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OBJECTIFS DU TRAVAIL

Actuellement le contrdle microbiclogique du milieu hydrigue repose uniquement sur la recherche
d'indicateurs bactériens de contamination fécale tels que les coliformes thermotolérants, £. coli, fes
entérocoques et les spores de bactéries anaérobies sulfito-réductrices. Ce contrdle par les indicateurs
bactériens a permis de réduire de maniére drastique la prévalence des maladies infectieuses d'origine
hydrique en France. Cependant, si ces indicateurs témoignent bien de ia présence de bactéries
pathogénes, il n'en est pas de méme en ce qui concerne les virus et la communauté scientifique
s’accorde pour eéstimer que ces indicateurs bactériens sont notamment, de mauvais indicateurs de la
contamination virale. Or de nombreux virus pathogénes circulent dans le milieu hydrique a l'origine
nofamment d'épidémies de gastro-entérites (rofavirus, Norwalk-like virus,...), voire d'hépatite A. Il est
donc nécessaire de définir un ou plusieurs indicateurs qui prennent en compte non seulement la
contamination bactérienne, mais également la contamination virale, voire parasitaire d’'une eau. Ces
nouveaux indicateurs doivent évidemment apporter des informations différentes de celles apportées
par les indicateurs bactériens classiques.

Dans ce contexte, certains bactériophages, hotes habituels ou occasionnels du tube digestif humain
ont été proposés pour jouer ce role. Il s'agit des coliphages somatiques, des bactériophages F-
spécifiques et des phages de Bacteroides fragilis.

L'objectif de notre travail es! de comparer les informations apporiées d'une part par les indicateurs
bactériens classiques et d'autre part par les indicateurs phagiques et de déterminer si ces derniers
apportent des éléments d’appréciation nouveaux au niveau de I'efficacité de traitement, de l'estimation

de ia charge fécale et de I'évaluation de la poilution virale.

Aprés avoir réalisé une étude bibliographique sur le sujet, nous avons mené une étude analytique en
partant de Forigine de la poilution fécale du milieu hydrigue, c'est-a-dire les eaux usées, et nous
Favons poursuivie jusqu’a la ressource utilisée pour la production d’eau potable représentée par 'eau
de riviere d'une part et 'eau souterraine d’autre part.

Dans un premier temps, la valeur de chacun de six indicateurs {cofiformes thermotoiéranis,
entérocoques, spores de bactéries anaérobies sulfifo~réductrices, coliphages somatigues,
bacteériophages F-specifiques et phages de Bacteroides fragilis) a été testée en tant qu'indicateur de
I'efficacité des traitements d’épuration des eaux usées,



Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié les informations que donnent les différents indicateurs

pour évaluer la charge fécale d'une eau superficielle et d’'une eau souterraine.

En fonction de ces résultats, et dans un froisiéme temps, les indicateurs les plus représentatifs de ia
charge fécale ont été évalues en tant qu'indicateur de pollution virale. Pour ce faire, le comportement
et la survie des indicateurs ont &té comparés in vifro et in situ {rivigre Moselle) & ceux des virus
pathogénes pour 'homme reprééentés par les enférovirus et les Norwalk-iike virus. La recherche des
pathogénes a eié réalisée d'une part par culture cellulaire pour la mise en évidence des virus
infectieux et d'autre part par biologie moléculaire (RT-PCR qualitative et quantitative) pour la détection
du génome viral. Les résultats de cette derniére partie devraient permettre non seulement de dégager
I'indicateur le plus représentatif de la contamination virale de I'eau, mais aussi de préciser la

signification de la presence de génome viral dans 'eau de la riviere.
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Bibliographie

1 Les virus présents dans le milieu hydrigue

De nombreux virus sont susceptibles d'étre véhiculés par le milieu hydrique. Parmi ¢eux-ci, nous
nous sommes plus particuliérement intéressés aux virus pathogénes pour I'homme ainsi qu'aux
bactériophages.

1.1 Les virus entériques pathogénes pour 'homme

L'expression « virus enteriques pathogénes pour 'homme » regroupe 'ensemble des virus capables
de se multiplier au niveau de cellules cibles du tractus gastro-intestinal humain. Cette multiplication
peut soit engendrer des troubles plus cu moins importants chez 'héte, soit rester asymptomatique.
Eliminés avec les selles des personnes infectées, les virus entériques sont refrouvés dans les eaux
usées avant de contaminer le milieu naturel. C’est ainsi que plus de 140 serotypes de virus
entériques différents sont susceptibies d'étre retrouvés dans le milieu hydrique (Gantzer ef al,
1998a). Le Tableau 1 présente les principaux virus pathogénes entériques et leur classification. Il
faut noter que la classification des calicivirus humains a été récemment revue sur la base de critéres
géenétiques (Green ef al., 2000c¢). llIs appartiennent a la famille des Caliciviridae, laquelle comprend
quaire genres : les genres Norwalk-fike virus (NLV) et Sapporo-fike virus (SLV) responsables de
gastro-enigrites chez lhomme et les genres Vesivirus et Lagovirus infectant les animaux. Dans le
méme temps, le virus de 'hépatite E a été retiré de la famille des Caliciviridae et se retrouve
provisoirement sans statut (Green ef af., 2000c). Du fait de leur parasitisme intracelluiaire obligatoire,

les virus sont incapables de se multiplier a 'extérieur de leur héte.



