces virus.

En 2003, suite a la découverte de norovirus capables d’infecter la souris (norovirus murin ou
MNV), le séquencage des norovirus avait permis de définir 5 génogroupes (Karst, 2003).
L’absence de consensus quant a la région du génome a séquencer rendait cependant les
résultats difficlement comparables d’'un laboratoire a l'autre, en particulier lorsqu’il était
question des norovirus humains (Ando et al., 2000). En 2006, les travaux de Zheng et al. ont
permis d’unifier cette classification. En se basant uniquement sur la séquence du géne
codant la protéine majeure de capside VP1, une hiérarchisation du genre Norovirus a trois
niveaux comprenant le génogroupe, le génotype ainsi que la souche a été décrite. Les
auteurs ont d’ailleurs confirmé la répartition des norovirus connus en 5 génogroupes et ont
ensuite proposé leur subdivision en 29 génotypes. En utilisant cette classification, ils ont
observé une variabilité génétique comprise entre 0 et 14,1 % pour les virus regroupés au
sein d'une méme souche, comprise entre 14,3 et 43,8 % pour les virus figurant dans un
méme génotype et comprise entre 45,0 et 61,4 % pour les virus regroupés au sein d’un
méme génogroupe. Cette classification qui fut officiellement acceptée lors de la 3°™
conférence internationale sur les calicivirus en 2007 (Atmar, 2010) a récemment été modifiée
par la définition d'un 6°™ génogroupe, suite & lisolement de norovirus d’origine canine
(Mesquita et al., 2010). Les données les plus récentes permettent donc aujourd’hui de
classer les norovirus en 6 génogroupes (Gl a GVI) et plus de 40 génotypes. Cette
7éme

classification est en constante évolution, si bien que la mise en place d’'un génogroupe

est actuellement proposée (Vinjé, 2015).
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Parmi les 6 génogroupes de norovirus actuellement définis, les génogroupes Gl, GlI
et GIV contiennent des souches ayant un tropisme pour 'Homme. Les données actuelles
répertorient 9 génotypes au sein du génogroupe Gl (Gl.1 a G1.9) ; on compte 22 génotypes
dans le génogroupe Gll, incluant les génotypes Gll.11, GII.18 et GII.19 uniquement isolés
chez le porcin (Mattison et al., 2007; Sugieda & Nakajima, 2002; Wang et al., 2005) ; et le
génogroupe GIV contient 2 génotypes, le génotype GIV.1 capable d’infecter 'THomme et le
génotype GIV.2 infectant uniquement les félins et les canins (Di Martino et al., 2016; Martella
et al, 2009, 2007). Les génogroupes Glll, GV et GVI quant a eux contiennent
respectivement des souches bovines (Han et al., 2004; Oliver et al., 2003), murines (Hsu et
al., 2007; Karst, 2003) et canines (Mesquita et al., 2010).

Plus récemment et motivée par le fort taux de recombinaison observé en particulier au
niveau des ORF1 et ORF2, une autre nomenclature utilisant a la fois la séquence codant la
protéine majeure de capside VP1 et la séquence codant ’ARN polymérase a été proposée
(Kroneman et al., 2013) (Figure 9).

Les informations qui permettent d’identifier les différentes souches de norovirus selon cette
nomenclature reprennent les informations suivantes : On retrouve le génogroupe auquel elle
appartient (GI-VI), son héte (humain, porcin, bovin, etc.), le code ISO du pays dans lequel
elle a été isolée, 'année d’échantillonnage, le génotype (basé sur I'étude de la séquence du
géne codant la protéine VP1 et/ou du géne codant [IARN polymérase),
ainsi que le variant identifi¢ par un nom de ville et un numéro de série (exemple:
norovirusGII/Hu/FR/2004/GlI.Pg_Gll.1/Paris23).
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Figure 9: Phylogénie des norovirus, d’aprés de Graaf et al., 2016. a. Analyse
phylogénétique basée sur la séquence de 'ORF1 du génome codant 'ARN polymérase. b.
Analyse phylogénétique basée sur la séquence de 'ORF2 codant la protéine majeure de
capside VP1. Bien que présentant de nombreuses similarités, des phylogénies différentes
apparaissent selon la séquence utilisée. Ces représentations prennent en compte la
définition d’un génogroupe GVII proposée par Vinjé et al., 2015.
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I1.2 Cycle de réplication

I1.2.1 Alternatives a I’étude des norovirus humains

L'étude du mécanisme de réplication des norovirus humains fut particulierement
difficile puisqu’il n’existait pas, jusqu’il y a peu, de systeme cellulaire efficace permettant leur
réplication. Des avancées ont été faites dans ce domaine en utilisant notamment des
modeles cellulaires tridimensionnels d’épithélium intestinal pour leur culture (Straub et al.,
2013, 2011). Plus récemment encore, des systémes de culture utilisant des lymphocytes B
(Jones et al., 2015, 2014), ou des cellules souches intestinales (Ettayebi et al., 2016) ont été
proposés. Ces différentes techniques sont cependant difficiles a mettre en ceuvre a I'heure
actuelle et certaines d’entre elles s’avérent peu reproductibles (Herbst-Kralovetz et al., 2013;
Papafragkou et al., 2013). De plus, elles semblent peu représentatives du cycle viral naturel
des norovirus puisque leur application ne permet d’observer qu’'une multiplication virale
modérée (i.e. augmentation du nombre de copies de génome de 1 a 3 unités
logarithmiques), bien en deca des niveaux de multiplication observés lors de la réplication in
vivo du virus. A I'heure actuelle, ces techniques n'ont donc pas encore permis d’étudier de

maniére plus précise le cycle viral des norovirus humains.

Pour mieux comprendre la réplication des norovirus, des alternatives ont donc été
utilisées. Ce mécanisme a notamment pu étre exploré par I'étude du calicivirus félin (FCV),
un autre membre de la famille des Caliciviridae qui présente I'avantage d’étre cultivable
(Chaudhry et al., 2006) ; par I'étude des souches cultivables de norovirus murins (Karst,
2003) ; par I'élaboration de réplicons de norovirus humains maintenus dans des lignées
cellulaires (Chang et al., 2006) ; ou encore par la transfection du génome de norovirus
humains dans des cellules eucaryotes (Guix et al., 2007). L'utilisation de VLPs de norovirus
(virus-like particles) a également permis I'étude de la phase précoce de linfection qui
correspond aux interactions entre le virus et ses ligands a la surface de la cellule hote. Les
VLPs sont des capsides vides formées par I'auto-assemblage spontané des protéines VP1
aprés leur expression in vitro (Jiang et al., 1992b). Bien que ces particules ne contiennent
pas de copie de la protéine VP2, elles ont 'avantage de présenter des caractéristiques
morphologiques et antigéniques similaires a celles des norovirus et peuvent étre produites
en grande quantité (Jiang et al., 1992b; Taube et al., 2005). Elles sont cependant

dépourvues de capacité d’infection puisqu’elles ne contiennent pas de génome.
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I1.2.2 Adhésion du virus

11.2.2.1 Tropisme cellulaire

Les norovirus humains pénétrent I'organisme par voie orale pour atteindre lintestin
qui est le site de I'infection. Alors que la majorité des virus entériques pathogénes humains
infectent les entérocytes, les efforts réalisés pour cultiver les norovirus sur ce type cellulaire
demeurent infructueux, supposant un tropisme différent (Duizer, 2004; Gonzalez-Hernandez
et al., 2013; Wobus et al., 2004).

La possibilité de répliquer des norovirus murins de maniére in vitro sur des lignées de
macrophages ou de cellules dendritiques (Mumphrey et al., 2007; Wobus et al., 2004) ainsi
que les essais concernant la culture des souches humaines sur des lymphocytes B ont
suggéré que les cellules présentatrices d’antigeénes pourraient étre la cible majeure des
norovirus (Karst et al., 2014). Ce tropisme dirigé vers les cellules de 'immunité a d’ailleurs
également été observé de maniére in vivo chez ’'Homme. En effet, aprés l'infection, alors
que des antigénes viraux sont retrouvés dans les entérocytes, ils sont également présents
au niveau de la lamina propria, un tissu conjonctif riche en cellules présentatrices
d’antigénes situé sous I'épithélium intestinal (Chan et al., 2011; Lay et al., 2010). Dans ce
type de tissu, les lymphocytes B présents majoritairement au niveau des plaques de Peyer
semblent étre particulierement impliqués dans la réplication du virus. Leur role dans le cycle
du norovirus a d’ailleurs été établi pour le modéle murin (Green, 2016; Jones et al., 2014;
Karst, 2015) mais semble également avéré pour les souches humaines puisqu’une récente
étude a démontré que bien qu’un déficit en lymphocytes B chez I'individu n’empéchait pas
I'infection, la quantité de virions qui en résultait était significativement réduite (Brown et al.,
2016).

Si ce tropisme dirigé vers les lymphocytes B présents dans la lamina propria est
aveéré, il est donc nécessaire en premier lieu aux virus de franchir la barriére épithéliale. Ce
passage serait réalisé par un mécanisme d’internalisation sans phénoméne de réplication
(Marionneau et al., 2002), mettant en jeu les cellules M de I'épithélium (Karst & Tibbetts,
2016). Des auteurs ont en effet remarqué que I'absence de cellule M chez un individu
conduisait & une infection réduite par le norovirus (Gonzalez-Hernandez et al., 2014). Les
cellules M sont des cellules spécialisées ayant une activité d’endocytose. Elles permettent la
présentation des antigénes prélevés dans la lumiére intestinale au tissu lymphoide sous-

jacent. Ces cellules sont souvent utilisées par les pathogénes pour traverser I'épithélium qui
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profitent a leur niveau de la présence de certains récepteurs et de la finesse de la couche de

mucus protectrice (Mabbott et al., 2013).

Actuellement, de nombreuses interrogations subsistent encore quant au tropisme des
norovirus. En effet, bien que l'implication des lymphocytes B et le mécanisme permettant leur
passage a travers I'épithélium intestinal soient deux hypothéses largement décrites dans la
littérature, d’autres théories sont parfois émises. A titre d’exemple, le plus récent systéme
cellulaire décrit permettant la culture de certaines souches de norovirus humains s’appuie
sur l'utilisation de cellules souches intestinales et non pas sur l'utilisation de lymphocytes B
(Ettayebi et al., 2016).

I11.2.2.2 Récepteur viral

Une fois sa cellule héte atteinte, la premiére étape du cycle de l'infection impose au
virus de pouvoir s’y adhérer. Trés souvent, les oligosaccharides présents sur les
glycoprotéines ou glycolipides des cellules sont utilisés par les pathogénes comme
molécules d’attachement. Pour le modéle murin par exemple, I'adhésion du virus est
effectuée via les acides sialiques terminaux des gangliosides présents en surface des

macrophages hétes (Taube et al., 2009).

Les norovirus humains, eux, sont capables de reconnaitre les antigénes tissulaires de
groupes sanguins ou HBGA. Ces motifs sont largement distribués dans la plupart des tissus
du corps humain, aussi bien a la surface des cellules sanguines circulantes qu’a celles des
cellules épithéliales et endothéliales, et en particulier au niveau de l'intestin (Marionneau et

al., 2002). lls sont également retrouvés sous forme libre dans certains fluides biologiques.

Leur réle dans le processus d’infection des norovirus humains a été mis en évidence lors de
tests d’inoculation a des volontaires sains ou encore lors d’analyses épidémiologiques
(Lindesmith et al.,, 2003). Ces expérimentations ont d’ailleurs révélé que la présence ou
'absence de certains types d’HBGA orientait en partie la susceptibilité des individus a
I'infection (voir chapitre 11.4.1 — Importance du polymorphisme des HBGA dans

I'infection par les norovirus).
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I1.2.2.3 Role du microbiote intestinal

De récentes études suggérent que le microbiote intestinal interviendrait également
dans le processus d’infection de 'lHomme par les norovirus. L'existence d’interactions entre
la flore commensale intestinale et certains virus pathogénes est en effet bien décrite, ce
phénoméne pouvant conférer a certains virus une meilleure stabilité, faciliter leur transport,
favoriser la reconnaissance de certains récepteurs ou encore moduler la réponse
immunitaire de I'héte (Karst, 2016; Pfeiffer & Virgin, 2016).

Dans le cas des norovirus, le microbiote intestinal participerait au transport du virus a
travers la barriere épithéliale ainsi qu’a sa présentation aux lymphocytes B (Figure 10).
Certaines bactéries commensales du tractus digestif expriment en effet a leur surface des
motifs HBGA qui permettent une interaction avec les norovirus (Miura et al., 2013; Rasko et
al., 2000).

La présence de certaines souches d’Enterobacter cloacae exprimant des HBGA de type H
est d’ailleurs apparue essentielle au processus d’infection des lymphocytes B lors d’essais in
vitro (Jones et al., 2014; Karst & Tibbetts, 2016; Karst & Wobus, 2015). En effet, lors de
incubation de norovirus humains avec des lymphocytes B, une baisse de l'infection était
observée lorsque les virus utilisés provenaient de selles filtrées, signifiant I'absence de
bactérie. Inversement, I'ajout de bactéries exprimant des HBGA de type H ou encore I'ajout

d’HBGA libres permettait de retrouver le caractére infectieux des norovirus.

L’'implication des bactéries dans le transport et dans la présentation des norovirus
vers les lymphocytes B est la aussi sujette a controverse. En effet, la présence de ces
bactéries est par exemple apparue délétére au cycle d’infection des norovirus lors d’essais in

vivo récemment réalisés chez le porc (Lei et al., 2016).
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Figure 10: Modéle expliquant les étapes précoces de Ilinfection des norovirus
proposé par Karst & Wobus, 2015. 1. Les norovirus sont capables d’adhérer aux HBGA
présents a la surface des entérocytes, libres dans la lumiére intestinale, ou présents a la
surface des bactéries commensales. 2. lls sont ensuite transportés a travers la barriere
épithéliale par transcytose via les cellules M. 3. Les norovirus sont présentés aux cellules de
limmunité situées dans la lamina propria (lymphocytes B, macrophages et cellules
dendritiques).

I11.2.3 Pénétration et décapsidation

Compte tenu des interrogations qui subsistent encore quant a leur tropisme, peu
d’'informations sont disponibles concernant les étapes de pénétration et de décapsidation
des norovirus humains. La majorité des connaissances sur ce sujet provient d’essais réalisés
sur des virus modéles permettant difficlement de conclure quant aux processus impliqués

dans l'internalisation des souches humaines.

On sait par exemple que linternalisation des norovirus murins dans les macrophages est
médiée par un systéme mettant en jeu des molécules de dynamine et de cholestérol
(Gerondopoulos et al., 2010). Concernant le FCV, ce mécanisme serait dépendant de la
clathrine (Stuart & Brown, 2006).
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I1.2.4 Traduction des protéines virales

Une fois le norovirus a l'intérieur de la cellule hbte, la premiére étape intracellulaire de
la réplication est la traduction des protéines non structurales a partir de 'ARN génomique
viral. A la différence des étapes d’adhésion et de pénétration du virus, ce mécanisme semble
étre relativement bien connu puisque la structure du génome des norovirus est bien établie
et que l'étape de traduction des protéines se déroule de maniére assez similaire chez

'ensemble des virus a ARN de polarité positive.

Aprés sa libération dans le cytoplasme de la cellule infectée, le génome du virus se
comporte comme un ARN messager (ARNm) ; il est donc directement traduit en protéines
par la machinerie cellulaire (Figure 11). La protéine VPg qui est fixée en 5’ de la molécule
d’ARN semble jouer un role essentiel lors de cette étape puisque son absence réduit de
maniére significative le caractére infectieux du virus (Chaudhry et al., 2006; Guix et al.,
2007). Cette protéine intervient notamment dans le recrutement des facteurs d’initiation
présents dans la cellule héte afin de former le complexe d’initiation de la traduction. Il est
constitué du facteur d’initiation elF4F (lui-méme composé des sous unités elF4G, elF4E et
elF4A) et du facteur d’initiation elF3 (Thorne & Goodfellow, 2014). On retrouve également a
son niveau la protéine PABP [poly(A)-binding protein] qui, en se liant spécifiquement a la
séquence poly(A) présente a I'extrémité 3’ du génome, permet a la molécule d’ARN de
former une pseudo-boucle et de constituer ainsi une structure essentielle au bon

déroulement de la traduction (Wells et al., 1998).

La traduction débute par TORF1. Cette étape permet la synthése de la polyprotéine
qui fournira aprés clivage par la protéine NS6 les 6 protéines non structurales indispensables

a la réplication du virus.

Concernant la traduction des protéines de capside VP1 et VP2, elle est principalement
réalisée a partir des brins d’ARN subgénomiques (Napthine et al., 2009). Les brins d’ARN
subgénomiques sont des fragments de génome composés de 'ORF2 (protéine VP1) et de
'ORF3 (protéine VP2) également liés a une protéine VPg en 5. lls sont synthétisés en
grande quantité lors de la réplication du génome, cette stratégie permettant de produire le

nombre important de protéines de capside nécessaires a 'assemblage des virions.
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Figure 11: Cycle de réplication des norovirus proposé par de Graaf et al., 2016.
1. L’adhésion du norovirus a sa cellule héte se fait par le biais des récepteurs HBGA
largement répandus dans I'organisme. 2. La pénétration et la décapsidation du virus dans la
cellule héte sont des étapes mal connues. 3. Le génome du norovirus est traduit en une
polyprotéine et en protéines structurales VP1 et VP2 par la machinerie cellulaire. 4. La
polyprotéine est clivée en protéines non structurales qui seront nécessaires a la réplication
du génome viral. 5. La réplication du génome (ARN génomiques et subgénomiques) est
assurée par 'ARN polymérase ARN dépendante a partir d’'un brin d’ARN (-) complémentaire
de I'ARN génomique. 6. Les génomes répliqués sont encapsidés pour produire de nouveaux
virions. 7. Les virions sont libérés de la cellule hote.
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I1.2.5 Réplication du génome

Comme pour tous les virus possédant un ARN de polarité positive, la réplication du
génome des norovirus débute d'abord par la synthése d'un intermédiaire ARN (-),
complémentaire du brin d’ARN initial, qui permet d’aboutir a la forme réplicative double brin
du génome (Figure 11). Le brin d’ARN (-) servira ensuite de trame a la synthése des
nouveaux génomes qui seront soit encapsidés dans les nouveaux virions, soit traduits afin
d’'amplifier la synthése protéique, comme c’est le cas notamment lors de la synthése des

protéines de capside a partir des ARN subgénomiques.

Les différentes étapes de la réplication du génome ont lieu dans la région péri-nucléaire de
la cellule héte (Hyde et al., 2009; Wobus et al., 2004). A ce niveau, la co-localisation de
'ensemble des composants impliqués dans ce mécanisme forme le complexe de réplication
(Hyde et al., 2009; Hyde & Mackenzie, 2010). On y retrouve nécessairement les protéines
non structurales et la forme réplicative double brin du génome, mais aussi des protéines de
structure VP1 et VP2 qui y jouent un rble essentiel, ainsi que des composants membranaires
provenant de I'appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique de la cellule héte. Dans le
cas des norovirus murins, ce sont les protéines NS1/2 et NS4 qui permettent le recrutement

des composants dérivés de la cellule héte (Hyde & Mackenzie, 2010).

Il existe deux mécanismes de réplication distincts (Belliot et al., 2005; Rohayem et al.,
2006), l'un assurant la synthése du brin d’ARN (-) complémentaire permettant la formation
de la forme réplicative double brin du génome (i.e. synthése de novo), et lautre
correspondant a la synthése des ARN (+) a partir de ce dernier (i.e. synthése
VPg-dépendante). Dans les deux cas, c’est la polymérase virale ARN dépendante (RdRp ou

protéine NS7) synthétisée lors de la traduction qui est a I'origine de la réplication.

La synthése de novo est assurée aprés interaction de la RdRp avec les protéines
structurales VP1 nouvellement traduites ou provenant du virion a 'origine de l'infection. Cette
interaction est réalisée au niveau de structures en boucle présentes dans le domaine S de la
protéine VP1 (Subba-Reddy et al., 2012).

Dans le cas de la synthése VPg-dépendante qui aboutit a la production des ARN (+)
génomiques et subgénomiques, la RdRp initie la réplication du génome a lI'extrémité 3’ du
brin d’ARN (-) ainsi que la fixation covalente de la protéine VPg en 5’ du nouveau brin d’ARN
(+). Il s’agit d’un liaison phosphodiester entre une tyrosine présente au niveau de la protéine
VPg et une guanine (Subba-Reddy et al., 2011) présente invariablement en 5 du génome

chez tous les membres de la famille des Caliciviridae (Thorne & Goodfellow, 2014).
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Concernant la synthése des ARN subgénomiques qui correspondent finalement a des
génomes viraux incomplets, deux hypothéses sont avancées (Figure 12) (Thorne &
Goodfellow, 2014). La premiére suppose une terminaison prématurée de la synthése du brin
d’ARN (-) complémentaire, causée par la présence d’un signal de terminaison situé sur le
brin (+). Le fragment d’ARN (-) résultant servirait ensuite de matrice pour la production d’'un
ARN (+) subgénomique. La seconde hypothése suggére la formation d'une structure
secondaire située au niveau du brin (-) complémentaire, qui servirait de promoteur pour la
synthése du brin d’ARN (+) subgénomique. La présence d’une région hyper conservée en
épingle a cheveux en 3’ de la région codant la protéine VP1 sur le brin d’ARN (-) chez tous
les membres de la famille des Caliciviridae oriente en faveur de la seconde hypothése
(Simmonds et al., 2008).

I1.2.6 Encapsidation et libération des virions

Encore une fois, les mécanismes permettant 'assemblage des nouveaux virions et
leur sortie de la cellule héte sont peu connus. On constate cependant que les protéines
majeures de capside VP1 sont capables de s’auto-assembler de maniére spontanée. Bien
que les protéines mineures de capside VP2 ne sont pas nécessaires a l'auto-assemblage
des capsides puisque étant absentes lors de la synthése de VLPs, leur présence est
néanmoins indispensable a la stabilité et au maintien du caractére infectieux des nouveaux
virions (Sosnovtsev et al., 2005). Durant lauto-assemblage, les génomes viraux
nouvellement synthétisés sont internalisés dans les capsides. Les chances d’encapsider une
molécule d’ARN durant cette étape pourraient étre favorisées par l'interaction des génomes
présentant un caractére acide avec les protéines VP2 de nature basique (Thorne &
Goodfellow, 2014). Une interaction entre la protéine VPg liée a 'ARN et les protéines de
structure VP1 est également proposée, ce qui assurerait 'encapsidation préférentielle des

ARN viraux plutét que celle des ARNm cellulaires (Kaiser et al., 2006).

Aprés leur assemblage dans le cytoplasme de la cellule hbte, les norovirus humains
nouvellement produits seraient libérés aprés apoptose cellulaire. Ce processus est en effet
largement répandu chez d’autres membres de la famille des Caliciviridae (Bok et al., 2009b;
Sosnhovtsev et al., 2003) et la présence de corps apoptotiques au niveau du tube digestif de
I'Homme aprés l'infection semble confirmer ce mécanisme (Troeger et al., 2009). Dans le
cas du norovirus murin, I'apoptose de la cellule est causée par la diminution de l'activité
régulatrice de la survivine entrainant I'activation des caspases (Bok et al., 2009b; Furman et

al., 2009). La cathepsine B et le cytochrome C interviennent également dans ce processus.
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Figure 12 : Proposition de deux mécanismes a l'origine de la synthése des ARN
subgénomiques des norovirus, adaptée de Throne et al., 2014. a. Terminaison
prématurée : La présence d’'un signal de terminaison au niveau du brin d’ARN (+) entraine
un arrét prématuré de la synthése du brin d’ARN (-) complémentaire. Le fragment d’ARN (-)
servira ensuite de matrice pour la synthése des ARN (+) subgénomiques. b. Initiation
interne : La présence d’un promoteur en aval de la région codant la protéine VP1 sur le brin
d’ARN (-) permet d’initier la synthése des ARN subgénomiques.
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I1.3 L'infection par les norovirus

I1.3.1 Transmission

Comme pour les autres agents pathogénes responsables de gastroentérites, la
transmission des norovirus se fait principalement par la voie féco-orale (Figure 13). Elle est
le plus souvent directe, c’est-a-dire de personne a personne, mais la propagation du virus
peut également se faire de maniére indirecte et dans ce cas, elle se fait par le biais de
surfaces, d’eaux souillées ou encore d’aliments contaminés par des virus infectieux (voir
chapitre 11.6 — Place des norovirus dans les TIAC). Plus rarement, une transmission
aérienne peut étre observée, rendue possible par la présence de norovirus dans les
vomissures des personnes infectées (Kirking et al., 2010; Marks et al., 2000; Tung-
Thompson et al.,, 2015). Ce type de contamination favorise considérablement la survenue

d’épidémies dans les environnements confinés.

Contamination
de personne a

personne
r— Fruits [{{{&

Préparation
des aliments

de mer =

LY
. @ cironnement

Aliments

Figure 13 : Cycle de transmission des pathologies liées au péril fécal. Dans le cas des
norovirus, la présence de particules infectieuses dans I'environnement fait suite a leur
excrétion massive par les individus infectés. Ces virus peuvent ensuite étre transmis a
d’autres individus par le biais d’eaux souillées ou d’aliments contaminés, en particulier les
fruits de mer ou végétaux qui ont été en contact avec des eaux contaminées. Une
contamination directe de personne a personne peut également avoir lieu, favorisant
I'explosion des épidémies.
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De maniére générale, les épidémies causées par les norovirus sont caractérisées par un
taux d’attaque important, c’est-a-dire qu’elles engendrent de nombreux cas secondaires. Les
caractéristiques de l'infection ainsi que certains facteurs liés aux norovirus eux-mémes font
de ces derniers des pathogénes particulierement contagieux. Par ailleurs, certains contextes
ou environnements sont particulierement propices a la transmission du virus (voir chapitre

1.3.3.2 — Les épidémies de gastroentérites causées par les norovirus).

L’explosion de ce type d’épidémie est tout d’abord liee a 'excrétion massive des virus par les
individus infectés. Elle débute généralement 18 heures post-infection et persiste en moyenne
7 & 10 jours (Atmar et al., 2008). L’excrétion virale est maximale entre le 2°™ et le 5°™ jour
de linfection mais elle peut perdurer plusieurs mois en cas de forme chronique chez
l'immunodéprimé (Siebenga et al., 2008). Durant cette période, des concentrations de l'ordre

de 10% & 10" particules virales/g de selles sont classiquement observées.

Le second facteur favorisant les épidémies est la bonne stabilité des norovirus dans
I'environnement, permettant une dissémination massive du virus aprés son excrétion (voir
chapitre 11.6.2.1 — Stabilité dans I’environnement). En effet, comme tous les virus nus,
c’est a dire dépourvus d’enveloppe lipidique, les norovirus sont capables de persister sous
forme infectieuse dans les eaux environnementales, a la surface des aliments ou encore a la
surface de matériaux inertes comme les poignées de portes, les boutons d’ascenseur, les
sanitaires et les ustensiles. Peu de données sont cependant disponibles concernant leur
stabilité puisque les techniques de culture qui permettraient d’étudier leur inactivation sont

trés récentes (Ettayebi et al., 2016; Jones et al., 2014).

Enfin, le dernier paramétre favorisant la contagion du virus est la faible charge virale
nécessaire a l'infection d’'un nouvel individu. En effet, la Dls,, c’est a dire la quantité de virus
nécessaire pour entrainer des signes cliniques chez 50 % des sujets aprés inoculation, est

estimée a environ 18 particules virales (Teunis et al., 2008).

I1.3.2 Clinique

Les norovirus font partis des principaux agents des gastroentérites, toutes classes
d’ages confondues. Ces infections présentent une distribution saisonniére, avec un pic
épidémique généralement observé en période hivernale (Mounts et al., 2000). Des

épidémies isolées peuvent cependant apparaitre tout au long de I'année.

La symptomatologie des gastroentérites causées par les norovirus est caractérisée

par I'apparition brutale de vomissements pouvant étre associés a des diarrhées. On retrouve
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eégalement des douleurs abdominales et une hyperthermie pouvant étre accompagnés de
myalgies et de céphalées. Ces symptdbmes apparaissent généralement aprés une période
d’incubation relativement courte, de I'ordre de 12 a 48 heures (Lee et al., 2013). La forte
prévalence de nausées et vomissements en cas de gastroentérites est généralement un
critére d’orientation en faveur d’une étiologie a norovirus. Ce virus est d’ailleurs appelé
« Winter vomiting disease » dans les pays anglo-saxons, en raison de la saisonnalité des

épidémies et de cette symptomatologie particuliére.

Ces épisodes de gastroentérites sont généralement bénins et de courte durée. La rémission
compléte est en effet observée aprés 48 a 72heures chez les individus
immunocompétents (Rockx et al.,, 2002). Des formes cliniques plus graves peuvent
cependant se manifester, avec un risque de déshydratation pouvant entrainer un
déséquilibre électrolytique en particulier chez les nourrissons et les personnes ageées
(Murata et al., 2007; Schwartz et al., 2011). Dans ce cas, la gravité des symptébmes peut

parfois conduire a I'’hospitalisation des patients et engager le pronostic vital.

Dans de rares cas, des manifestations inhabituelles sont observées avec par exemple
'apparition d’'une trombocytopénie (Arness et al., 2000), de convulsions (Chan et al., 2011;
Medici et al., 2010), d’'une atteinte hépatique marquée par I'élévation des transaminases
(Zenda et al., 2011), d’'une encéphalopathie (Ito et al., 2006), d’une insuffisance rénale aigle
(Kanai et al., 2010), d’'une coagulation intravasculaire disséminée (CDC, 2002a) ou encore
d’'un syndrome urémique hémolytique (Sugimoto et al., 2007). Enfin, chez les individus

immunodéprimés, des formes chroniques sont parfois observées (Bok & Green, 2012).

La clinique particuliere des gastroentérites causées par les norovirus a été décrite en
1982 afin de tenter de distinguer cet agent des autres pathogénes (Kaplan et al., 1982a). Les
criteres de Kaplan ainsi définis sont (i) une période d’incubation de 24 a 48 heures, (ii) la
manifestation des symptébmes pendant une période allant de 12 a 60 heures, (iii) des
vomissements chez plus de 50 % des individus atteints, et (iv) une coproculture négative
pour la recherche de bactéries pathogénes ou de parasites. Plus récemment, ces critéres
ont été réévalués par I'analyse des données récoltées au cours de 4 050 épidémies de
gastroentérites, dont 549 étaient causées par les norovirus (Turcios et al., 2006). Dans cette
étude, les criteres de Kaplan ont montré une forte spécificité (99 %) et une sensibilité
modérée (68 %) pour identifier les épidémies causées par les norovirus. L'ajout d’autres
criteres, tels que le ratio fievre/vomissements ou le ratio diarrhées/vomissements a permis

d’augmenter cette sensibilité mais a cependant diminué le degré de spécificité, amenant les
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auteurs a conclure que finalement, les critéres définis initialement par Kaplan étaient les plus

adaptés.

En dépit de ces symptdmes fréquemment observés, un portage asymptomatique peut
egalement exister. Egalement associé a une excrétion virale, il contribue a la transmission
du virus. Ce phénomeéne est le plus souvent documenté chez les enfants (Tableau Il). De
récentes études ont par exemple révélé un taux de portage asymptomatique pouvant
atteindre prés de 50 % de la population infantile des pays en voie de développement. Dans
les pays développés, le portage asymptomatique est moins fréquent mais il demeure
néanmoins possible. En France, un taux de portage de 11,6 % a par exemple été observé
dans une population pédiatrique de patients immunodéprimés (Frange et al., 2012). Bien que
présentant un terrain immunitaire particulier, aucun signe clinique de gastroentérite n’a été
observé chez ces enfants. De la méme maniére en Angleterre, une étude incluant 2 205
individus a retrouvé un portage asymptomatique chez 16,4 % des sujets, avec une
prévalence plus importante chez les enfants de 5 ans. Elle dépassait 25 % chez les enfants

de moins de 3 ans et était a peine supérieure a 5 % chez les adultes de plus de 35 ans.

Tableau Il : Taux de portage asymptomatique des norovirus observés dans différentes

populations a travers le monde, adapté de Robilotti et al., 2015.

Taux de portage

Pays Population ] Référence
asymptomatique (%)

Nicaragua Enfants 11,7 (19/163) (Bucardo et al., 2010)

Mexique Enfants 49,2 (31/63) (Garcia et al., 2006)

Brésil Enfants 37,5 (21/56) (Marques M. de O. et al., 2014)

Burkina Faso Enfants 24,8 (31/125) (Huynen et al., 2013)

France Enfants immunodéprimés 11,6 (5/43) (Frange et al., 2012)

Angleterre Adultes et enfants 16,4 (362/2205) (Phillips et al., 2010)

Corée du Sud Adultes (manutentionnaires) 1,0 (66/6441) (Jeong et al., 2013)

Corée du Sud Adultes (manutentionnaires) 3,4 (26/776) (Yuetal., 2011)
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I1.3.3 Contexte épidémiologique

Si les norovirus constituent la cause la plus fréquente de gastroentérites
épidémiques, ils sont également une cause non négligeable de gastroentérites sporadiques.
A l'origine de 18 % des gastroentérites a travers le monde, soit prés de 700 millions de cas
annuels (Ahmed et al., 2014; Bartsch et al., 2016; Lopman et al., 2016), les norovirus sont la
cause de plus de 200 000 décés chaque année, dont 70 000 surviennent parmi la population
pédiatrique des pays en voie de développement (Lanata et al., 2013; Lopman et al., 2015;
Patel et al., 2008).