Tableau 1: Principaux virus entériques retrouvés dans le mifieu hydrique (d'aprés Nicand ef al., 1998

et Kohii ef al., 2001)

Famille Génome (taille} Enveloppe | Genre Espéces
Poliovirus
Coxsackie A
. .. ARN sb Entérovirus Coxsackie B
Picornaviridae (7-8Kkb) Non Tochoviras
Entérovirus 68 171
Hépatavirus Virus de I’hépatite A
Reovirid ARN db Non Reovirus Reovirus humains
eovinaae (19-32kpb) Rotavirus Rotavirus humains
Calicivirid ARN sb Non Norwalk like virus Virus de Norwalk
civndae (7-8khb) Sapporo like virus Sapporo Virus
ARN sh .. . . . ,
9 'hé
? (7-8kb) Non hepatitis E like virus Virus de I'hépatite E
.. ARN sh . . . ]
Coronaviridae (27-31kb) Oui Coronavirus Coronavirus humains
. ADN db . L .
Adenoviridae (28-45kph) Non Mastadénovirus Adénovirus humains
.. ARN sb . . .
Astroviridae (7-8kb) Non Astrovirus Astrovirus humains

sb: simple brin ; db : double brin.

1.1.1  Epidémiologie

La transmission

Excrétés dans les selles de personnes infeciées, les virus entériques sont généralement transmis
par voie digestive, soit directement de personne a personne, soit a partir d'éléments souillés par des
matiéres fécalés. La transmission par contact direct est le mode de transmission principal des virus
entériques (Blacklow et Greenberg, 1991 ; Grohmann, ef al.,, 1991 ; Shapiro ef al., 1992). Elie est
favorisée par le manque d'hygiéne.

Concernant la transmission indirecte, celle-ci ulilise essentiellement le milieu hydrique soit par
consommation d’eau, soit par fintermédiaire d’aliments ou d’cbjets souillés. Les risques d'infections
transmises par Peau varient en fonction de 'agent pathogéne. Pour les entérovirus, le réle de I'eau
de boisson est rarement démontré du fait de nombreuses formes inapparentes. Les agents les plus
frequemment en cause sont les virus des hépatites A et E ainsi que les caficivirus et plus
particulierement les NLV. La transmission virale par ingestion d’aliments contaminés est responsable
de nombreuses épidémies de gastro-entérites ou d’hépatite A {Desenclos, 1996). Ainsi, aux Etats-
Unis, 3 % des cas d’hépatite A sont d’origine hydrique ou alimentaire (Shapiro et al., 1992). Un
nombre important d’épidémies virales est transmis par lintermédiaire des coquillages ou des fruits
de mers (Le Guyader ef af., 1996 ; Appleton, 2000 ; Miossec et Vaillant, 2001). Elies sont souvent
observées dans le cadre de collectivités car fa contamination directe et indirecte y sont favorisées.
Ainsi, des épidémies de gastro-entérites, en particulier les rotaviroses ou des hépatites aigués sont
particuligrement redoutées et constituent un véritable fléau pour les créches, les centres de pédialrie,
les écoles, les institutions pénitentiaires ou geriatriques (Rosenblum ef al., 1981, Gaggero ef al,,
1992 ; Taylor et al., 1997a ; Marx et al., 1999 ; Melo et al,, 2002).




Enfin, la transmission de virus entériques de I'animal & 'homme, bien que difficile et rare a été
démontrée pour les rotavirus et évoquée pour les HEV (Melnick, 1996 ; Worm ef al., 2002) et les
NLV {(Koopmans ef af., 2000).

Caractere saisonnier

It existe une frés nette incidence saisonniére pour certaines épidémies d’origine virale. Ainsi, dans
les pays tempérés, il est observe une recrudescence des entéroviroses pendant fa saison estivale
(Mefnick 1996). A l'inverse, les épidémies de gastro-entérites a rofavirus, adénovirus, calicivirus et
astrovirus présentent un pic au cours des mois les plus froids (Durepaire ef al., 1295 ; Glass ef al.,
1996a et b ; Palombo et Bishop, 1996 ; Thélot et Bourillon, 12896 ; Mounts ef af., 2000 ;: Moulin et al.,
2001). Havelaar et al. (1993) rapportent également le caractére saisonnier des reovirus mis en
evidence par culiure cellulaire dans des échantiilons de Penvironnement tras majoritairement en
hiver {plus de 95 % en hiver contre 15 % en été). Une étude récente réalisée en Afrique du Sud met
en évidence une augmentation de la concentration en virus de 'hépatite A dans les eaux de surface
& la fin de hiver sans pour autant y associer de pic épidémique (Taylor ef al., 2001). Par ailleurs,
dans les régions fempérées, des pics épidémiques de HAV ont été observés en automne-hiver -
{Feinstone et Gust, 1997).

Dans les pays chauds, le caractére saisonnier semble moins évident. En Afrique du sud, les
rofavirus sont endémiques tout au long de 'année. Sous les tropiques, un léger pic de rofavirus est
observé pendant ia saison s&che {Pereira ef al., 1993 .; Kapikian et Chanock, 1996). En revanche, la
période des pluies augmente d'un facteur 3 le risque de fransmission des autres infections virales
(Bile et af., 1994).