Dans les pays industrialisés, les norovirus sont responsables de plus de la moitié des cas de
gastroentérites (Tableau Ill) et de 95 % des gastroentérites non bactériennes (Patel et al.,
2009). On recense par exemple aux Etats-Unis plus de 20 millions de cas annuels qui
génerent prés de 2 millions de consultations médicales, 400 000 visites aux urgences et
70 000 hospitalisations. Ces virus y sont responsables chaque année de 600 a 800 décés
(Hall et al., 2013) dont 90 % surviennent chez les individus de plus de 65 ans. Ainsi, alors
que le taux de décés lié aux norovirus oscille dans la population générale entre 0,2 et

0,4/10 000 habitants, il est 20 fois plus élevé dans la population agée (Belliot et al., 2014).

En Europe, le nombre total de cas annuel de gastroentérites causées par les norovirus est
estimé a 58 millions (Bartsch et al.,, 2016), engendrant environ 1 800 décés. Parmi eux,
environ 15 millions de cas et prés de 400 décés sont directement liés a la consommation

d’aliments contaminés (World Health Organization, 2015).

Parmi les différents génogroupes de norovirus pouvant infecter 'Homme, le
génogroupe Gll est a lui seul responsable de prés de 90 % des cas (Bull et al., 2010; Vega
et al., 2014) et plus précisément, les souches appartenant au génotype Gll.4 sont
particulierement impliquées dans la survenue d’épidémies (Figure 14), si bien qu’elles sont

parfois associées a de véritables pandémies (Bull et al., 2010; White, 2014).

Alors que le génotype Gll.4 est préférentiellement associé a une transmission
interindividuelle, les autres génotypes sont plutét identifiés en cas de transmission via les
aliments (Vega et al., 2014). Les virus du génogroupe Gl quant a eux sont souvent décrits
dans les transmissions liées a I'eau puisque ce génogroupe présenterait une meilleure

stabilité dans I'environnement (Lysén et al., 2009; Seitz et al., 2011).
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Tableau lll : Prévalence des norovirus dans les épidémies de gastroentérites, d’aprés
Patel et al., 2009.

Durée de Méthode de Nombre Prevalen.ce L.,
’4 . fo it ag s des norovirus Référence
I’étude (mois) détection d’épidémies (%)
(1]
Espagne 24 RT-PCR 30 47 (Buesa et al., 2002)
. (Hedlund et al.,
Suede 48 ME 676 59
2000)
Allemagne 48 RT-PCR 544 45 (Ike et al., 2006)
Royaume-Uni 96 ME 5241 36 (Lopman et al., 2003)
Hongrie 36 ME et RT-PCR 581 43 (Reuter et al., 2005)
(van Duynhoven et
Pays-Bas 12 RT-PCR 281 55
al., 2005)

ME = Microscopie électronique

Emergence de Modifications génétiques Transmission Réduction de la pression  Risque accru de
nouvelles souches? et antigéniques dues a de sélection conduisant recombinaison
la forte pression de a des recombinaisons et
sélection une excrétion prolongée
Garderie
Transmission symptomes légers)
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Figure 14 : Contexte épidémiologique des infections a norovirus, d’aprés de Graaf et
al., 2016. Le mode de transmission et la pression de sélection exercée sur les virus est
variable selon les génotypes. Ainsi, le génotype Gll.4, fréquemment impliqué dans les
épidémies de gastroentérites, est préférentiellement associé aux transmissions directes,
alors que les autres génotypes ou génogroupes sont plutét retrouvés en cas de transmission
via les aliments ou I'eau. Dans les structures de soins, la présence du génotype Gll.4 et
I'excrétion prolongée des virions par les patients les plus fragiles favorisent I'apparition de
mutations génétiques. Enfin, la diversité des autres génotypes dans les garderies
augmenterait le risque de recombinaison des virus.
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11.3.3.1 Epidémiologie moléculaire

e Le génotype GIL.4

En dépit de la grande diversité génétique résultant du nombre important de mutations
et de recombinaisons observées chez les membres du genre Norovirus, le génotype Gll.4
est responsable a lui seul de prés de 80 % des épidémies de gastroentérites causées par les

norovirus a travers le monde (Hoa Tran et al., 2013; Noel et al., 1999; Siebenga et al., 2009).

Ce génotype est caractérisé par un phénoméne d’échappement a 'immunité collective qui
conduit réguliérement a la sélection et a 'émergence de nouvelles souches. Ainsi, tous les 2
ou 3 ans en moyenne, certaines souches du génotype Gll.4 se distinguent particulierement

par leur implication dans la survenue d’épidémies.

Ce phénoméne d’échappement serait favorisé par un taux d’erreur plus important de 'ARN
polymérase, conduisant a l'apparition relativement fréquente de mutations au niveau du
génome (Bull et al., 2010). Cette dérive génétique conduit par exemple a une évolution de la
protéine majeure de capside VP1 au rythme de 10 substitution par nucléotide et par an
(Bok et al., 2009a) permettant au virus du génotype GIl.4 d’assurer potentiellement de

nouvelles interactions avec les récepteurs HBGA (Lindesmith et al., 2008).

Ainsi durant ces derniéres années, plusieurs souches ont été remarquables en
matiére de prévalence (Figure 15) et on peut leur attribuer au moins 6 pandémies majeures
depuis 1995 (White, 2014).

Au milieu des années 1990, la souche GIl.4 US95/96 (Noel et al., 1999; White et al., 2002) a
par exemple été a l'origine de plus de la moitié des épidémies de gastroentérites survenues
aux Etats-Unis et de 85 % de celles déclarées aux Pays-Bas (Vinjé et al., 1997). Cette
souche a progressivement été remplacée par le variant Gll.4 Farmington Hills (Lopman et
al., 2004; Widdowson et al., 2004) qui fut responsable de 80 % des épidémies aux Etats-
Unis en 2002. En 2004, la souche Gll.4 Hunter (Bull et al., 2006) a ensuite principalement
émergé en Europe, en Australie et en Asie. Aux Etats-Unis et en Europe, la souche Gll.4
Den Haag est apparue en 2006 (Eden et al., 2010). Enfin, si la souche Gll.4 New Orleans
(Yen et al., 2011) était majoritairement rencontrée a partir de 2009, elle fut remplacée par la
souche Gll.4 Sydney largement rencontrée depuis 2012 (Eden et al., 2014; van Beek et al.,
2013).
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Figure 15 : Emergence successive des différentes souches de norovirus du génotype
Gll.4 a lPorigine d’épidémies de gastroentérites depuis 2000. (Document personnel, Dr
De Rougemont, CNR virus entériques Dijon, France)

e Legénotype GII.17

Alors que la premiere souche fut isolée en 1978 (Rackoff et al., 2013), le génotype
Gll.17 n’a globalement été détecté que de maniére sporadique a travers le monde durant
ces 40 dernieres années (Figure 16). L’hiver 2014-2015 a cependant été marqué par une
explosion des épidémies causées par ce génotype, survenant principalement en Chine et au
Japon. L’incidence de ce génotype émergent fut telle qu’elle était parfois supérieure a celle
du génotype Gll.4 dans la région concernée (Chen et al., 2015; Fu et al., 2015; Gao et al.,
2015; Lu et al., 2015; Matsushima et al., 2015). Durant cette période, le Gll.17 a dailleurs
été responsable d’une augmentation de 35 % des cas de gastroentérites a Pékin (Gao et al.,
2015).

Comme le génotype Gll.4, le génotype GII.17 est caractérisé par des mutations fréquentes,
survenant en particulier au niveau de la protéine majeure de capside VP1. Plus fréquentes
que celles observées pour le génotype Gll.4, ces mutations font de ce dernier un candidat
idéal pour échapper a 'immunité collective (Chan et al., 2015). Depuis peu, des souches
émergentes ont également été détectées aux Etats-Unis et en Europe (de Graaf et al., 2015;
Medici et al., 2015; Parra & Green, 2015).
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Figure 16 : Détection des norovirus appartenant au génotype GIl.17 a travers le
monde, de 1978 a 2015, d’aprés de Graaf et al., 2015.

I11.3.3.2 Les épidémies de gastroentérites causées par les norovirus

L’excrétion massive de particules virales infectieuses dans les selles est propice a la
transmission du virus dans I'entourage des malades. Une transmission secondaire est
observée dans environ 30 % des cas (Atmar, 2010) et s’effectue principalement par contact
direct entre les individus ou alors par le biais de surfaces souillées. Puisque les cas
primaires sont souvent causés par la consommation d’aliments ou d’eaux contaminées,
certains environnements sont particulierement propices a I'explosion des épidémies
(Figure 17). C’est le cas par exemple des écoles (Daniels et al., 2000), des garderies
(Uchino et al.,, 2006), des bateaux de croisiére (Chimonas et al., 2008; Verhoef et al.,
2008a), des hopitaux (Johnston et al., 2007), des restaurants (Koopmans & Duizer, 2004;
Vega et al., 2014), ou encore des bases militaires (CDC, 2002a; de Laval et al., 2011; Mayet
et al., 2011; Wadl et al., 2010). Des épidémies ont également été décrites dans des camps
de réfugiés (Nomura et al., 2008), lors de pélerinages (Verhoef et al., 2008b) ou encore dans
des camps de colonies de vacances (Solano et al., 2014). Tous ces environnements sont
caractérisés par une certaine promiscuité entre les individus, le recours a la restauration

collective ou encore des difficultés a maintenir un niveau d’hygiéne correct.
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Figure 17 : Contexte et nombre d’épidémies de gastroentérites causées par les
norovirus déclarées aux Etats-Unis entre 2009 et 2013, d’aprés Vega et al., 2014.
USLD = Unités de soins de longue durée.

Structures de soins

Les norovirus sont fréquemment a l'origine d’épidémies survenant dans les structures

de soins (Grima et al., 2009; Leuenberger et al., 2007; Sommer et al., 2009). Ces épidémies

peuvent toucher aussi bien les patients que le personnel médical. Elles sont difficiles a

éradiquer et leur ampleur entraine généralement un colt important pour la structure (Belliot

et al., 2014). Le virus peut étre introduit par le personnel médical (Mattner et al., 2005), par

les visiteurs, par des patients infectés avant leur admission, mais aussi via les aliments

servis lors de la restauration collective. Dans ce cas, le personnel des cuisines peut étre a

I'origine de la contamination accidentelle des produits (Pether & Caul, 1983).
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Ces épidémies sont particulierement redoutées puisque la symptomatologie est
généralement plus sévére chez les patients fragilisés. Afin d’éviter leur propagation,
lisolement rapide des patients atteints et I'éviction du personnel malade jusqu’a guérison
doivent étre envisageés. Les norovirus sont en effet une des causes les plus fréquentes de

fermeture de services de soins (Hansen et al., 2007).

e Restaurants et aliments

Chaque année aux Etats-Unis, 1 personne sur 6 développerait une gastroentérite
d’origine alimentaire et les norovirus seraient a l'origine de plus de la moitié des cas.
Certains aliments sont en effet particulierement associés a leur transmission (voir chapitre

1.6 — Place des norovirus dans les TIAC).

La contamination des aliments peut avoir lieu dans I'environnement ou durant leur
manipulation par des personnes infectées, que ce soit lors de leur transport, leur
transformation ou leur distribution. Elle peut également se faire par contact avec des

matériaux ou des ustensiles souillés (Rdnnqvist et al., 2014).

Aux Etats-Unis, les TIAC causées par les norovirus sont généralement associées aux plats
nécessitant de nombreuses étapes de manipulation, comme les salades ou les sandwiches.
Les aliments crus sont particulierement incriminés (Rénnqvist et al., 2014; Widdowson et al.,

2005) et la contamination par les employés est souvent identifiée (CDC, 2011).

e Ecoles et creches

Les écoles et les créches sont d’autres structures propices a l'explosion des
épidémies engendrées par les norovirus (Aldridge et al., 2016; Uchino et al., 2006). Il s’agit
en effet de lieux de promiscuité, dont les occupants ont souvent recours a la restauration
collective. Par ailleurs, en cas de non-respect des régles d’hygiéne, la transmission

secondaire par contact direct est particulierement facilitée.

En cas d’épidémie, les mesures prises afin de limiter la transmission du virus sont
généralement la désinfection des locaux et le renforcement des régles d’hygiéne classiques.
Des mesures de plus grande ampleur sont parfois nécessaires, comme ce fut notamment le
cas aux Etats-Unis ol une épidémie a été a l'origine de la fermeture provisoire d’un campus

universitaire.
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e Bateaux de croisiere

Les épidémies de gastroentérites survenant lors de croisiéres sont particulierement
décrites puisque les bateaux représentent un environnement favorable a la transmission du
virus (Chimonas et al., 2008; Sasaki et al., 2006; Widdowson et al., 2004). Aux Etats-Unis,
elles font d’ailleurs I'objet d’une surveillance accrue dans le cadre du « Vessel Sanitation
Program » qui impose a tous les navires de croisiére de déclarer au moins 24 heures avant
amarrage dans un port le nombre de cas de gastroentérites répertorié a bord (Freeland et
al., 2016). Des épidémies touchant prés de 75 % des passagers ont parfois été décrites
(Bert et al., 2014; Widdowson et al., 2004), pouvant méme se propager d’'une croisiére a
l'autre en cas de contamination des membres de I'équipage qui servent alors de réservoir au
pathogéne (CDC, 2002b).

Des épidémies liées a d’autres moyens de transport ont également été décrites, notamment
lors de voyages en avions (Kirking et al., 2010; Kornylo et al., 2009) ou encore en bus (Beller
et al., 1997; Hoefnagel et al., 2012).

e Bases militaires

Les épidémies de gastroentérites sont particulierement redoutées dans les camps
militaires (CDC, 2002a; de Laval et al., 2011; Mayet et al., 2011; Wadl et al., 2010). En effet,
méme si leur symptomatologie est relativement bénigne, elles ont un impact
significativement négatif sur le déroulement des opérations militaires (Sanders et al., 2005).
En 2009, plus de 6 000 cas de gastroentérites ont été recensés parmi les troupes militaires
francaises (Delacour et al., 2010). Parmi les soldats américains présents en lIrak ou en
Afghanistan entre 2003 et 2004, prés de 75 % ont signalé au moins un épisode diarrhéique,
la moitié étant suffisamment grave pour nécessiter des soins médicaux. Ces nombreux cas
de gastroentérites ont été la cause d’environ 6 visites a linfirmerie par mois pour
100 soldats. lls correspondaient a une perte de 13 jours de travail par mois pour 100 soldats
(Sanders et al., 2005).

I1.3.3.3 Les cas sporadiques

En dehors d’'un contexte épidémique, la place que tiennent les norovirus dans la
survenue des gastroentérites sporadiques est peu documentée mais elle semble non

négligeable (Patel et al., 2009).
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Une étude visant a rechercher par PCR un panel de virus entériques dans des échantillons
de selles recueillis au cours de 2486 cas de gastroentérites sporadiques a par exemple
retrouvé des norovirus dans 17 % des prélévements, alors que seulement un tiers des
échantillons était positif pour un virus donné (Pang et al., 2014). De la méme maniére, une
méta-analyse reprenant les données de 31 études évoque que les norovirus seraient a

I'origine de 12 % des cas sporadiques (Patel et al., 2008).

11.3.3.4 Aspect économique des gastroentérites causées par les norovirus

Le nombre important de gastroentérites a travers le monde a pour conséquences de
mobiliser des ressources importantes. En effet, méme si les norovirus ne sont généralement
responsables que de troubles bénins, ils représentent un fardeau économique important a

I'échelle d’une société (Figure 18).

Aux Etats-Unis, on évalue le codt annuel lié & la prise en charge des TIAC causées par les
norovirus a prés de 1,8 milliard d’euros (Hoffmann et al., 2012). Ce calcul tient compte a la
fois de la prise en charge médicale et du nombre de décés, mais aussi de la baisse de
productivité liée aux arréts de travail. Si 'on considére cette fois la totalité des cas de
gastroentérites causées par les norovirus, ce co(t est évalué a plus de 20 milliards d’euros

(Bartsch et al., 2016). En Europe, il serait de plus de 8 milliards d’euros par an.

Au niveau mondial, on estime ainsi que la perte financiére engendrée par les gastroentérites
causées par les norovirus est supérieure a 53 milliards d’euros (i.e. 3,7 milliards d’euros liés
directement a la prise en charge médicale et 50 milliards d’euros liés a la perte de
productivité). Rapporté au nombre de cas, le colt moyen de la prise en charge d’une
gastroentérite est d’environ 77 euros. Ce co(t est trés variable selon les zones
géographiques avec notamment des disparités concernant les colts résultant de la prise en
charge médicale qui sont plus élevés en Europe et en Amérique (Figure 19). Ces codts sont

également plus élevés pour les individus de plus de 55 ans.
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Figure 18: Charge de morbidité des différentes maladies d’origine alimentaire
exprimée pour un cas et pour une population de 100 000 habitants, adaptée de
Havelaar et al., 2015. DALY : Disability-Adjusted Life Year = Espérance de vie corrigée de
l'incapacite ; il s’agit d’'un indicateur permettant d’évaluer la gravité d’'une pathologie. Dans le
cas des norovirus, alors que le DALY par cas est faible, c’est-a-dire que les infections
constituent des pathologies sans gravité, le DALY rapporté a I'échelle d’'une population est
conséquent, suggérant de I'impact important des norovirus en termes de santé publique.

NoV: norovirus; Camp: Campylobacter spp.; EPEC: Escherichia coli entéropathogéne; ETEC: E. coli
entérotoxinogéne; STEC: E. coli producteur de shiga toxines; NTS: Salmonella enterica non Typhi;
Shig: Shigella spp.; Vchol: Vibrio cholerae; Ehist: Entamoeba histolytica; Cryp: Cryptosporidium
spp.; Giar: Giardia spp.; HAV: Virus de I'hépatite A; Bruc: Brucella spp.; Lmono: Listeria
monocytogenes; Mbov: Mycobacterium bovis; SPara: Salmonella Paratyphi A; STyph: Salmonella
Typhi; Toxo: Toxoplasma gondii; Egran: Echinococcus granulosus; Emult: E. multilocularis; Tsol:
Taenia solium; Asc: Ascaris spp.; Trich: Trichinella spp.; Clon: Clonorchis sinensis; Fasc: Fasciola
spp.; Flukes: Trématodes intestinaux; Opis: Opisthorchis spp.; Parag: Paragonimus spp.; Diox:
Dioxines; Afla: Aflatoxines.
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Figure 19 : Colt moyen de la prise en charge médicale et de la perte de productivité lié
aux gastroentérites causées par les norovirus, rapporté au nombre de cas par zone
géographique et par tranche d’age, adaptée de Bartsch et al.,, 2016. Les 6 zones
géographiques sont définies selon la nomenclature utilisée par I'Organisme Mondial de la

Santé.
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I1.4 Sensibilité aux norovirus

Dés les premiéres études consistant a inoculer des norovirus a des volontaires sains,
une sensibilité variable vis-a-vis de l'infection a été constatée chez les individus (Johnson et
al., 1990; Matsui & Greenberg, 1990; Parrino et al., 1977; Wyatt et al., 1974). Il y a 40 ans,
Parrino et al. ont par exemple observé qu’aprés inoculation du virus Norwalk a 12
volontaires, seulement 6 d’entre eux ont présenté les symptdmes d’'une gastroentérite. Lors
d’'une seconde inoculation réalisée 27 a 42 mois plus tard chez les mémes individus, les 6
volontaires qui avaient été malades la premiére fois ont a nouveau développé une
gastroentérite, alors que les 6 autres individus restaient insensibles au virus. Enfin, lors
d'une 3°™ inoculation effectuée 4 a 8 semaines plus tard chez les 6 volontaires
symptomatiques, seul 1 individu a déclaré la maladie. Ces observations ont donc permis aux
auteurs de conclure a l'existence d’'une immunité naturelle aux norovirus, mais aussi au
développement d’'une immunité a court terme en cas de réexposition rapide au pathogéne.
Ces deux phénoménes, seulement constatés a cette époque, semblent aujourd’hui bien

explicables.

I1.4.1 Importance du polymorphisme des HBGA dans l'infection par les
norovirus

11.4.1.1 Les HBGA

La présence d’ « agglutinogénes » a la surface des érythrocytes a été décrite pour la
premiéere fois par Landsteiner en 1901, définissant ainsi le systéeme de groupe sanguin ABO
qui explique en partie les incompatibilités parfois observées lors de transfusion sanguine
(Schwarz & Dorner, 2003). Bien des années plus tard, la large distribution des antigénes A,
B et H correspondant au systtme ABO a été observée au niveau tissulaire (Oriol et al.,
1981) au point détre considérés aujourd’hui comme de véritables antigénes
d’histocompatibilité. Ces antigénes sont en effet retrouvés a la surface de nombreux types
cellulaires comme I'épithélium respiratoire, les épithéliums digestif et urinaire, mais aussi
sous forme libre dans les liquides biologiques (e.g. salive, lait, sang, fluides gastriques)
(Marionneau et al., 2001; Ravn & Dabelsteen, 2000). Ces observations ont suggéré de les
regrouper avec d’autres antigénes, sous le terme d’antigénes tissulaires de groupes

sanguins ou HBGA (histo-blood group antigens).

Les HBGA semblent jouer un rble essentiel dans le processus d’infection des

norovirus humains. On sait que dans le corps humain, de nombreux glycanes servent de
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récepteurs aux virus pathogénes (Olofsson & Bergstrom, 2005) comme c’est le cas par
exemple de 'héparane sulfate pour I'Herpes simplex virus (Shieh et al., 1992) ou des acides
sialiques pour I'Influenza virus (Suzuki et al., 2000). De la méme maniére, les norovirus

humains présentent une affinité particuliére pour certains types d’HBGA.

Les HBGA servant de ligands et de possibles récepteurs aux norovirus sont les antigénes A,
B et H ainsi que les antigénes Lewis. C’est deux types de systéme antigénique sont portés
par la méme molécule et sont le produit d’'une cascade enzymatique. L’expression des
HBGA chez lindividu dépend ainsi du polymorphisme des loci ABO, FUT2 et FUT3
(Figure 20).

11.4.1.2 Biosynthese des antigenes A, B, H et Lewis

e Les chaines précurseurs

Les antigénes HBGA sont des carbohydrates complexes résultant de I'ajout successif
de différents monosaccharides sur la partie terminale de chaines précurseurs présentes a la
surface des cellules. Ces chaines précurseurs sont constituées d’'un disaccharide lié a un
glycolipide, une glycoprotéine ou un sphingolipide. Chez 'Homme, il existe plusieurs types
de chaines précurseurs et toutes portent un galactose en position terminale. Parmi elles,
deux types sont prédominants : le type 1 [Gal(B1—3)GlcNac--R], majoritairement retrouvé a
la surface des tissus dérivés de I'endoderme (e.g. épithélium digestif, urinaire, respiratoire)
ainsi que dans les fluides de 'organisme et le type 2 [Gal(31—4)GIcNac--R], majoritairement

synthétisé a la surface des érythrocytes et de I'endothélium vasculaire.

L’addition des différents monosaccharides conduisant a la synthése des HBGA a partir des

chaines précurseurs est assurée par diverses glycosyltransférases (Tableau V).
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Tableau IV : Glycosyltransférases impliquées dans la synthése des antigénes A, B, H
et Lewis a partir des chaines précurseurs.

Systéme Géne Enzymes Ose ajouté
H (ISBT018) FUT1*

a-1-2-L-fucosyltransférase a-L-Fucose
Se FUT2**

A a-N-acétylgalactosaminyltransférase N-acétylgalactosamine

ABO (ISBT001)

a-D-galactosyltransférase D-Galactose
Lewis (ISBT007) FUT3 a 1,3-4-L-fucosyltransférase Fucose

ISBT = International Society for Blood Transfusion

*L’enzyme codée par le gene FUTI présente une affinité particuliére pour les chaines précurseurs de
type 2 ; elle est donc majoritairement responsable de la synthése de la substance H au niveau des
érythrocytes.

**|’enzyme codée par le géne FUT2 présente une affinité particuliére pour les chaines précurseurs
de type 1; elle est donc majoritairement responsable de la synthése de la substance H au niveau des
HBGA (Sarnesto et al., 1992, 1990).

¢ Biosynthese des antigenes H

L’antigene H est le produit d’'une réaction enzymatique conduisant a I'ajout d’'un
fucose sur le galactose terminal d’'une chaine précurseur. Chez ’lHomme, cette réaction est
catalysée par une a1,2-fucosyltransférase, codé soit par le géne FUT1 (H) ou par le géne
FUT2 (Se) selon la nature de la chaine précurseur. Chacun des génes FUT1 et FUT2

posséde deux alléles, I'un dominant et I'autre récessif, c’est-a-dire non fonctionnel.

Au niveau des érythrocytes, c’est 'enzyme H (géne FUTL1) présentant une affinité particuliere
pour les chaines de type 2 qui intervient. La double présence chez un individu de l'alléle
récessif h du géne H est rare. Ce génotype h/h correspond au phénotype Bombay
caractérisé par I'absence d’antigéne H a la surface des érythrocytes (Bhatia & Sanghvi,
1962; Bhende et al., 1952).

Concernant la synthése des HBGA, cest le géne FUT2 (Se) qui est responsable de la
formation de la substance H a partir des chaines précurseurs de type 1. Chez les individus
possédant au moins un alléle fonctionnel, c’est-a-dire les génotypes Se/Se ou Se/se, la
présence de l'antigéne H au niveau des HBGA conduit au phénotype dit sécréteur. Ce
phénotype est caractérisé par la synthése par les cellules muqueuses d’antigénes solubles

retrouvés dans les liquides biologiques. La double présence de lallele récessif du gene
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FUT2 chez un individu correspond au phénotype non-secréteur (génotype se/se).
Contrairement au phénotype Bombay (i.e. absence de substance H au niveau des
erythrocytes), les individus non-sécréteurs sont relativement fréquents puisque la prévalence
mondiale est d’environ 20 % (Koda et al., 2001). Dans la population caucasienne, la
mutation non-sens G428A correspondant a la formation prématurée d'un codon stop est
dans la plupart des cas a l'origine de l'alléle récessif se. Dans la population asiatique, c’est la

mutation A385T qui est principalement retrouvée (Koda et al., 2001).

Qu'il soit présent a la surface des érythrocytes ou alors sur les chaines précurseurs de type
1 des autres types cellulaires, I'antigéne H est le substrat des enzymes A et B du systéme
ABO.

e Biosynthese des antigenes A, B et H

Les génes A et B sont codominants, c’est-a-dire qu’ils sont capables de s’exprimer
simultanément chez un individu. Les enzymes correspondant a I'expression de chacun des
genes, une a1,3-N-galactosaminyltransférase et une a1,3-galactosyltransférase, assurent
respectivement I'ajout d’'un N-acétylgalactosamine ou d’'un second galactose sur le galactose
de l'antigéne H. Ainsi, en 'absence des enzymes A et B, seul I'antigéne H est exprimé a la

surface des érythrocytes, ce qui conduit au phénotype O.

Ces deux enzymes interviennent de la méme maniére dans la voie de synthése des HBGA,
permettant I'expression des antigénes A et B au niveau des autres cellules de I'organisme
ainsi que dans les secrétions. En leur absence, seul 'antigéne H est présent dans les fluides

biologiques des individus, a condition qu’ils soient sécréteurs.

e Biosynthese des antigenes Lewis

Le systéme Lewis est régit par le géne FUT3 (LE). Il code une fucosyltransférase qui
assure l'ajout d’'un fucose au niveau du N-acétylglucosamine des chaines précurseurs. Ce
géne existe également sous la forme de deux alléles, l'allele Le dominant et l'alléle le
récessif. A la différence des enzymes A, B, et H, 'enzyme LE n’intervient pas directement au
niveau des précurseurs greffés sur les cellules. Elle produit essentiellement des substances
hydrosolubles présentes dans le plasma et les sécrétions qui seront par la suite adsorbées

sur les chaines glucidiques au niveau des cellules.
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Lors de la synthése des HBGA, si le substrat de 'enzyme LE est une chaine précurseur de
type 1 nue, c'est-a-dire dépourvue de substance H (i.e. phénotype non-sécréteur) et donc a
fortiori d’antigéne A ou B, l'ajout d’'un fucose conduira alors a l'antigene Le®. Chez les
individus sécréteurs, l'ajout d’'un fucose au niveau de la substance H, qu’elle soit
préalablement associée a 'antigéne A, B ou non, conduit & la formation de I'antigéne Le".

L’antigéne Le® est donc le produit de I'action séquentielle des enzymes SE et LE.

Dans la population caucasienne, la prévalence de I'antigene Le® est d’environ 20 % alors

que 'antigéne Le® est retrouvé chez 70 % des individus.

11.4.1.3 Interaction entre les norovirus humains et les HBGA

L’étude des interactions entre les HBGA et les norovirus humains a été motivée suite
a une découverte concernant le virus responsable de la maladie virale hémorragique du
lapin (rabbit haemorrhagic disease virus, RHDV). Des chercheurs ont en effet observé que le
RHDV, également membre de la famille des Caliciviridae, utilisait les antigénes de type H
comme récepteur pour infecter sa cellule hbéte et qu’il était également capable d’agglutiner
les érythrocytes humains exprimant ce méme antigéne (Ruvoén-Clouet et al., 2000). Suite a
ces observations, et puisque les deux virus appartiennent a la méme famille, Marionneau et
al. ont étudié de plus prés les norovirus et ont démontré qu’ils étaient eux aussi capables
d’interagir avec ces récepteurs présents dans la salive ou au niveau du tractus digestif de
'Homme (Marionneau et al., 2002). Cette découverte est a l'origine de nombreux travaux

initiés afin de mieux comprendre la relation entre les norovirus humains et les HBGA.

Depuis, les observations faites lors de tests d’inoculation ou au cours d’épidémies de
gastroentérites ont par exemple réveélé un lien entre le polymorphisme des HBGA exprimés
chez les individus et leur sensibilité a I'infection, pouvant conduire parfois a une résistance
naturelle vis-a-vis du virus (Hutson et al., 2005, 2002, Lindesmith et al., 2005, 2003; Thorven
et al., 2005). A titre d’exemple, on a observé que lors d’une exposition au virus Norwalk
(génotype Gl.1), les individus non-sécréteurs, c’est-a-dire dépourvus d'un géne FUT2
fonctionnel, ne développaient pas les symptdomes de la maladie, et on n'observait pas de
réponse immunitaire ou d’excrétion de génome viral dans leurs selles (Hutson et al., 2005;
Lindesmith et al., 2005). A l'inverse, tous les individus présentant des symptdmes étaient de
statut sécréteur. En plus de I'importance du polymorphisme du géne FUT2 vis-a-vis des
infections, ces études ont également révélé que les individus appartenant au groupe sanguin
B étaient moins séverement infectés que ceux appartenant aux groupes sanguins A ou O

(Hutson et al., 2005, 2002). La protection apportée par le statut non-sécréteur vis-a-vis des
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norovirus a egalement était observée lors d’épidémies engendrées par le virus Lordsdale,

appartenant au génotype Gll.4 (Thorven et al., 2005).

Les interactions entre les différents génotypes de norovirus et les HBGA ont
eégalement largement été étudiées in vitro, lors d’essais utilisant des HBGA salivaires, des
HBGA synthétiques ou encore par des techniques d’hémagglutination (Debbink et al., 2012;
Donaldson et al., 2010; Harrington et al., 2004, 2002; Huang et al., 2005; Karst, 2010; Le
Pendu et al., 2006; Tan & Jiang, 2010).

On sait aujourd’hui que linteraction entre les norovirus et les HBGA implique le domaine P2
de la protéine majeure de capside VP1 (Ruvoén & Le Pendu, 2013; Tan & Jiang, 2005a).
Ces essais ont également permis de démontrer que le virus Norwalk avait une affinité
particuliére pour les épitopes A et H des individus sécréteurs mais qu’ils ne se fixaient pas
aux HBGA présentant I'épitope B (Huang et al., 2003). Ces résultats concernant la protection
apportée par I'antigéne B concordent donc avec les observations faites auparavant lors des
essais in vivo. Certains auteurs expliquent ce phénoméne par le masquage de la substance

H lorsque I'antigene B est présent (Le Pendu et al., 2006).

En se basant sur ces observations, certains auteurs ont classé les norovirus selon
leur affinité pour les HBGA (Huang et al., 2005). On peut ainsi distinguer les virus ayant une
affinité pour les épitopes A et/ou B ainsi que pour la substance H mais ne présentant pas
d’affinité pour la substance Lewis, et les virus présentant une affinité pour la substance
Lewis ou H mais pas pour les épitopes A et B (Figure 21). Notons que selon cette
classification, aucun lien n’existe entre le profil de fixation des différentes souches et leur
classification génétique. En effet, certaines souches appartenant a un méme génogroupe
voire a un méme génotype peuvent présenter des affinités tres différentes pour les HBGA
(Huang et al., 2005).

Dans létat actuel des connaissances, il apparait que globalement les virus
appartenant au génotype Gll.4 reconnaissent le plus large spectre d’'HBGA, ce qui explique
leur forte prévalence en termes d’épidémiologie. Par ailleurs, alors que le statut non-
sécréteur est trés souvent associé a une immunité face aux norovirus, des cas de
gastroentérites causées par des virus du génotype Gll.4 ont cependant été rapportés chez
ce type d’individu (Carlsson et al., 2009; Nordgren et al., 2013). Enfin, alors que certaines
souches ne semblent pas présenter daffinité particuliere pour un type d’HBGA, pour
d’autres, des résultats variables sont parfois observés (Donaldson et al., 2010; Huang et al.,
2005, 2003; Tan et al., 2008; Tan & Jiang, 2005b).
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Figure 21 : Modeéle schématique présentant les interactions entre différentes souches
de norovirus humains et les récepteurs HBGA, adaptée de Tan & Jiang, 2010. Les
fleches en pointillés indiquent des interactions plus fragiles entre le virus et le récepteur.