Les principéux paramétres de l'infection
Les principaux paramétres qui déterminent le risque de contamination virale sont :
- Du point de vue de I'héie :

- lage, _

- le niveau d’hygiene qui est seuvent [ié au niveau socio-&conocmique,

I'immunodéficience des personnes exposées ou plus généralement leur état de santé.

- Du point de vue du virus ;

- la concentiration des virus dans les selies,

- la durée d'excrétion virale,

- la capacité du virus a conserver son pouveir infectieux hors d'un organisme,

- la dose infectieuse nécessaire pour permettre sa multiplication au sein de son héte.
Dans le Tableau 2 sont indiqdés l.a durée moyenne de l'excrétion virale dans les féces, la
concentration virale moyenne par gramme de selles, la dose minimale infectante {(DMI) ainsi que fe
réservoir des différents virus présents dans le milieu hydrique. A I'heure actuelle, un consensus
semble s'étre &tabli pour estimer que la DMI pour les virus entériques est faible et toujours inférieure
4 50 particules infeclieuses (Gerba et Hass, 1988). Pour les enférovirus, elle serait inférieure a 20
particules infectieuses (Schiff et al,, 1984) et pour les rofavirus une seule parﬁcule infectieuse en
culture cellulaire serait suffisante pour déclencher une muliiplication virale in vivo etfou une
séroconversion (Ward ef af., 1986 ; Graham et al,, 1887 ; Dubois, 1995).
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Tableau 2: Excrétion virale dans les féces (d’aprés Nicand ef af., 1998)

mDouer:lene Concentration mli':r)a?rls'lZIe Durée
Virus d'exscl:rétion virale par gramme infectante moyenne Transmission Réservoir
facale de selles (DMI) d'incubation
_ . 10 . Contact — Voie
Rotavirus 10 jours 10 1 1-2 jours digestive H MO
Norwalk-like 3 jours *
virus & Contact — voie
Sapporo-like | {entre 12 h et > 10 12-48 heures digestive H
virus >15 jours)*
Astrovirus 12 jours > 10° 24-36 heures H, M
Entérovirus 1 mois 10°- 10° 10-15 (<20) H
Virus de . 9 . Contact — voie
rhépatite A 3 semaines 10 10 10-50 jours digestive H,P
Virus de 2 semaines 10° 10-60 jours Voie digestive | H, Po, O, R
I'hépatite £ , Po, O,
Adénovirus 10 jours > 10° 8-10 jours Contact - Voie H

respiratoire

H : Homme : M : Mammifére ; O : Oiseau ; P ; Primates ; Po : Porc ; R : Rat; * d’aprés Lopman ef al. (2002)

Epidémies virales d'origine hydrique

Limplication des différents virus dans les épidémies d’origine hydrique est frés variable. A titre

indicatif, le Tableau 3 présente pour chaque virus entérique le nombre de publications scientifiques

parues avec les lermes : « epidémie » (outbreak) et « eau » (water) dans le fitre, le résumé ou les

mots-clés. Les résulfats sont donnés en fonction des années. L'analyse de ces résultats permet de

comparer la fréquence de citation de chaque virus. Ainsi il apparait que le virus de Fhépatite A, les

adénovirus, les entérovirus et plus particuliérement les poliovirus sont réguligrement cités ot

associés a I'eau depuis 1967. Cependant, le virus de I'hépatite A se démargue avec un nombre

beaucoup pius important d'études. Des virus comme les calicivirus humains ou I'hépatite E montent

en puissance depuis une dizaine d'années.




Tableau 3 : Nombre de publications disponibles sur PubMed® avec les mots clés : WATER (eau),

COUTBREAK (épidémie) et les différents virus entériques données dans la premiére colonne du

tableau

1967 | 1973 | 1978 11983 | 1988 | 1993 1§ 1998 Tota o

1972 11977 | 1982 {1987 | 1892 | 1997 | 2002 ?
HAV 0 0 2 3 7 6 16 34 6,2
HAV ou « hepatitis A » 21 11 18 24 24 29 36 163 29,7
HEV 0 0 0 0 3 11 19 33 6,0
HEV ou « hepatitis E » 0 0 0 0 11 24 22 57 104
Entérovirus 3 3 3 4 7 4 10 34 6,2
Poliovirus 1 2 1 5 2 6 8 25 4,6
Echovirus 1 0 0 2 1 1 3 8 1.4
Coxsackievirus 0 1 0 1 2 1 0 5 0,1
Coronavirus 0 0 ] 1 1 0 1 3 0.1
Astrovirus 0 0 0 3 2 0 9 14 2,6
Adénovirus 1 2 2 4 2 1 5 17 3.1
Reovirus 0 0 0 0. 0 0 0 0 0
Rotavirus 0 0 2 11 4 7 11 35 6.4
Calicivirus 0 0 0 0 2 2 6 10 1,8
NLV 0 0 0 0 0 0 20 20 3,6
Norwalk like virus 0 0 0 0 2 3 11 16 23
Norwalk virus 0 0 9 8 10 19 29 75 13,7
Sapporo like virus 0 0 0 0 0 | o0 0 0 0

| 549 100

1.1.2  Sympitomatologie et incidence des principaux virus pathogénes

1.1.2.1 Les virus des gastro-entérites

Les principaux virus responsables de gastro-entérites chez 'homme sont au nombre de qualre : les
rotavirus, les calicivirus humains dont les Norwalk-like virus, les asirovirus et les adénovirus
entériques (Glass ef al., 2001 ; Kohli ef af., 2001 ; Koopmans et al., 2002}