I1.4.2 Réponse immunitaire et vaccination

Lors des premiers essais visant a évaluer la réponse immunitaire résultant de
I'exposition au virus Norwalk, les chercheurs ont observé avec étonnement que la présence
préalable d’anticorps sériques dirigés contre le virus ne conférait pas aux individus une
résistance a l'infection. lls ont constaté au contraire que les infections étaient plus fréquentes
chez les individus présentant initialement une forte charge d’anticorps (Blacklow et al., 1979;
Donaldson et al.,, 2010; Johnson et al., 1990). Ce phénomeéne peu explicable a I'époque
apparait aujourd’hui tout a fait logique, compte tenu de la prédisposition de certains individus
a linfection. Ainsi, la présence d’anticorps sériques chez un individu pourrait signifier une

sensibilité accrue a une souche de norovirus donnée et inversement.
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En dépit des phénomeénes de résistance naturelle liés au polymorphisme des HBGA, la forte
diversité antigénique des norovirus fait que globalement, la plupart des individus seront
infectés au cours de leur vie. En effet, alors qu'une séroconversion est déja observée chez la
moitié des enfants de moins de 5 ans, les données épidémiologiques révelent que presque
tous les individus sont séropositifs a 'dge adulte (Cubitt et al., 1998; Donaldson et al., 2010;
Hinkula et al., 1995; Jing et al., 2000; Parker et al., 1995).

Ces différents travaux ont également permis d’observer la mise en place d’'une
immunité adaptative aprés exposition, assurant une protection contre une souche donnée
pendant une période de 8 semaines a 6 mois (Johnson et al., 1990; Parrino et al., 1977). En
revanche, il semblerait qu’il n’existe pas d'immunité a long terme et qu’une réinfection par la
méme souche est possible aprés 2 a 3 années (Glass et al., 2009; Karst, 2010; Le Pendu et
al., 2006; Parrino et al., 1977).

Ainsi, la diversité des souches virales associée a I'absence d'immunité a long terme
sont les deux contraintes majeures a la mise au point d’un vaccin efficace contre les
norovirus. Des essais cliniques sont néanmoins réalisés dans ce but, notamment afin
d’évaluer I'immunité apportée par 'administration de VLPs de norovirus par voie intranasale
ou intramusculaire (Atmar et al., 2011; Baehner et al., 2016; Bernstein et al., 2015; Riddle &
Walker, 2016). Les VLPs utilisées dans ce contexte sont généralement dérivées du virus
Norwalk ou résultent d’'un consensus de plusieurs variants de virus du génotype Gll.4. Les
premiers résultats de ces études sont variables. En effet, si une réponse immunitaire est
souvent observée et que suite a une exposition au virus, le nombre de cas de gastroentérites
est plus faible dans le groupe vacciné par rapport au groupe placebo, la protection apportée

par la vaccination semble modérée, limitant surtout la sévérité des symptémes.

On considére néanmoins qu’un vaccin efficace dans seulement 50 % des cas et qui
apporterait une immunité pendant une période de 12 mois seulement présenterait déja un
intérét économique (Robilotti et al., 2015). Enfin, compte tenu des caractéristiques
particulieres des norovirus, il semble que la mise au point d’'un vaccin multivalent qui
bénéficierait d’'une reformulation régulieére a I'image du vaccin antigrippal soit la stratégie la
plus adaptée (Glass et al., 2009; Robilotti et al., 2015).
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I1.5 Diagnostic des infections a Norovirus

Puisque les gastroentérites engendrées par les norovirus sont dans la plupart des
cas bénignes et que leur prise en charge ne nécessite généralement pas de traitement
spécifique, le diagnostic de ces infections ne semble pas étre une étape primordiale pour

assurer la bonne prise en charge des patients. |l présente toutefois plusieurs intéréts.

La recherche des norovirus permet par exemple de confirmer I'étiologie virale d'une
gastroentérite et participe ainsi a la lutte contre I'utilisation inappropriée des antibiotiques.
Elle est également trés utile en cas de TIAC, puisqu’elle permet de confirmer le lien entre un
aliment et une épidémie. Dans ce cas, il est généralement nécessaire de séquencer le
génome des virus isolés chez les patients afin de les comparer a ceux retrouvés dans

I'aliment en question.

La détection des norovirus est réalisée dans les selles des patients puisqu’ils y sont
généralement présents en forte concentration. Alors que la microscopie électronique a
historiquement été utilisée pour observer le virus Norwalk, de nombreuses nouvelles
méthodes sont aujourd’hui disponibles pour leur recherche. Parmi elles, les méthodes
immunologiques et moléculaires sont largement utilisées du fait de leur simplicité, leur colt

relativement faible et leur bonne reproductibilité.

I1.5.1 Méthodes immunologiques

Les méthodes immunologiques s’appuient sur la reconnaissance spécifique entre un
antigéne et un anticorps. Parmi ces méthodes, la technique ELISA (Enzyme-linked
ImmunoSorbent Assay) de type sandwich est largement utilisée (de Bruin et al., 2006; Jiang
et al., 2000; Kirby et al., 2010). Cette technique est basée sur la capture des antigénes de
norovirus par des anticorps spécifiques liés a un support, qui seront ensuite révélés par un

second anticorps marqué (Figure 22).

Actuellement, plusieurs kits commerciaux utilisant cette technique permettent la détection
simultanée des norovirus des génogroupes Gl et Gll dans les selles. Leur sensibilité et leur
spécificité est cependant variable en fonction de la charge virale et du génogroupe en
question (Burton-MaclLeod et al., 2004; Robilotti et al., 2015; Vinjé, 2015). Aussi, en cas de
résultat négatif, une seconde analyse par une autres techniques est vivement recommandée
(de Bruin et al., 2006; Gray et al., 2007; Kele et al., 2011; Patel et al., 2009).
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Figure 22 : Technique ELISA de type sandwich utilisée pour détecter les antigénes des
norovirus. a. La plaque est fonctionnalisée avec des anticorps de capture capables de
reconnaitre spécifiquement certains antigénes des norovirus. b. Lorsque I'échantillon est
ajouté, les antigénes de norovirus éventuellement présents se lient aux anticorps fixés. Les
antigenes non liés sont ensuite éliminés par lavage. c. Des anticorps secondaires conjugues
a une enzyme sont ajoutés, ils reconnaissent un autre épitope de I'antigéne du virus. Les
anticorps non liés sont éliminés par lavage. d. Un substrat convertible en un produit
détectable est ajouté. La détection d’'un signal signifie donc que des antigénes de norovirus
sont présents dans I'échantillon analysé.

En parallele des techniques ELISA, des tests immunochromatographiques sont
également utilisés (Bruins et al., 2010). Ces tests qui se présentent sous la forme de
bandelettes de nitrocellulose offrent 'avantage de rendre un résultat trés rapide, en moins de
20 minutes. Aprés la mise en contact de I'échantillon avec des anticorps spécifiques
marqués, les complexes antigénes-anticorps formés vont migrer par capillarité le long de la
bandelette sur laquelle est fixé un second anticorps. La fixation du complexe antigéne-
anticorps a son niveau se traduit alors par I'apparition d’'une ligne colorée (Figure 23). La
encore, la sensibilité de ces techniques est variable selon le génotype considéré (Vinjé,
2015).

De maniére générale, I'utilisation d’approches immunologiques pour la détection des
norovirus est rendue difficile par la diversité et la dérive antigénique des souches. De ce fait,
afin d’élargir le spectre de détection de ces méthodes, I'utilisation d’anticorps monoclonaux
capables d’effectuer des réactions croisées avec différents antigénes ou encore I'utilisation
d’anticorps polyclonaux est vivement recommandée lors de I'élaboration de ces techniques
(Kirby & lturriza-Gomara, 2012; Vinjé, 2015).
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Figure 23 : Fonctionnement des tests immunochromatographiques utilisés pour la
détection des antigénes de norovirus. a. Les antigénes présents dans I'échantillon
forment un complexe avec des anticorps spécifiques marqués. b. Les complexes antigénes-
anticorps migrent par capillarité le long de la membrane. ¢. Au niveau de la zone de test, les
complexes antigénes-anticorps sont capturés par un second anticorps spécifique, révélant
un test positif. d. L’'excédent d’anticorps est capturé au niveau de la zone de contrdle,
permettant de confirmer le bon fonctionnement du test.

I1.5.2 Méthodes moléculaires

A la différence des techniques immunologiques, les approches moléculaires reposent
sur la recherche du génome d’un virus dans un échantillon. Dans ce type d’approche, la
PCR (polymerase chain reaction) est la méthode de référence. Cette technique est en effet
largement utilisée pour détecter de nombreux pathogénes dans différents types de
prélevements, qu’ils s’agissent d’échantillons cliniques ou de prélévements
environnementaux. Elle repose sur I'amplification successive in vitro d’un fragment d’ADN
viral présent initialement en faible quantité dans un échantillon, jusqu'a permettre sa

détection.

La PCR nécessite I'utilisation de deux amorces sens et antisens qui définissent la région du
génome a amplifier ainsi que d’une polymérase thermostable qui assure la synthése des
fragments de génome appelés amplicons. Concernant la recherche des norovirus, et

puisqu’il s’agit de virus a ARN, une étape préalable de transcription inverse (RT, reverse
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transcription) doit d’abord étre effectuée afin de synthétiser un ADN complémentaire (ADNc)

du brin I’ARN, qui servira ensuite de matrice pour la synthése des amplicons.

Aprés la transcription inverse, chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes définies
par des températures différentes. Dans un premier temps, une étape de chauffage a 95°C
permet de dénaturer 'ADN afin de séparer les deux brins qui le composent. La seconde
etape est généralement réalisée autour de 60°C, la température étant dépendante des
séquences des amorces utilisées. Elle permet I'hybridation des deux amorces au niveau du
génome. Enfin, une derniére étape permet I'élongation des amplicons a partir des amorces
sous l'action de la polymérase. La encore, la température est dépendante de la nature de la
polymérase utilisée. Puisque les amplicons générés a chaque cycle sont a leur tour utilisés
comme matrice pour les cycles suivants, leur quantité croit de maniere exponentielle au

cours de la réaction.

Au cours des années 1990, le séquencage complet du génome du virus Norwalk (Jiang et
al., 1990) a permis le design des premiéres amorces utilisées pour la détection du génome
des norovirus par RT-PCR. Ces amorces ciblaient généralement un fragment du gene
codant la polymérase du virus (De Leon et al., 1992; Green et al., 1993; Jiang et al., 19923;
Moe et al., 1994). Si par la suite les séquences d’autres norovirus ont été prises en compte
lors du design des amorces afin d’augmenter le spectre de détection de la technique (Ando
et al., 1995; Le Guyader et al., 1996; Lees et al., 1995), les PCR les plus récentes tendent a
cibler une région hyper conservée de la jonction entre TORF1 et TORF2 (Hymas et al., 2007;
Kageyama et al., 2003; Kirby & lturriza-Gomara, 2012; Mohamed et al., 2006; Pang et al.,
2005; Vega et al., 2011).

Une fois les cycles d’amplification achevés, la détection des amplicons peut se faire
par divers moyens. A l'origine, les techniques de RT-PCR en point final nécessitaient de
vérifier la formation des amplicons par migration du produit de PCR par électrophorése sur
un gel d’'agarose. Les récentes techniques de RT-PCR en temps réel (RT-qPCR) permettent
aujourd’hui de suivre leur formation a chaque cycle d’amplification. Ces techniques
présentent donc 'avantage d’étre quantitatives, puisque le nombre de cycles nécessaires a
la synthése d’une quantité suffisante d’amplicons permettant leur détection est fonction de la
quantité de génome initialement présente (Figure 24). La quantification des amplicons peut
se faire en utilisant des agents intercalants de type SYBR-Green (Miller et al., 2002; Pang et
al., 2004), des sondes d’hydrolyse (Hoehne & Schreier, 2006; Kageyama et al., 2003; Rolfe
et al., 2007), ou encore des sondes d’hybridation (Hymas et al., 2007) qui fourniront un

signal d’intensité proportionnelle au nombre d’amplicons.
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Figure 24 : Principe de la PCR en temps réel (QPCR). La technique de PCR en temps réel
est basée sur le suivi en continu de la fluorescence émise par les amplicons néoformés. Il
existe une relation linéaire entre le logarithme de la quantité de matériel génétique cible
initialement présente dans I'échantillon et le nombre de cycle d’amplification (Cq) nécessaire
a l'obtention d’un signal d’intensité supérieure au bruit de fond. Ainsi la réalisation d’'une
gamme étalon contenant des quantités connues de matériel génétique cible (noir) permet la
réalisation d’'une droite standard (i.e. Cq en fonction du logarithme de la concentration) qui
sera alors utilisée pour quantifier 'échantillon (rouge).
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De cette maniére, en associant différents couples d’amorces et de sondes, les techniques de
PCR peuvent également étre mises en oeuvre pour assurer la détection simultanée des
différents génogroupes de norovirus dans un échantillon (i.e. multiplexage) (Farkas et al.,
2015; Hoehne & Schreier, 2006; Pang et al., 2005).

Par ailleurs, puisque la PCR est souvent la technique de référence lorsqu’il s’agit de
rechercher des pathogénes dans les selles, plusieurs kits ont été développés afin de
permettre la détection simultanée de plusieurs microorganismes (Binnicker, 2015; Duong et
al., 2016; Navidad et al., 2013; Reddington et al., 2014). Leur utilisation combine
généralement les étapes d’extraction et de purification des acides nucléiques, ainsi que
'amplification des génomes par (RT-)PCR multiplex et la détection des amplicons par
hybridation ou par fusion. Certains kits permettent par exemple de rechercher jusqu'a 22

pathogénes différents (i.e. virus, bactéries et parasites), incluant évidemment les norovirus.

Enfin, en paralléle des techniques de PCR, des méthodes permettant une
amplification isotherme des génomes sont parfois appliquées a la recherche des norovirus.
La technique NASBA (Nucleic acid sequence-based amplification) (Compton, 1991; Deiman
et al., 2002; Patterson et al., 2006) et la technique LAMP (Loop-mediated isothermal
amplification) (Fukuda et al., 2006; Luo et al., 2014; Yaren et al., 2016) en sont deux

exemples.

I1.6 Place des norovirus dans les TIAC

Au niveau mondial, les norovirus seraient a l'origine d’environ 20 % des 600 millions
de cas de maladies alimentaires estimés annuellement (Havelaar et al., 2015). Leur réle
dans les TIAC est particuliérement pergu aux Etats-Unis ou ils seraient & 'origine de prés de
60 % des cas (Hall et al., 2011; Scallan et al., 2011).

En Europe, leur implication dans les TIAC semble moins importante, ce phénomeéne pouvant
étre expliqué par les différences entre les habitudes alimentaires, notamment concernant la
consommation de plats préparés. Ainsi, bien qu’ils ne soient pas I'agent majoritaire des TIAC
(Glasset et al., 2016), leur implication reste néanmoins préoccupante puisqu’ils seraient tout

de méme a l'origine de 14 % des TIAC recensées (European Food Safety Authority, 2015).
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I1.6.1 Aliments en cause

Le rOle prépondérant que tiennent certains aliments dans la propagation des
norovirus est aujourd’hui parfaitement admis (Bitler et al., 2013; Duizer & Koopmans, 2013).
On distingue ainsi trois catégories de denrées dont la consommation est régulierement
associée a ce type de TIAC ; il s’agit des fruits de mer, des produits maraichers et de I'eau
(Figure 25).

Le lien entre les maladies alimentaires et la consommation de fruits de mer est connu
depuis plus d’un siécle (Richards, 1988) et la littérature regorge de description d’épidémies
de gastroentérites causées par les norovirus en rapport avec la consommation de
coquillages (Baker et al., 2011; Gallimore et al., 2005; Le Guyader et al., 2006a; Westrell et
al., 2010). En 2014, la consommation de coquillages a été a l'origine de 35 % des 76 TIAC
formellement attribuées aux norovirus en Europe (European Food Safety Authority, 2015).
Par ailleurs, une récente méta-analyse de la littérature scientifique révéle que les norovirus
seraient a l'origine de 83,7 % des TIAC liées a la consommation de coquillages (Bellou et al.,
2013).

La contamination des fruits de mer a généralement lieu dans la zone conchylicole. Ces
zones situées en bord de cbtes sont en effet parfois soumises a une contamination fécale
significative, en particulier en cas de rejets d’eaux usées brutes par les stations d’épuration
qui peuvent survenir suite a un disfonctionnement du systéme de traitement des eaux ou en
cas dintempéries. D’autres événements plus anecdotiques sont également rapportés,
comme des contaminations causées par la vidange des eaux usées de bateaux a proximité

des zones d’élevage (Campos & Lees, 2014).

Les bivalves filtreurs qui regroupent entre autres les moules, les huitres, les palourdes et les
coques sont particuliérement exposés a la pollution fécale. Ces coquillages sont en effet
capables d’accumuler au niveau de leurs organes digestifs les virus entériques pathogénes
présents dans les eaux environnantes par la filtration de grands volumes d’eau (Atmar et al.,
1996; Burkhardt & Calci, 2000; Schwab et al., 1998).

Notons enfin que le risque pour le consommateur est considérablement augmenté en cas de
consommation de fruits de mer insuffisamment cuits voire crus, comme c’est classiquement

le cas pour les huitres.
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Figure 25: Place des norovirus dans les maladies alimentaires, d’aprés Duizer &
Koopmans, 2013.