Les gastro-entérites d'origine virale représentent un probléme majeur de santé publique dans toutes
les régions du monde. Les raisons sont principalement dues au caractere ubiquitaire des virus
responsables et de leur forte capacité de transmission (Koopmans ef al., 2002). Dans les pays en
voie de développement, elles sont responsables d’'une morbidité et d’'une mortalité élevées. Dans les
pays développes, la prise en charge précoce a permis de réduire considérablement la mortalité.
Cependant, la morbidité reste élevée et l'impact économique important. Pour Gerba et al. (1996)
certains groupes a risque sont pariiculierement sensibles lors des épidémies d'origine hydrique ou
alimentaire. I s’agit des enfants en bas dge, des personnes agées, des femmes enceinies et des
immunodéprimés. A titre indicatif, les auteurs précisent qu'un tel groupe représente 20 % de la
population américaine. Aux Etats-Unis, Koopmans ef al. (2002) rapportent que les virus des gastro-
entérites seralent responsables chaque année de 79 millions de cas nécessitant 325 000
hospitalisations et causeraient la mort de 5 000 personnes.

D'un point de vue clinique, aprés une période d’incubation variant de quelques heures a plusieurs
jours, les virus des gastro-entérites sont a f'origine d'une diarrhée associée ou non a des
vomissements, de la fiévre et des douleurs abdominales. Dans certains cas, notamment lors des
infections & NLV, les vomissements peuvent étre au premier plan et la diarrhée absente (Kohli ef al.,



2001). Dans les cas graves, une déshydratation sévére nécessitant une hospitalisation peut étre
observée. La durée des signes cliniques varie de quelques heures & plus d’'une semaine. D’une
facon générale, ies manifestations cliniques les plus longues et les plus intenses sont observées
avec les rotavirus. Différents virus peuvent co-exister lors d’une vague épidémique comme ce fut le
cas dans une créche en Afrigue du sud ou des rofavirus, astrovirus et adénovirus entérigues ont pu
éire isolés au cours d'une méme &pidémie (Taylor ef al., 1997a).

Les rotavirus

Découverts en 1973 (Bishop ef al., 1973), les rotavirus sont classés dans la famille des Reoviridae.
lls représentent 'agent majeur des gastro-entérites infantiles avec 80 % des étiologies virales
reconnues et 140 millions de cas annuels de diarrhées (données de YOMS de 1997 rapportées par
Bajolet et Chippaux-Hyppolite, 2001). Dans les formes typiques de l'enfani, l'incubation est bréve, de
24 4 48 heures en moyenne, exceplionnellement jusqu'a 6 jours. Surviennent ensuite les diarrhées
souvent accompagnées de fidvre et de vomissements. La guérison est la régle en 4 & 7 jours dans
les pays developpés. Les particules virales sont excréiées dans les selles pendant 10 jours ‘environ.
Chez les immunodéprimés, l'excrétion peut étre prolongée de 6 semaines a 2 ans, associée a des
diarrhées intermittentes (Nicand ef af., 1998).

Des pics épidémiques surviennent en période hivernale dans les pays tempérés. Une enquéte
rétrospective effectuée a partir des resultats du laboratoire de virologie de I'hépital Saint-Vincent-de-
Paul a Paris confirme, sur la période allant de 1993 & 1998, I'existence d'épidémies de diarrhées
aigués chez les jeunes enfants de la region parisienne pendant les mois de novembre, décembre et
janvier. Ainsi, 50 a 61 % des infections a rotavitus, selon les années, ont été observées durant ces
trois mois. (Thelot et Bourrillon, 1996). Une étude plus récente réalisée dans le méme hdpital
confirme ces observations (Figure 1). De la méme maniére, Hejkal ef al. (1984) constatent que les
concentrations en rofavirus dans les eaux usées sont plus importantes en hiver que de mai a
septembre.

Les rotaviroses touchent principalement les enfants entre 6 et 24 mois et plus de 90 % des enfants
ont des anticorps anti-rofavirus & 'age de 3 ans (Kohli ef al., 2001). Un fiers des enfanis de moins de
5 ans hospilalisés pour diarrhées excrétent des rofavirus, quel que soit le pays (Pereira ef al., 1993 ;
Tabassum et al. 1994). Dans les pays en voie de développement, les rofavirus causent 500 000
décés chaque année chez les enfants de moins de 5 ans (Miller et McCann, 2000). Dans les pays
industrialisés, ils sont les agents majeurs des gastro-entérites sévéres nécessitant une
haspitalisation chez le jeune enfant (Kapikian, 1997). La réinfection est possible, mais généralement
moins sevére avec principaiement une excrétion virale et une augmentation du taux d'anticorps
(Bajolet et Chippaux-Hyppolite, 2001). Chez les enfants plus agés et les adultes, ies infections sont
classiquement reconnues comme asymptomatiques mais s'accompagnent néanmoins de l'excrétion
de patticules virales et d’'une &lévation des anticorps sériques. Des formes symptomatiques chez
Padulte ont été observées dans des foyers de personnes Agées ou dans des cas de diarrhées du
voyageur au Mexique (Hung ef al., 1984 ; Sen ef al., 2000).



Figure 1: Etiblogie des gastroentérites aiglies communautaires hospitalisées en fonction du mois
d'admission, Hépital Saint-Vincent de Paul, Paris, 1997-2000 (Moulin et al., 2001)
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Parmi les 7 groupes de rotavirus, trois (A, B et C) sont actueliement reconnus comme pathogénes
pour I'homme. Les rotavirus du groupe A sont les plus fréquemment rencontrés lors d'épidémies. En
tout, 14 sérotypes (1G a 14G) ont été isolés dont 10 sont rencontrés en pathologie humaine. Les
souches les plus communes dans les pays indusirialisés sont les sérotypes G1, G2, G3 et G4. lIs
représentent a eux seuls 95 % des souches isolées chez 'homme. Le sérofype G1 est le plus
fréquent et représente 54 % des souches, alors que les sérotypes G2 & G4 représentent de 10 3
20 % des souches (Beards ef al,, 1989 ; Gentsch ef al., 1996). Néanmeins, des souches differentes,
notamment G9, ont &té retrouvées ces dernigres années dans différents pays dont la France (Bon ef
al., 2000 ; Griffin ef af., 2000). Dans les pays en voie de développement, la situation peut étre
différente. Ainsi, les souches G5 et G10 ont été trouvées prédominantes au Brésil (Santos ef al.,
1998), et les souches G9 en Inde (Ramachandran ef af., 1998). Certaines de ces souches pourraient
étre issues d'un réassortiment entre rofavirus d’origine humaine et animale (Santos ef al.,, 1999).
L'épidémiologie des infections a rotavirus des groupes B et C est différente. A ce jour, les rotavirus
du groupe B n'ont été retrouvés gu'en Chine (Hung ef al., 1984) et en Inde (Sen et al., 2000). Quant
aux rofavirus du groupe C, leur diffusion est plus large. Ils ont été déteciés chez des enfanis et des
adultes dans différentes régions du monde. Toutefols leur fréquence de détection resle faible (Jiang
et al ., 1995 ; Nilsson ef al.,, 2000a).

Enfin, des études de séroprévalence du groupe C réalisées en Suéde et au Royaume-Uni montrent
des taux de 30 & 66 % selon l'age {James ef al., 1997 ; Nilsson &f al., 2000b) laissant supposer une
sous-estimation de l'importance de ces virus.

Les calicivirus humains

Les Norwalk-like virus (NLV)

Ces virus de la famille des Caliciviridae ont été découverts par microscopie électronique en 1968
suite & une épidémie gu'ils occasionnérent dans une école primaire de la ville de Norwalk aux Etats-
Unis (Kapikian et al., 1972). Les premiéres données sur I'épidémiologie des calicivirus basées sur
I'utilisation de la microscopie électronique suggéraient que les NLV joualent un role mineur comme



agent de gastro-entérite épidémique. Depuis, un grand nombre de virus morphologiquement
identiques ont ét{é observés. Regroupés sous le ferme NLV, its ont d’abord été baptisés en fonction
de l'endroit géographique ol ils ont été responsables d’épidémies comme par exemple Hawai virus,
Snow Mountain virus, Montgomery county virus, Parramatta ou encore Toronto virus (Koopmans et
al., 2002). Les conséquences d’une infection par ies NLV sont variables. En général, aprés 2 4 3
jours d’incubation se développent différenis symptémes dont les principaux sont a fiévre, les
vomissements, les diarrhées et le mal de téte. Ces symptdomes régressent géenéralement en 12 a 60
heures. Jusqu'a présent, il était admis que la durée de ces symptémes et de P'excrétion virale
n'excedait pas 2 & 3 jours (Nicand et al., 1988). Or, fres récemment, une étude hollandaise montre
que 20 % des personnes infectées par le NLV présentent des symptdmes pendant une période
supérieure 4 deux semaines (Koopmans ef al., 2002). Cependant, ii est important de souligner que
I'infection asymptomatique reste commune {Farkas ef a/., 2000).

La transmission se fait essentiellement de personne a personne méme si des études ont démontré le
role de 'eau (Kukkula et af.,, 1997), des aliments (Kohn et al., 1995) ou de Fair (Koopmans et al.,
2002).