Concernant les produits maraichers, la contamination des denrées fait généralement
suite a lirrigation ou au nettoyage des végétaux avec de I'eau souillée. En paralléle de cette

situation, la manutention par du personnel excrétant des virus peut également étre évoquée.

Certains types de végétaux sont particulierement identifiés dans la transmission des
norovirus, et la encore, il s’agit de ceux consommeés crus ou peu cuits. On note par exemple
un réle prépondérant des salades vertes (Ethelberg et al., 2010; Mdller et al., 2016) et des
fruits rouges conservés par surgélation (Eindder-Moreno et al., 2016; Le Guyader et al.,
2004; Maunula et al., 2009; Mdller et al., 2015). En 2012, des fraises surgelées contaminées
en provenance de Chine ont par exemple été a l'origine de la plus grande épidémie
alimentaire jamais décrite en Allemagne, touchant prés de 11 000 individus (Bernard et al.,
2014).
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Enfin, si les eaux souillées sont fréquemment a l'origine de la présence des norovirus
a la surface des denrées alimentaires, elles peuvent également étre directement a I'origine

de la contamination des individus.

Des épidémies ont par exemples été décrites suite a la consommation d’eaux de boissons
provenant de puits (Parshionikar et al., 2003), de fontaines (Hoebe et al., 2004), du réseau
urbain (Carrique-Mas et al., 2003; Gallay et al., 2006; Kaplan et al., 1982b) ou encore suite a
la consommation de glagons (Khan et al., 1994). Les eaux embouteillées peuvent également
étre a I'origine de TIAC comme ce fut le cas en 2016 dans la région de Barcelone, ou plus de
4 000 cas de gastroentérites ont été déclarés et ont conduit a la fermeture provisoire d’'une
usine d’embouteillage. Notons également que des cas associés a des activités récréatives
aquatiques sont parfois recensés, qu’elles aient lieu dans des sites naturels (Sartorius et al.,
2007) ou en piscines (Maunula et al., 2004; Podewils et al., 2007).

Il apparait en définitive que toutes les denrées alimentaires manipulées par du
personnel infecté sont susceptibles d’étre associées a la transmission des norovirus. De
maniere non exhaustive, des sandwiches (Daniels et al., 2000; Zomer et al., 2010), des
pains (de Wit et al., 2007) de la charcuterie (Malek et al., 2009) ou des patisseries (Friedman

et al., 2005) ont déja été impliqués dans la survenue de TIAC causées par les norovirus.

I1.6.2 Facteurs favorisant la présence des norovirus dans les denrées
alimentaires

I1.6.2.1 Stabilité dans I’environnement

Contrairement aux bactéries, les virus ne possédent pas de métabolisme
intermédiaire ; ils ne sont donc pas capables de se multiplier en dehors de leur cellule héte.
De ce fait, dés qu’ils sont présents dans I'environnement ou a la surface des aliments, les

virus sont uniquement soumis a un phénomeéne d’inactivation, plus ou moins rapide.

Différents facteurs sont responsables de l'inactivation des virus dans le milieu extérieur. On
retrouve des parameétres physiques (e.g. température, humidité, UV), chimiques (e.g. pH,
salinité, présence d’enzymes ou de matiéres organiques) ou microbiologiques (e.g. activité
microbienne, prédation par des protozoaires). A l'inverse, d’autres facteurs contribuent a
maintenir le caractére infectieux des virus, comme par exemple I'agrégation des particules

virales entre elles ou encore leur adsorption aux matiéres en suspension.
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Les virus a l'origine de TIAC sont globalement tous caractérisés par une excellente
stabilité dans I'environnement. Dans le cas des norovirus, il est cependant difficile d’estimer
la persistance des particules virales puisque les systémes permettant leur culture ne sont

décrits que depuis trés réecemment (Ettayebi et al., 2016).

A T'heure actuelle, la plupart des connaissances concernant la stabilité et la persistance des
norovirus humains résultent donc d’essais effectués sur des virus modéles comme le FCV
ou le MNV, qui appartiennent respectivement a la méme famille et au méme genre que les
norovirus humains. Les conclusions observées a partir de ces modéles semblent néanmoins
difficiles a extrapoler aux génogroupes humains. Aprés 30 minutes d’'incubation a 37°C et a
pH 2, on observe par exemple une perte du caractére infectieux du FCV de 5 unités
logarithmiques alors que dans les mémes conditions, un perte de moins d’'une unité

logarithmique est observée pour le MNV (Cannon et al., 2006; Duizer et al., 2004).

D’autres études tentent d’évaluer la persistance des norovirus en s’intéressant a la stabilité
de leur génome. Il s’avére par exemple que ce dernier est capable de persister plus de
700 jours dans des eaux a 12°C (Charles et al., 2009). La encore, ces résultats sont peu
prédictibles de la persistance du caractére infectieux des particules virales. De maniére plus
formelle, des essais d'inoculation a des volontaires sains ont néanmoins montré que les
norovirus sont capables de persister sous forme infectieuse pendant plus de 60 jours dans
de l'eau a température ambiante placée a l'obscurité (Seitz et al., 2011) et qu’ils sont
capables de résister a des concentrations en chlore supérieures a celles classiquement

utilisées lors du traitement de potabilisation des eaux (Keswick et al., 1985).

Enfin, la persistance des norovirus humains est parfois évaluée par I'étude de la perte
d'adhésion des particules virales soumises a différentes conditions d'inactivation (Dancho et
al., 2012; Li et al., 2011; Wang & Tian, 2014). Dans ce cas, un virus est considéré infectieux

s’il est encore capable de reconnaitre son récepteur.

De maniére plus générale, une récente revue faisant un bilan des connaissances
concernant la persistance des norovirus humains souligne particulierement le probleme lié a
leur présence dans les aliments. Il apparait en effet que ces virus sont capables de persister
a la surface des fruits rouges, des salades ou dans les fruits de mer pendant une période

excédant la durée de vie des produits, y compris en cas de congélation (Cook et al., 2016).
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11.6.2.2 Accumulation des norovirus dans les denrées alimentaires

Alors que la présence de pathogénes dans les fruits de mer ou a la surface de
certains végétaux est expliquée par leur mode de production et de culture qui implique un
contact avec des eaux potentiellement souillées, d’autres facteurs doivent étre considérés. Il
apparait par exemple que dans le cas des coquillages, I'accumulation des microorganismes

est préférentiellement observée lorsqu’il s’agit de virus (Di Girolamo et al., 1977).

Si I'on s’intéresse plus précisément aux norovirus, plusieurs études ont en effet mis
en évidence la présence dans les huitres de carbohydrates pouvant servir de ligands a ces
pathogénes (Le Guyader et al.,, 2006b; Tian et al., 2007, 2006). Ces récepteurs baptisés
« HBGA-like » sont trés proches d’un point de vue structural des récepteurs viraux présents
dans le corps humain et de ce fait, ils seraient a I'origine de I'accumulation spécifique des
norovirus dans les fruits de mer. L'expression de ces récepteurs dans les coquillages est
variable selon la saison et le tissu (e.g. hépatopancréas, branchies ou manteau). De plus,
comme observé dans le corps humain, 'adhésion des norovirus a ces récepteurs est

variable selon le génogroupe considéré (Maalouf et al., 2011, 2010).

Ces récepteurs ont également été identifiés a la surface de certains végétaux comme les
laitues (Esseili et al., 2012; Gao et al., 2016), particulierement impliqués dans ce type de
TIAC. Leur présence expliquerait en partie I'élimination particulierement difficile des
norovirus, méme en cas de lavage mécanique (Cook et al., 2016). En paralléle de ces
récepteurs particuliers, notons également que des interactions non spécifiques sont
largement impliquées dans I'adhésion des pathogénes aux matrices alimentaires (Berger et
al., 2010; DiCaprio et al., 2015).

Notons enfin que le VHA, lui aussi fortement impliqué dans les TIAC en lien avec la
consommation de fruits de mer, présenterait également une affinité particulieére pour certains

carbohydrates présents dans les coquillages (Ko et al., 2011).
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III. LANORME ISO 15216

III.1 Contexte réglementaire

La recherche exhaustive dans les eaux ou dans les aliments de I'ensemble des
pathogénes pouvant infecter ’lHomme n’étant pas envisageable car trop longue et trop
colteuse, la qualité microbiologique de ces produits est classiquement évaluée en ciblant
certains microorganismes qui constituent des critéres de sécurité microbiologiques. D’aprés
la législation, ces critéres permettent de « fixer une limite au-dela de laquelle on doit
considérer qu'une denrée alimentaire est contaminée de maniére inacceptable par les micro-

organismes pour lesquels les critéres sont établis » (Parlement Européen, 2005).

II1.1.1 Evaluation de la qualité microbiologique des mollusques
bivalves en Europe

Dans le domaine conchylicole, la qualité microbiologique des fruits de mer est
évaluée par la recherche de certains indicateurs bactériens qui permettent d’estimer la

contamination fécale.

Alors qu'aux Etats-Unis la FDA (Food & Drug Administration) préconise la recherche des
coliformes fécaux dans les eaux conchylicoles, en Europe, la qualité microbiologique des
fruits de mer est régit par le Réglement (CE) 854/2004, qui assure la classification des zones
conchylicoles professionnelles selon leur niveau de pollution fécale estimé par la recherche

d’E. coli directement dans les coquillages (Parlement Européen, 2004).

La législation est précisée par le Réglement (UE) 2015/2285 applicable depuis le 1" Janvier
2017 (Commission Européenne, 2015) qui permet d’harmoniser les criteres avec ceux
définis par le Codex alimentarius. Ainsi, les concentrations d’E. coli mesurées dans les
coquillages (chair et liquide intervalvaire, CLI) permettent de définir différents niveaux de
pollution (Tableau V) qui déterminent la conduite a tenir avant la commercialisation des

produits (Figure 26).
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Tableau V : Classement sanitaire des zones conchylicoles en Europe.

Classification

Européenne

Critere microbiologique
(E. coli pour 100 g de chair et liquide intervalvaire [CLI])

80 % <230 E. coli/ 100 g CLI

Zone A Aucun > 700 E. coli / 100 g CLI
90 % < 4 600 E. coli / 100 g CLI
Zone B .
Aucun > 46 000 E. coli / 100 g CLI
Zone C 100 % < 46 000 E. coli / 100 g CLI

Zone non classée

> 46 000 E. coli / 100 g CLI

2 Reparcage e
—
Centresde
conditionnement
Zonesde
production
ClasseA Centresde
purification
agréés o
ClasseB £ Distribution
(supermarchés,
v restaurants...)
ClasseC |——> Traitementthermique —>

|

Consommateurs

Figure 26 : Conduite a tenir avant la distribution des mollusques bivalves selon leur
zone de production, d’aprés I’'EFSA, 2016.
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Alors que les coquillages élevés puis récoltés en zones classées A peuvent directement étre
mis sur le marché pour la consommation humaine, ceux récoltés dans les zones classées B
ou C doivent subir au préalable un traitement visant a diminuer leur niveau de pollution. Il
peut s’agir dans ce cas soit d’'une dépuration par immersion en eau propre pendant une

période donnée, soit d’un traitement thermique.

Dans le cas des fruits de mer issus de zones classées B, la dépuration est effectuée en
centres agréés par immersion dans des bassins alimentés par de I'eau de mer naturellement
propre ou ayant subi un traitement approprié. En France, cette dépuration est généralement
effectuée pendant une période de 48 heures, temps généralement suffisant pour réduire le
nombre de bactéries afin d'obtenir des produits conformes a la Iégislation (i.e.
<230 E. coli/100 g de CLI). Le reparcage des coquillages dans une zone naturelle de
qualité satisfaisante est également possible mais cette pratique n’est pas utilisée en France,

faute de zones suffisamment controlées.

Concernant la purification des coquillages provenant de zones classées C, un reparcage
d’'une durée minimum de 2 mois peut étre proposé. Cette pratique étant inexistante en
France, la cuisson est alors la seule alternative a la commercialisation des produits. Enfin, la
commercialisation des fruits de mer provenant de zones non classées est interdite
(i.e > 46 000 E. coli/ 100 g CLI).

En Europe, 40 % des zones conchylicoles commerciales sont classées A, 50 % sont
classées B et 5 % sont classées C (European Food Safety Authority, 2011). Il apparait donc

que la majorité des fruits de mer nécessite une purification avant leur mise sur le marché.

I11.1.2 Limites des indicateurs bactériens

Si la présence d’E. coli dans des fruits de mer ne fait aucun doute quant a leur
contamination par des matiéres fécales et donc au danger pour la santé des
consommateurs, I'absence de cet indicateur bactérien n'est pas pour autant toujours
synonyme de sureté d'un point de vue microbiologique. Plusieurs arguments montrent en
effet que la recherche d’E. coli est contestable pour témoigner notamment de la présence de

virus entériques pathogénes dans les coquillages et dans I'environnement.

Il est tout d’abord largement démontré aujourd’hui que les indicateurs bactériens sont moins
résistants que les virus entériques dans I'environnement (Harwood et al., 2005; Havelaar et

al., 1993). Ainsi, en cas de pollution fécale ancienne, des virus entériques peuvent étre

85



Chapitre Ill — La norme ISO 15216

présents sous forme infectieuse dans des matrices alimentaires ou dans I'eau alors méme

que les indicateurs bactériens ne sont pas retrouves.

Par ailleurs, il apparait que lors de la dépuration des coquillages, les cinétiques d’élimination
d’E. coli et des virus entériques pathogénes sont bien différentes (Formiga-Cruz et al., 2002;
Lees, 2000; Ueki et al., 2007). En effet, alors que la dépuration des coquillages permet
aisément de retrouver des concentrations en E. coli acceptables d’'un point de vue
réglementaire et qu'elle permet également de réduire de maniére significative la
contamination par d’autres bactéries (Son & Fleet, 1980), cette pratique semble peu efficace
pour éliminer les norovirus. Ainsi, une dépuration de 48 heures permet généralement de
réduire la concentration d’E. coli dans les fruits de mer de 95 % alors qu’une réduction de
seulement 7 % est observée dans le cas des norovirus (Schwab et al., 1998). La difficulté a
éliminer les norovirus est également soulignée par leur prévalence qui est sensiblement la

méme qu’il s’agisse de coquillages dépurés ou non (Formiga-Cruz et al., 2002).

En conséquence des différences de comportement observées entre norovirus et
indicateurs bactériens, que ce soit en termes de survie, d’accumulation dans les fruits de
mer ou d’élimination, il résulte que des coquillages en parfait accord avec la législation
européenne puissent parfois étre a l'origine de TIAC (Doré et al.,, 2010; European Food
Safety Authority, 2012, 2011; Le Guyader et al., 2008).

Face a ce constat, la communauté scientifique s’accorde aujourd’hui a dire que les
indicateurs bactériens ne sont pas capables de décrire la pollution virale parfois présente
dans les denrées alimentaires et que d’autres critéres microbiologiques devraient étre
adoptés (Formiga-Cruz et al., 2002; Lees, 2000). D’un point de vue législatif, les limites des
indicateurs bactériens sont également soulignées et le réglement (CE) 2073/2005 relatif aux
critéres microbiologiques applicables aux denrées alimentaires stipule « qu’il conviendrait en
particulier de fixer des critéres applicables aux virus pathogénes dans les mollusques
bivalves vivants si les méthodes d’analyse sont suffisamment développées » (Parlement
Européen, 2005).

En réponse a cette situation, le développement de méthodes permettant la détection
directe de certains virus pathogenes dans les matrices alimentaires et en particulier dans les

fruits de mer a donc été proposé.
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II1.2 Description de la norme ISO 15216

Lorsque la recherche directe de certains virus entériques pathogénes dans les
matrices alimentaires est souhaitée, peu d’alternatives sont actuellement envisageables
parmi I'ensemble des techniques disponibles. En effet, compte tenu de leurs faibles
concentrations dans I'environnement et dans le cas des norovirus, en I'absence de systéme
efficace permettant leur culture en routine, il apparait que seules les approches moléculaires

soient suffisamment sensibles pour pouvoir les détecter dans les aliments.

Ainsi, ces derniéres années, de nombreux protocoles permettant la détection des norovirus
dans les aliments ont vu le jour, si bien qu’en 2006, on comptait 13 méthodes permettant leur
élution a partir de matrices alimentaires, 29 techniques d’extraction des génomes et pas
moins de 13 systémes différents de PCR (document personnel Dr Boudaud, Actalia,
France). Si ce nombre important de protocoles refléte évidemment la volonté de disposer de
techniques plus efficaces afin d’estimer le danger viral dans les aliments, il est néanmoins
rapidement apparu nécessaire de valider et de standardiser ces techniques de détection et

d’y inclure une démarche qualité indispensable a la validation des résultats (Lees, 2010).

Dans cette perspective, le groupe de travail CEN/TC275/WG6/TAG4 a été initié en
2004 au sein du comité européen de normalisation (CEN) afin d’élaborer des procédures
harmonisées pour l'analyse de matrices alimentaires et ainsi établir un systéeme de

surveillance des virus entériques.