Concernant I'étendue des épidémies, Fankhauser ef al. (1998) rapportent gue les NLY sont
responsables de 96 % des épidémies de gastro-entérites non bactériennes survenues aux Efats-
Unis entre janvier 1998 et juin 1997 dans des colleclivités et des restaurants ou suite a la
consommation d’huitres. Le Tableau 4 présente quelques épidémies récentes dues aux NLV de par
le monde. Une forte prévalence est rapportée dans de nombreux pays {(Koopmans et al., 2002} et les
NLV sont considérés comme des agenis importanis de gastro-entérites sporadiques notamment
chez I'enfant de moins de § ans avec une incidence au moins égale & celle des rofavirus (Bon et al.,
1999 ; Pang ef al., 2000 ; de Wit ef al., 2001b). Comme pour le rofavirus, une prévalence hivernale a
été rapportée {(Mounts et af., 2000). Des infections nosocomiales ont également été observées
(Traoré ef al., 2000). Ces études monirent en outre que les patients de tout age peuvent éire
infectés. Le nombre de cas epidémiques suggére que l'immunité est de courte durée et que la
diversité antigénique est telle que les réinfections par des types différents est fréguente. Une étude

sur des volontaires semble d’ailieurs confirmer cette observation {(Noel ef al., 1997).
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Tableau 4 ; implication des NLV dans quelques épidémies récentes

Pays Nombre d'échantilions | Méthodes Résultats Références
. . . 30 % positifs Subekti et al,,
Indonésie 102 selles (diarrhées) RT-PCR NLV 2002
: o 19 % positifs
vorque |UUSseles @artiey \prpcr |
7 % positifs NLV
; N 19 % positifs Vainio et al.,
Norvége 4086 selles (diarrhées) RT-PCR NLV 2001
. . 79 % positifs Iritani ef al.,
Japon 209 selles (diarrhées) RT-PCR NLV 2002
. . . RT-PCR 37 % NLV Reuter et al.,
Hongrie 196 selles (diarrhées) D 87 % NLV 2002
Australie 95 selles (diarrhées) | RT-PCR 50 % NLV g\gg;e otal,
70 % NLV (total)
RT-PCR dont Vipond et al
Angleterre 305 selles (diarrhées) iD 71 % (ID) 20%0 B
ME 63 % (ME)
84 % (RT-PCR)
Nouvelle-Zélande |83 selles (diarrhées)  |RT-PCR 100 % NLV g;g?"‘”g etal,

ID : immuno-détection ; ME : Microscopie électronique ; MV : Mexican virus ; SV : Southampton
virus ; LV : Lordsdale virus

Parmi les NLV, bien gue 2 génogroupes (GG) cocirculent, les souches du GGl seraient
prédominantes par rapport aux souches du GGl {Koopmans ef af., 2000). Une aufre étude monire
d’ailleurs que sur 20 souches isolées a parlir d'épidémies ayant eu lieu en Angleterre entre 1986 et
1996, 9 sont du GGf et 11 sont du GGl (Green ef al, 2000b). En fait, la distribution des deux
génogroupes semble se medifier en fonction du temps (Vinjé et al., 1997). En général, des souches
différentes sont & l'origine de chaque épidémie (Koopmans et al., 2000 et 2002). Cependant,
certaines années, une seule souche peut causer la majorité des épidémies recensées (Noel ef al.,
1999 ; Koopmans et al., 2000). L'émergence d'une telle socuche épidémique pourrait étre expliquée
par une augmentation soudaine de la viruletice, une transmission hydrique ou alimentaire & large
échelle ou encore linfreduction d'une nouvelle souche a partir d’'un réservoir animal important {Kohli
et al., 2001). En effet, des calicivirus ayant des caractéristiques similaires aux NLV humains ont été
décrits chez le beeuf ef le porc {Sugieda ef al., 1998 ; Liu et al., 1999). La suspicion gu'un tel
réservoir puisse étre responsable d’épidémie humaine a par ailleurs été rapportée (Koopmans ef al.,
2000 et 2002).

Les Sapporo-like virus (SLV)

Comme les NLV, les SLV sont des Caliciviridae. lls sont d'ailleurs souvent regroupés sous la méme
dénomination de « Calicivirus humain ». Sur le plan épidémiologique, les SLV se différencient
essentiellement des NLV par une beaucoup plus faible incidence (Fleet et al., 2000 ; Lopman ef af.,
2002), ce qui limite e nombre d'études les concernant spécifiquement. Les gastro-entérites a SLY
ont surtout ete décrites chez I'enfant {Chiba et al., 2000). Néanmoins, elles apparaissent aussi chez
'adulte notamment au cours d’épidémies d'origine alimentaire (Noel et af., 1997) ou chez les
personnes agées (Cubitt ef af., 1981).
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L es astrovirus _

Les astrovirus, membres des Astroviridae, ont été identifiés pour la premiére fois en tant que
pathogénes humains par Appleton et Higgins (1975) pendant une épidémie de gastro-entérite dans
une maternite. La fréquence de détection des astrovirus varie selon les études entre 2,5 et 9 % chez
des enfants atteints de gastro-entérites. L ’excrétion virale persiste 12 jours en moyenne (Nicand ef
al., 1998). Comme pour les rotavirus, un pic hivernal est observé (Glass ef al., 1996b ; Palombo et
Bishaop, 1996 ; Bon ef al, 1999 ; Pang ef al., 2000). Les sujefs 8gés (Lewis ef al., 1989) et les
immunodéprimés (Grohmann ef af., 1993 ; Liste ef al., 2000) constituent également une population a
risque. Linfection nosocomiale a également été rapportée (Traoré et al., 2000). La frequence de
détection des asfrovirus dans la population générale reste néanmoins faible : entre 1,5 et 2 % des
cas de gastro-entérites nécessitant une consulfation chez un médecin généraliste (De Wit et al.,
2001a et b). Les astrovirus peuvent également é&tre a l'origine d’épidémies dans les collectivités.
Ainsi, un asfrovirus a été identifié au cours d'une épidémie chez des militaires francais (Belliot ef al.,
1997).

Les principaux vecteurs de contamination par les astrovirus semblent é&tre 'eau et les coquillages
d’olr ils ont été isolés fréquemment (Kopecka et al., 1993 ; Le Guyader of al., 1994 ; Puig et al,,
1994 ; Marx et al., 1995 ; Pinto ef al., 1996 ; Le Guyader ef a/., 2000 ; Yokoi et al., 2001). La survie
des astrovirus semble comparable & celle des rotavirus et des adénovirus entérigues dans l'eau
potable (Abad et al., 1997). li existe 8 sérotypes différents. Les éfudes d'épidémioclogie moléculaire
réalisées dans différents pays montrent que le type 1 est le plus fréquemment isolé (Noel ef al.,
1995 ; Palombo et Bishop, 1996 ; Shastri ef al., 1998). Ces données sont confirmées par des études
de séroprévalence, les sérotypes 6, 7 et 8 étant les plus rarement renconirés (Kohii ef af., 2001).

Les adénovirus entériques

Parmi les 51 sérotypes d'adénovirus (De Jong ef al., 1999), les types 40 et 41 d’origine entérique
sont fes plus étudiés en tant que responsables de troubles digestifs chez 'homme. La fréquence de
détection des adénovirus 40 et 41 chez les enfants atteints de gastro-enterite varie entre 2 et 14 %
selon les régions et selon les études (Durepaire ef al., 1995 ; Bon ef al., 1999 ; Fleet of al.,, 2000 ;
Pang et al., 2000). Dans la population générale, leur fréquence a éié évaluée entre 2,2 et 3,8 % des
cas nécessitant une consultation chez un medecin généraliste {De Wit et al.,, 2001a et b).
Généralement, aprés une incubation de 8 & 10 jours, linfection provoque chez les enfants de moins
de 2 ans des diarrhées allani, selon les auteurs, de 6 a 8 jours {Adrian ef al., 1987) ou de 2 3 22
jours (Bajolet et Chippaux-Hyppolite, 2001). Cette diarrhée s'accompagne de fiévre et de
vomissements modarés et parfois de signes respiratoires. La durée moyenhe d'excrétion virale
s’établit entre 5 et 12 jours chez les sujets immunocompétents (Nicand ef al.,, 1998). Un caractére
saisonnier avec une recrudescence épidémique en hiver est constate pour les adénovirus entériques
{(Durepaire et al., 1995). Toutefois, 'étude de 5 000 échantillons de selles collectée sur la période
1981-1996 en Australie montrerait que seul le sérotye 41 présente un caractére saisonnier. I serait
en oulre majoritairement responsable des cas de diarrhées (40 a 80 %) par rapport au sérotye 40
(moins de 20 %!} (Fieet et al., 2000).

Leur stabilité dans I'eau serait plus importantie gue celle du poliovirus 1 ou du HAV (Enriquez et al.,

1995). Ainsi, des adénovirus sont retrouvés dans différents milieux hydriques tels que les eaux
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usées brutes (Irving et Smith, 1981 ; Krikelis ef al,, 1988 ; Puig ef al., 1994), les eaux de surfaces
{Tani et al., 1995), les eaux de mer ou estuaire (Castignolies ef al., 1998 ; Jiang ef al., 2001). La
présence de génome d'adénovirus dans 'eau du robinet a également été mise en évidence en
Corée du Sud dans 9 échantilions sur 23 (22 %). Sept étaient des adénovirus de type 40 et 41 (Lee
et Kim, 2002).

A titre indicatif, notons que d’autres adénovirus, essentiellement de type 3, 4 et 7 ont été rendus
responsables de {'apparition de divers sympitdmes, en particulier dans les piscines comme le montre
le Tableau 5. Le nombre limité d’épidémies d'origine hydrique impliquant ces adénovirus 3, 4 et 7

semble indiquer qu'ils sont moins résistants dans Penvironnement.

Tabieau 5 : Quelques cas d’épidémie attribués aux adénovirus lors de la fréquentation des piscines

publiques
Agents Causes Année Nombre Sympidmes Références
r de cas
. Figvre
o, Contamination 66 % des T
Adénovirus 3 fécale possible 1968 enfants pharyngu_te_, Foy et al., 1968
canjonctivite
o Chloration . L.
Adénovirus 7 défectueuse 1974 7 Conjonctivite Caldwell et al., 1974
. Faible niveau de Pharyngite, [’Angelo et al.,
Adénovirus 4 | oo 1877 2 conjonctivite 1979
Insufiisance de F;;a:reﬁ ite. maux
Adénovirus 3 | chloration et filtre 1977 105 g tgeg ’ Martone ef af., 1980
défectueux etele,
cohjonclivite
o Chigration o
ﬁenawrus 7 défectueuse 1987 77 Pharyngite Turner et af., 1987
Fiévre,
o Chiloration pharyngite, maux | Papapetropoulou et
Adénovirus 3 défectueuse 1995 80 de téte, Vantarakis, 1998
conhjonctivite
Figvre,
. Chioration pharyngite, maux
Adgnovirus 3 défectueuse 2000 34 de téte, Harley et al., 2001
conjonctivite

1.1.2.2 Les virus des hépatites

Deux virus sont impliqués dans la transmission par le milieu hydrique, il s'agit du virus de hépatite A
et du virus de I'hépalite E.