Les méthodes de détection proposées s’intéressent particulierement aux matrices
alimentaires régulierement a l'origine de TIAC d’origine virale. Parmi ces aliments a risque,
on retrouve évidemment les mollusques bivalves, les fruits rouges et les salades, mais des
procédures permettant 'analyse d’eaux embouteillées et de surfaces alimentaires diverses

sont également proposées.

Parmi les virus entériques en question, l'attention s’est particuliérement portée sur les
norovirus et le VHA, deux pathogénes considérés particulierement préoccupants depuis
plusieurs années par 'OMS et la FAO (World Health Organization & Food & Agriculture
Organization of the United Nations, 2008). La recherche des norovirus des génogroupes Gl
et Gll apparait en effet légitime au vu de leur implication dans les TIAC, tandis que la
recherche du VHA, bien que plus rarement présent dans les denrées alimentaires, est
justifiée par les conséquences dramatiques que peuvent avoir les épidémies qui lui sont
associées (Conaty et al., 2000; Pinto et al., 2009; Shieh et al., 2007).
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En 2013, la norme XP CEN ISO/TS 15216 (Figure 27) relative a I'extraction, a la
détection et a la quantification des génomes des norovirus et du VHA par RT-PCR en temps
réel dans les aliments a ainsi été diffusée sous un statut temporaire et expérimental et la
parution du document définitif est programmée pour 2017. Les différents protocoles décrits

dans cette norme sont brievement résumés ci-dessous.

I11.2.1 Extraction des virus

Les virus étant présents dans les aliments en quantité faible mais suffisante pour
infecter les consommateurs, leur extraction est une étape particulierement critique qui doit

étre standardisée.

I11.2.1.1 A partir des mollusques bivalves

L’analyse des mollusques bivalves est effectuée a partir de spécimens vivants ou
congelés. La prise d’essai est au minimum de 10 coquillages. L'extraction des virus est
réalisée uniquement a partir des hépatopancréas puisque c’est dans ce tissu que sont
concentrés les virus filtrés par les mollusques (Metcalf et al., 1980; Romalde et al., 1994).
Son analyse stricte permet ainsi de s’affranchir des inhibiteurs de (RT-)PCR présents dans
les autres tissus. L’extraction des virus a partir des coquillages comporte les étapes

suivantes :

e Quverture des fruits de mer et dissection des hépatopancréas ;

¢ Mixage des hépatopancréas (2 g de tissus au total) ;

e Ajout du virus utilisé comme étalon interne (voir chapitre 111.2.1.5 — Etalon interne) ;
o Digestion des tissus par ajout de protéinase K ;

e Centrifugation et collecte du surnageant ;

e Extraction des acides nucléiques a partir du surnageant.
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Figure 27 : Description de la norme ISO 15216 relative
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I11.2.1.2 A partir des fruits rouges et salades

L’analyse des fruits rouges ou des salades est effectuée a partir d’'une prise d’essai
de 25 g de produit frais ou congelé. La technique permettant I'extraction des virus comporte

les étapes suivantes :

e Ajout du virus utilisé comme étalon interne ;

e Incubation dans une solution de TGBE pH 9,5 (+ pectinase dans le cas des fruits
rouges) ;

e Centrifugation et collecte du surnageant ;

o Ajustement du pH a 7 et précipitation des virus par ajout de PEG/NaCl ;

¢ Centrifugation et élimination du surnageant ;

e Resuspension du culot dans du PBS ;

o [Uniquement pour les fruits rouges: purification par chloroforme/butanol,
centrifugation et collecte de la phase aqueuse] ;

e Extraction des acides nucléiques.

I11.2.1.3 A partir des eaux embouteillées

L’analyse des eaux embouteillées est effectuée pour des volumes de 5 L maximum.
Elle comporte les étapes suivantes :

e Ajout du virus utilisé comme étalon interne ;

e Filtration a travers une membrane chargée positivement ;

e Elution des virus présents sur le filtre dans une solution de TGBE pH 9,5 ;
o AjustementdupHa?7;

e Concentration par ultrafiltration ;

e Extraction des acides nucléiques.

I11.2.1.4 A partir des surfaces alimentaires

L’analyse peut étre effectuée sur différents types de surfaces dures, qu’il s’agisse de
surfaces alimentaires ou non. Le prélévement est effectué a I'aide d’'un écouvillon sur une

surface de 100 cm® maximum. L’extraction comporte les étapes suivantes :

e Prélévement de la surface en utilisant un écouvillon imbibé de PBS ;
e Ajout du virus utilisé comme étalon interne sur I'écouvillon ;

o Immersion de I'’écouvillon dans un tampon de lyse ;

e Extraction des acides nucléiques.
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I11.2.1.5 Etalon interne

Lors de l'analyse, la succession des nombreuses étapes nécessaires a I'extraction
des virus puis a celle des acides nucléiques conduit a la perte d’'une grande quantité de
virus. Afin d’évaluer cette perte, un virus témoin est ajouté en quantité connue dans
I'échantillon avant traitement (Figure 27) et sa recherche permettra de calculer un

rendement d’extraction.

D’aprés la norme ISO 15216, le virus utilisé comme étalon interne doit étre cultivable, non
enveloppé, posséder un génome a ARN simple brin de polarité positive ainsi que des
caractéristiques morphologiques et physicochimiques proches de celles des virus
recherchés. Il doit cependant étre suffisamment différent pour ne pas interférer lors de la
détection des génomes et doit également étre initialement absent des matrices analysées.
Sa détection doit étre effectuée en utilisant une méthode fiable utilisant des amorces et une
sonde déja publiées dans la littérature. Par ailleurs, les virus inoculés doivent étre issus d’'un
stock viral dilué au moins 10 fois dans un tampon approprié afin d'y limiter la présence
d’inhibiteurs de (RT-)PCR.

Bien que plusieurs virus présentent des caractéristiques compatibles avec cette utilisation, la

norme ISO 15216 propose I'emploi du Mengovirus comme étalon interne.

I11.2.2 Extraction des acides nucléiques

L’'un des objectifs de cette étape est de purifier les acides nucléiques afin d’éliminer
au maximum les inhibiteurs de (RT-)PCR présents dans I'’échantillon. Elle permet également

de concentrer les acides nucléiques afin d’en faciliter la détection.

L’extraction des acides nucléiques doit étre réalisée en utilisant une méthode
appropriée dérivée de la technique proposée par Boom et al. (1990). Pour ce faire, la norme
ISO 15216 propose l'utilisation du kit NucliSens® commercialisé par BioMérieux. La lyse des
capsides virales est d’abord réalisée dans un tampon contenant un agent chaotropique (i.e.
thiocyanate de guanidine) et les acides nucléiques libérés sont ensuite piégés par des
particules de silice magnétique (Figure 27). Aprés leur fixation sur un systéeme aimanté, les
particules de silice sont lavées par différents tampons afin de purifier les acides nucléiques.

L’élution des acides nucléiques est ensuite réalisée par chauffage dans un tampon adapté.
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I11.2.3 Quantification des génomes par RT-PCR en temps réel

I11.2.3.1 Détection des génomes de norovirus et du virus de I’hépatite A

Les norovirus et le virus de I'hépatite A étant des virus a ARN, une étape de
transcription inverse est d’abord nécessaire avant de pouvoir détecter leurs génomes par
amplification. Le suivi de la norme ISO 15216 impose l'utilisation de réactifs permettant
d’effectuer la réaction de RT-PCR en temps réel et en une seule étape. La réalisation
successive de la rétrotranscription des ARN puis de I'amplification des ADNc dans le méme
puits limite en effet le risque de contamination des échantillons en réduisant les étapes de
pipetage. De la méme fagon, le recours a la détection en temps réel réduit le risque de
contamination par manipulation de I'échantillon aprés amplification des génomes. Cette
technique semble également plus simple a standardiser. La norme ISO 15216 suggére
l'utilisation du kit RNA Ultrasense™ One-Step gRT-PCR (Thermofisher) et propose
également des amorces et sondes d’hydrolyse garantissant une sensibilité suffisante et

I'absence de réaction croisée (Tableau VI).

Tableau VI : Amorces et sondes utilisées pour la détection du virus de I’hépatite A et
des norovirus du génogroupe Gl et Gll dans les matrices alimentaires, d’aprés la
norme ISO 15216.

Cible Amorces/ Séquence Référence
Sondes

VHA HAV6S (F) TCA CCG CCG TTT GCC TAG (Costafreda et al., 2006)
HAV240 (R) GGA GAG CCCTGG AAG AAA G (Costafreda et al., 2006)
HAV150(-) (S)  FAM-CCT GAA CCT GCA GGA ATT AA-MGBNFQ, (Costafreda et al., 2006)

NoV QNIF4 (F) CGCTGG ATG CGN TTC CAT (Da Silva et al., 2007)

Gl NV1LCR (R) CCTTAG ACG CCATCATCATTTAC (Svraka et al., 2007)
*NVGG1p (S) FAM-TGG ACA GGA GAY CGC RAT CT-TAMRA (Svraka et al., 2007)
*TM9 (S) FAM-TGG ACA GGA GAT CGC-MGBNFQ (Hoehne & Schreier, 2006)

NoV QNIF2 (F) ATG TTC AGR TGG ATG AGR TTC TCW GA (Loisy et al., 2005)

Gll COG2R (R) TCG ACG CCATCTTCATTCACA (Kageyama et al., 2003)
QNIFs (S) FAM-AGC ACG TGG GAG GGC GAT CG-TAMRA  (Loisy et al., 2005)

F = Amorce sens, R = Amorce antisens, S = Sonde

*Deux constructions différentes sont proposées pour la sonde d’hydrolyse permettant la détection
des norovirus du génogroupe Gl.
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Afin de maximiser la sensibilité de la technique, la détection des génomes des différents
virus est réalisée séparément. Leur quantification est assurée par la réalisation en paralléle
d'une série de dilution de plasmides d’ADN double brin portant la séquence d’intérét,

permettant ainsi la réalisation d’une courbe étalon.

Enfin, pour rendre la quantification la plus précise possible, les résultats obtenus lors de
'analyse des échantillons d’ARN dilués au 10°™ doivent étre considérés si besoin, afin de

réduire le biais lié a la présence d’inhibiteurs de (RT-)PCR.

I11.2.3.2 Détermination du rendement d’extraction

L’estimation du rendement d’extraction des virus et des acides nucléiques est
permise grace au virus témoin ajouté aux échantillons en début d’analyse. Pour ce faire, la
méme quantité de virus témoin est extraite en paralléle, afin d’obtenir un signal en PCR
correspondant a un rendement de 100 %. La quantité de virus témoin retrouvée dans les

extraits est alors comparée a cette valeur.

La norme ISO 15216 impose un rendement d’extraction supérieur a 1 % pour considérer un
résultat acceptable. Cela correspond a une différence maximale de 6,64 entre les Cq, dans
le cas d’'une gamme étalon ayant une pente idéale de -3,32. Si le rendement est insuffisant,

I'échantillon doit étre a nouveau analysé.

I11.2.3.3 Inhibition

Pour chaque virus ciblé, I'ajout puis la détection d’'une quantité connue d’ARN portant
la séquence d’intérét dans I'échantillon a analyser ainsi que dans une matrice exempte

d’inhibiteurs de (RT-)PCR permet d’évaluer l'influence de ces derniers.

Le résultat est considéré acceptable si le pourcentage d’inhibition dans I'échantillon est
inférieur a 75 %, c’est-a-dire qu’une différence de moins de 2 Cq est observée par rapport au
témoin, toujours en considérant une gamme étalon ayant une pente de -3,32. Dans le cas
contraire, le taux d’inhibition doit étre estimé pour I'échantillon dilué au 10°™. Si l'inhibition
est encore supérieure a 75 %, le résultat n’est dans ce cas pas valide et I'échantillon doit

étre & nouveau soumis a essai.
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II1.3 Interprétation des résultats

Les quantités de génomes détectées dans les échantillons sont exprimées en copies
de génome (cg)/mL, cg/g ou cg/cm? en fonction du type de matrice analysée. Ces
concentrations ne sont pas ajustées par rapport aux rendements et aux taux d’inhibition
mesurés, ces deux informations étant utilisées uniqguement comme paramétres d’assurance

qualité.

Si la norme ISO 15216 permet donc de détecter et de mesurer les quantités de génomes de
norovirus présentes dans différents types de matrices, son application pour évaluer la qualité
microbiologique des fruits de mer ou des autres denrées alimentaires demeure cependant
discutable puisque certains arguments suggérent que la détection des génomes viraux

pourrait sous-estimer le danger ou qu’a l'inverse elle pourrait le surestimer.

I11.3.1 Sous-estimation du danger viral

Les techniques de biologie moléculaire sont considérées comme particulierement
sensibles pour rechercher des microorganismes puisqu’elles permettent théoriquement de
détecter la présence d’'une unique copie de génome. Cette sensibilité doit cependant étre
relativisée par rapport au volume d’échantillon engagé dans I'analyse. En effet, si 'on suit la
norme ISO 15216 pour I'analyse des coquillages, les différentes étapes de préparation des
échantillons conduisent a une limite de détection (LOD), c'est-a-dire a une concentration
minimale de génome dans I'échantillon assurant la présence d’au moins 1 cg dans un puits
de PCR, de l'ordre de 10% cg/2 g de tissus digestifs. De la méme maniére, la limite de
quantification (LOQ), qui correspond cette fois a la dilution la plus faible de la gamme étalon
donnant un résultat positif (i.e. généralement 10 cg par puits de PCR) est alors proche de
10° cg/2 g de tissus. En pratique, il apparait que la LOD et la LOQ sont trés largement
supérieures a ces valeurs théoriques puisqu’elles sont directement impactées par les
rendements d’extraction qui sont par exemple de l'ordre de 15 a 20 % lors de l'analyse de
fruits de mer (Hartard et al., 2016; Loutreul et al., 2014) mais aussi par la présence
d’inhibiteurs de (RT-)PCR.

Si I'on considére alors les paramétres les moins favorables en accord avec la norme, c’est-a-
dire un rendement d’extraction de 1 % et un taux d’inhibition de 75 %, la LOD et la LOQ sont
dans ce cas respectivement supérieures a 10* et 10° cg/2 g de tissus digestifs. La sensibilité
de la méthode apparait dés lors perfectible si ces valeurs sont comparées a la dose

minimale infectieuse de 18 particules annoncée pour les norovirus (Teunis et al., 2008).
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En deuxiéme lieu, le risque de ne pas détecter les génomes éventuellement présents
dans des matrices alimentaires dépend également de I'échantillonnage. Alors que le fait
d’extrapoler les résultats obtenus par I'analyse d’une faible fraction d’un échantillon est un
biais commun a toutes les méthodes analytiques, cette limite est particulierement importante
en biologie moléculaire et en cas d’analyses d’échantillons faiblement contaminés ou qui le
sont de maniére hétérogéne (Butot et al., 2014; European Food Safety Authority, 2012). D’'un
point de vue statistique, 'analyse de 10 coquillages provenant d’un lot dans lequel 25 % des
spécimens sont contaminés par des norovirus présents a une concentration moyenne de
100 cg/g de tissu conduit par exemple a leur détection dans seulement 39 % des cas, et cela
toujours en considérant la LOD théorique, c’est-a-dire non corrigée par le rendement

d’extraction ou la présence d’inhibiteurs (Tableau VII).

Tableau VIl : Probabilité de détecter des génomes de norovirus dans des lots de
coquillages en fonction de leur prévalence et de leur concentration, d’aprés I'EFSA,
2012.

. Concentration moyenne en génomes
Fréquence de

positifs dans le lot

(cg/ g de tissus digestifs)

100 200 500
1% 0,1 % 4,0 % 6,3 % 8,9 % 9,5%
2% 0,1 % 7,6 % 12 % 17 % 18 %
5% 0,2 % 17 % 26 % 37 % 40 %
10 % 0,3 % 27 % 43 % 61% 65 %
25% 0,5% 39% 62 % 88 % 94 %
50 % 0,5% 41 % 66 % 93 % 99 %
75 % 0,5% 41 % 66 % 93 % 100 %
95 % 0,5% 41 % 66 % 93 % 100 %

Enfin, l'utilisation de la norme ISO 15216 pour estimer le danger viral impose de
vérifier constamment que les amorces et sondes utilisées pour la détection des génomes
soient capables de reconnaitre 'ensemble des souches des virus ciblés. Si le VHA présente
peu de variabilités génétiques, 'émergence réguliere des nouveaux variants de norovirus

exige donc un contrble épidémiologique accru.
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I11.3.2 Surestimation du danger viral

Alors que certaines limites méthodologiques suggérent donc que l'application de la
norme ISO 15216 pourrait sous-estimer le danger viral lié a la présence des norovirus dans
les fruits de mer, d’autres arguments supposent au contraire qu’elle pourrait le surestimer. La
norme ISO 15216 permet en effet de rechercher les virus dans les matrices alimentaires en
ciblant leurs génomes. Or, si dans un échantillon clinique la présence du génome d’un virus
est nécessairement associée a la présence de particules infectieuses, ce n’est pas toujours

le cas en ce qui concerne les échantillons environnementaux.

Il est en effet largement démontré aujourd’hui que le génome des virus présente une bien
meilleure stabilité que leur caractére infectieux dans I'environnement et qu’ainsi, seule une
infime proportion des génomes détectés correspond réellement a des virus infectieux (Choi
& Jiang, 2005; Gassilloud et al., 2003; Hartard et al., 2015; Ogorzaly et al., 2010).

Par ailleurs, il est important de souligner que certains traitements d’inactivation comme les
rayonnements UV agissent en causant des dommages au niveau du génome des virus sans
pour autant affecter leur capacité d’adhésion a leurs récepteurs (Wigginton et al., 2012). De
ce fait, la bioaccumulation dans les fruits de mer de norovirus non infectieux semble possible
et ces particules demeurent alors détectables par les techniques de biologie moléculaire
puisque ces derniéres ne ciblent qu’'un court fragment du génome (Campos & Lees, 2014;
Simonet & Gantzer, 2006).

En conséquence, des génomes de norovirus sont fréquemment retrouvés dans les fruits de
mer puisque selon les études, 5 a 76 % des lots commerciaux analysés sont positifs pour
leur recherche (Boudaud & Gantzer, 2015; Costantini et al., 2006; European Food Safety
Authority, 2012; Loisy et al., 2005; Lowther et al., 2012b). Il semble alors difficile d’interpréter
ces résultats en termes de danger pour le consommateur et rappelons d’ailleurs que malgré
cette forte prévalence des génomes, le nombre de TIAC en lien avec la consommation de

fruits de mer reste relativement faible.

I11.3.3 Mise en place d'un seuil de risque

Afin de mieux hiérarchiser le danger lié a la présence de norovirus dans les fruits de
mer et face a la forte prévalence de leur génome, la mise en place de valeurs seuils telles
quelles sont par exemple établies par la législation pour la recherche d’E.coli est

actuellement proposée.
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Le groupe scientifique de 'EFSA a ainsi recommandé aux gestionnaires de risques d’établir
une limite acceptable quant a la présence des génomes de norovirus dans les coquillages
(European Food Safety Authority, 2012) et dans ce but, un programme de surveillance
comprenant 'analyse de 4 000 lots d’huitres sera prochainement mis en place a I'échelle
européenne (European Food Safety Authority, 2016). Ces analyses auront pour objectifs
d’estimer la prévalence de ces pathogénes et ainsi d’évaluer [I'exposition des
consommateurs et les conséquences de la mise en place de différentes seuils
microbiologiques concernant la présence de leur génome (European Food Safety Authority,
2012).

Cette approche apparait d’ores et déja discutable. En effet, bien qu’une relation soit
parfois observée entre la quantité de génomes de norovirus détectée dans des lots de fruits
de mer et leur implication dans des TIAC (Doré et al.,, 2010; Lowther et al., 2012a), des
concentrations trés fortes (i.e. >10* cg/g) sont parfois détectées dans des lots n’ayant pas
provoqué de TIAC, et inversement, certaines études n’ont retrouvé que peu, voire aucun
geénome dans des échantillons a l'origine de TIAC (European Food Safety Authority, 2012;
Lowther et al., 2012a, 2010).

Par ailleurs, en admettant que la mise en place d’un tel seuil permette de déterminer si un
aliment est dangereux ou non pour le consommateur, il est important de souligner qu’il est
extrémement difficile de quantifier avec précision les génomes dans les matrices
alimentaires. Il apparait en effet que les concentrations en génomes dans les fruits de mer a
l'origine de TIAC sont fréquemment comprises entre la LOD et la LOQ (European Food
Safety Authority, 2012; Lowther et al., 2012a) et donc que dans la plupart des cas, ces
échantillons sont non quantifiables au regard des exigences décrites par la norme ISO
15216.

Enfin, méme si 'on considére uniquement les concentrations supérieures a la LOQ, elles
correspondent alors a la présence de 10 a 100 cg par puits de PCR. Or, en se référant au
guide de bonnes pratiques MIQE des techniques de gPCR, une variabilité importante est
observée lors de la détection de telles quantités de génome (Bustin et al., 2009), empéchant

les techniques de gPCR conventionnelles de fournir un résultat précis et reproductible.

Dans ce dernier cas de figure, le recours aux récentes techniques de Digital PCR pourrait
constituer une alternative intéressante, en apportant une réelle plus-value grace a une

quantification plus précise des génomes (Coudray-Meunier et al., 2015; Polo et al., 2016).
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II.3.4 Pondération du danger lié a la présence de génomes de
norovirus dans les mollusques bivalves

La difficulté a évaluer le danger en se basant uniquement sur la présence de
genomes viraux dans les matrices alimentaires était déja bien connue avant la mise en place
de la norme ISO 15216 (Gassilloud et al., 2003). Au début des années 2000, une étude avait
par exemple révélé que 33 % des eaux embouteillées étaient positives pour la recherche de
geénomes de norovirus (Beuret et al., 2002, 2000). Malgré ce constat inquiétant, qui fut
d’ailleurs aussi bien relayé dans la communauté scientifique que dans la presse mondiale,

aucune épidémie en lien avec la consommation de ces eaux n’a pu étre identifiée.

Dans ce cas de figure, 'une des perspectives permettant de mieux gérer le danger
potentiel lié a la présence de génomes de virus entériques pathogénes dans les matrices
alimentaires est la prise en compte d’'un certain nombre de paramétres complémentaires
(Figure 28).

Un logigramme paru en 2007 propose par exemple d’améliorer la gestion du danger viral en
tenant compte de certains critéres microbiologiques, physico-chimiques, technologiques ou
encore épidémiologiques (Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, 2007). Il
s’agit alors, lorsque du génome viral est détecté dans une matrice, de tenir compte de la
présence concomitante d’indicateurs bactériens de pollution fécale, de considérer certains
paramétres pouvant traduire un défaut du traitement des eaux ou le débordement d’'une
station d’épuration, et enfin d’intégrer dans la réflexion I'existence de foyers épidémiques ou
encore la présence d’autres virus dont le caractére infectieux est facilement mesurable dans

la matrice analysée.

Aujourd’hui encore, a défaut de méthodes permettant de distinguer un virus infectieux
d’un virus non infectieux lorsque du génome viral est détecté dans un échantillon, une
approche multiparamétrique telle qu’elle a été proposée il y a maintenant 10 ans semble

toujours étre la meilleure stratégie pour évaluer la contamination des aliments.
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RT-PCR ou PCR +
* Caractéristiques de la méthode
= Validité du résultat

i. Critéres sanitaires microbiologiques

ou physico-chimiques
I

ii. Contexte environnemental, technologique
ou d’hygiéne du prélévement

iii. Données épidémiologiques
iv. Critéres d'infectiosité :
« Directs : Culture cellulaire ou ICC -PCR
pour les virus cultivables

= Indirects : bactériophages infectieux ou
modeélisation de l'inactivation virale

Cas 1: Siau moins
un item confirmant :
Probabilité forte de
présence d’'un danger
ou présence avérée
d’un danger

Cas 3 : Si aucun item
confirmant et au moins
une interrogation :
Résultat
non interprétable

Cas 2: Sil'ensemble

des items infirmant :
Probabilité faible

de présence d’un danger

Figure 28 : Logigramme permettant I'interprétation d’un résultat positif lors de la
détection du génome d’un virus pathogéne dans une matrice alimentaire par les
techniques de biologie moléculaire, d’aprés I’AFSSA, 2007. Cas 1 : En cas d’arguments
en faveur d'une contamination microbienne récente, d'un contexte environnemental,
technologique ou épidémique particulier ou de la présence avérée de virus infectieux, la
probabilité du danger lié a la présence du génome d’un virus pathogene est forte. Cas 2 : En
cas d’arguments démontrant 'absence d’une situation a risque, la probabilité de danger est
apparemment faible. Cette situation est rarement observée puisque les données
épidémiologiques et les informations concernant un défaut de traitement des eaux ne sont
souvent disponibles que de maniére rétrospective. Cas 3: En l'absence d’arguments
complémentaires, la détection du génome d'un virus pathogéne dans une matrice
alimentaire ne permet en aucun cas de conclure quant au danger associé. Cette situation est
la plus fréquemment rencontrée.

99






Conclusion

CONCLUSION

La transmission de microorganismes pathogénes a ’'Homme suite a la consommation
de coquillages est documentée depuis plus d’'un siécle. Parmi eux, les huitres sont
particulierement impliquées dans la survenue de maladies alimentaires car elles sont
geénéralement consommeées crues et dans ce cas, le pathogéne le plus souvent en cause est
le norovirus, agent responsable de la majorité des cas de gastroentérites virales a travers le

monde.

En Europe, la qualité microbiologique des fruits de mer est évaluée par la recherche
d’Escherichia coli, une bactérie indicatrice de pollution fécale. Or, si la présence d’E. coli
dans un aliment ne fait aucun doute quant au danger qui résulterait de sa consommation,
'absence de cet indicateur n’est pas toujours gage de sureté, en particulier en cas de
présence de virus entériques pathogénes. Ainsi, face aux limites largement décrites
aujourd’hui concernant I'utilisation des indicateurs bactériens pour évaluer le danger lié a la
présence de virus pathogenes dans les denrées alimentaires et notamment dans les fruits de
mer, la recherche directe des norovirus est actuellement envisagée par la mise en place de
la norme 1ISO 15216.

Les norovirus n’étant pas cultivables en routine, la norme ISO 15216 s’appuie exclusivement
sur des techniques de biologie moléculaire qui permettent de rechercher un microorganisme
en détectant son génome. Cette approche est relativement rapide, spécifique et la norme
ISO 15216 permettra de standardiser la recherche des génomes de norovirus dans les
denrées alimentaires, ce qui aurait pu étre compromis par le nombre important de protocoles

qui ont vu le jour ces derniéres années.

Utilisée de maniére rétrospective, la norme ISO 15216 promet de nombreux intéréts.
Les techniques moléculaires permettent en effet une identification rapide des pathogénes et
constituent donc des outils dinvestigation performants pour rechercher I'étiologie des
maladies alimentaires. Couplée au séquengage, la détection des génomes de norovirus
permet alors de déterminer l'origine exacte d’'une épidémie, en comparant les séquences

des virus isolés chez les malades a ceux retrouvés dans les denrées incriminées.
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Utilisée de maniére prospective, les bénéfices apportés par la norme ISO 15216 dans
le but d’évaluer le danger pour les consommateurs semblent cependant plus discutables. En
effet, la détection des génomes ne pouvant dans I'état actuel des connaissances en aucun
cas témoigner de [lintégrité structurale et donc du caractére infectieux des virus
correspondants, l'application de la norme ISO 15216 pourrait surestimer le danger viral,
hypothése largement appuyée par la forte prévalence des génomes de norovirus dans les

coquillages.

A Tlinverse, si I'absence de génome garantie toujours l'absence de virus infectieux, la
question est de savoir si la technique proposée ici est suffisamment sensible pour I'affirmer.
Il apparait en pratique que si I'on tient compte des dilutions engendrées par la préparation
des échantillons mais aussi des rendements des techniques d’extraction et de la présence
d’inhibiteurs de (RT-)PCR, I'application de la norme ISO 15216 ne permet pas de détecter

les quantités les plus faibles de virus capables d’infecter ’THomme.

Face a ces arguments, il semble donc a I'heure actuelle extrémement aléatoire de
vouloir relier la détection de génomes viraux a la présence des virus infectieux
correspondants dans les denrées alimentaires. Aussi, d'autres approches sont parfois

envisagées pour améliorer la gestion du danger viral.

Une premiére alternative qui permettrait de limiter la surestimation du danger consiste a
utiliser des approches moléculaires qui serraient capables de détecter exclusivement les
particules virales infectieuses, et cela, en évaluant I'intégrité de leur capside et de leur
génome (Knight et al., 2012). Il apparait par exemple que la détection d’'un fragment de
génome suffisamment long permet de refléter plus efficacement le caractere infectieux des
virus (Pecson et al, 2011; Simonet & Gantzer, 2006). Dans cette méme idée, un
prétraitement des particules virales associant protéinase K et RNase afin de dégrader les
capsides endommagées et les ARN exposés permettrait de détecter uniquement les
génomes initialement présents dans les virus non altérés (Nowak et al., 2011;
Nuanualsuwan & Cliver, 2002). Enfin, l'utilisation d’agents intercalants de type propidium
monoazide (PMA) ou éthidium monoazide (EMA) est également proposée. Ces composés
sont en effet capables de se lier au génome viral lorsque celui-ci est accessible (i.e. capside
altérée) et dans ce cas, ils empéchent la réaction de (RT-)PCR de se dérouler (Fuster et al.,
2016 ; Mclellan et al., 2016). La encore, la détection correspondrait alors uniquement aux

virus les plus integres.
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De maniére générale, si ces méthodes permettent de réduire plus ou moins efficacement le
fossé décrit entre la présence de génome viral et celle des particules infectieuses, elles ne
permettent pas de s’affranchir des limites liées a la faible concentration de ces pathogénes

dans les matrices alimentaires.

La seconde stratégie actuellement envisagée consiste a identifier des indicateurs
plus performants qu’E. coli pour apprécier le danger viral. Parmi eux, les bactériophages
fécaux sont particuliérement étudiés. Ces microorganismes de nature virale se multiplient
dans le tractus digestif des animaux a sang chaud en infectant certaines bactéries de la flore
intestinale ; ils sont alors excrétés via les selles et les eaux usées en quantité abondante
dans le milieu naturel et peuvent donc étre proposés comme indicateurs de contamination

fécale.

Parmi eux, les bactériophages ARN F-spécifiques présentent un intérét majeur puisque leur
structure, proche de celle des virus entériques pathogénes, leur assure un comportement
similaire dans I'environnement que ce soit en termes de stabilité (Jofre et al., 2016) ou de
bioaccumulation dans les coquillages (Burkhardt & Calci, 2000, Flannery et al., 2013 ;
Hartard et al., 2017, 2016). Etant facilement cultivables, ces derniers pourraient alors
constituer un critére intéressant pour évaluer le danger viral. Enfin, les bactériophages ARN
F-spécifiques sont divisés en 4 génogroupes dont la prévalence est différente chez 'lHomme
et chez I'animal (Cole et al., 2003 ; Hartard et al., 2015 ; Harwood et al., 2013). La recherche
spécifique de certains génogroupes pourrait alors permettre d’identifier les contaminations
fécales d’origine humaine, ce qui constitue un paramétre sanitaire essentiel au vu de la

spécificité d’espéce des virus entériques pathogénes.
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TITRE

Toxi-infections alimentaires collectives : Apport de la
norme ISO 15216 pour évaluer le risque lié a la présence
de norovirus humains dans les fruits de mer

Thése soutenue le 29 juin 2017
par Cédric HARTARD

RESUME :

En Europe, le danger lié a la présence des norovirus dans les aliments est estimé de maniéere
indirecte, par la recherche d’indicateurs bactériens de contamination fécale comme Escherichia coli. Il
est évident que la présence d’E. coli dans les denrées alimentaires est synonyme de danger pour la
santé des consommateurs. A l'inverse, son absence n’est pas toujours gage de sureté puisque des
toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) liées a la consommation d’aliments (e.g. fruits de mer,
produits maraichers) respectant la législation en vigueur sont parfois observées. Ce phénomene
s’explique par le fait qU’E. coli soit moins résistant que les virus dans I'environnement et également
plus sensible aux traitements visant a éliminer les microorganismes des matrices alimentaires. Afin de
pallier les limites des indicateurs bactériens, la détection directe des virus pathogénes dans ce type de
matrices est logiquement proposée.

Dans ce but, la norme ISO 15216 devrait étre mise en place en 2017 afin notamment de
standardiser la recherche des norovirus dans les fruits de mer. Ces virus n’étant a I’heure actuelle pas
cultivables en routine, la norme 1ISO 15216 s’appuie sur des techniques moléculaires qui permettent la
détection de leur génome.

Bien que rapide et spécifique, la détection des génomes de pathogénes demeure cependant
complexe lorsqu’il s’agit d’interpréter les résultats en matiére de danger pour le consommateur. En
effet, la détection de génome ne peut en aucun cas témoigner de l'intégrité du virus correspondant et
donc de son caractére infectieux. Ainsi, la recherche des génomes de norovirus dans les coquillages
et de maniére plus générale dans les matrices alimentaires pourrait conduire a une surestimation du
danger.

A Tlinverse, si 'absence de génome viral est quant a elle obligatoirement synonyme d’absence de
particules virales infectieuses, la difficulté repose ici sur le fait que la sensibilit¢ de la technique
proposée ne semble pas suffisante pour détecter la quantité minimale de norovirus capable d’infecter
'Homme. Dans ce cas, I'application de la norme ISO 15216 pourrait sous-estimer le danger viral.

Face a ces arguments, il semble donc extrémement délicat dans I'état actuel des
connaissances de vouloir relier la détection de génome viral dans les denrées alimentaires a un risque
infectieux pour ’lHomme.

MOTS CLES : Norovirus, Pollution virale, Toxi-infections alimentaires collectives
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