L e virus de P'hépalite A (HAV).

Le HAV appartient a la famille des Picornaviridae. La transmission du HAV peut se faire soit de
maniére indirecte par 'intermédiaire de l'eau ou d'aliments contaminés soit directement par voie
féco-orale. La transmission directe est trés largement favorisée par le manqgue d’hygiéne. L'age de
l'individu infecté constitue le facteur prédominant pour les infections provoquées par le HAV. Ainsi,
plus de 90 % des enfanis de moins de 6 ans infectés par le HAV développent une forme
asymptonﬁatique alors que 50 % a 75 % des: aduites infectés présentent une forme clinique ictérique

{Hollinger et Ticehurst, 1990). Dans ce cas, aprés une période d'incubation de 30 jours en moyenne
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(15 & 50 jours), l'infection se manifeste par de la fievre, des matx de téte, de la fatigue, des nausées
avec des signes d'hépatite (jaunisse). La durée de la maladie est en moyenne de 95 jours. Des cas
prolongés atteignant plus de 6 mois sont rapportés pour 10 a 15 % des patients (Bower ef al., 2000).
il n'y a jamais d'évolution vers la chronicité (Koopmans ef al., 2002). Le taux de 1étalité moyen esi de
0,14 0,6 %. Ce taux augmente avec I'age des patients et atteint entre 1,8 % (Koopmans ef al., 2002)
et 2,7 % (Hadler, 1991) des individus de plus de 50 ans. Les conséquences d’une infection par le

HAV sont résumeées dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Conséquences de l'infection par le HAV (d’aprés Hollinger et Ticehurst, 1890)

Enfants (moins de 5 ans) Adultes

Infection asymptomatique 80-95 % 10-25 %

Infection symptomatique 520 % 75-90 %

Guérison totale Plusde 99 % Plus de 98 %

Maladie chronigue Jamais
©© 14 ans et moins 0,1%
g@ 15 -39 ans 0,3%
© 2 | 40ansetplus 2,1%

Le HAV peut éfre détecté dans les selles gquelques jours avant les premiers sympidmes puis
genéralement le taux viral excrété diminue rapidement dés 'apparition de ceux-ci. Par contre, les
anticorps anti-HAV persistent pendant plusieurs années (Nicand ef al., 1998). La Figure 2 présente
les régions du monde ol le virus est endémique. Koopmans ef al. rapportent en 2002 gue 84 000
cas d’hépatite A sont recensés annuellement aux Etats-Unis dont 5 % seraient directement liés &
I'eau ou a Patimentation. Récemment, des epidémies sporadiques ont été décrites a travers fe
monde dans les écoles (Hutin ef af., 1999 ; Melo et al, 2002), les prisons (Kar ef al., 2000), les bars
{Sundkvist ef al., 2000), au sein de communautés homosexuelles (Stene-Johansen ef al., 2002) ou
de personnes droguées (Grinde ef al, 1997 ; O'Donovan ef af., 2001) ou encore aprés la guerre du
Kosovo avec le retour de réfugiés 4 Mitrovica (Rey ef al, 2002). Precisons qu'un vaccin inactivé

existe pour la prévention de l'infection par le HAV,

Figure 2 : Endémicité du HAV en fonction du lieu géographique (d’aprés WHO, 2000)
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Le virus de Fhépatite E (HEV)

Le virus de I'hépatite E posséde des ressemblances avec les virus des Caliciviridae, mais # n'est
rattaché pour l'instant 4 aucune famille car il présente des caractéristiques uniques (Green et al.,
2000c). Les symptdémes sont proches de ceux du HAV avec Papparition d’un ictére hépatique plus ou
moins sévere. L'excrétion fécale débute dés I'apparition de lictére et persiste pendant 2 semaines
(Clayson ef al., 1995). Dans certains cas, la durée de {infection peut afteindre 60 jours (Worm ef al,,
2002). A noter que linfection reste asymptomatique dans 50 % des cas. Par ailleurs, aucune forme
chronigue n'a été decrite a ce jour (Nicand et al., 2001).

Comme pour le HAV, les anticorps anti-HEV persistent pendant plusieurs années (Nicand ef al,,
1998). Le HEV est endémique dans de nombreuses régions du monde, en particulier dans les pays
en voie de développement ol le HAV est également endémique (Asie du sud, Indes, Afrique)
(Koopmans ef al., 2002 ; Worm et al., 2002). La Figure 3 montre ies régions du monde dans
lesquelles le HEV est endémique ainsi que {a séroprévalence dans ceriains autres pays. Au
Nicaragua, la prévalence des anticorps anti-HEV est de 17,6 % 4 I'dge de 40 ans (en comparaison,
celle des anti-HAV est de 72,4 %) (Perez ef al., 1996). Dans une région de trés haute endémicité
comme l'Inde. la séroprévalence des anti-HEV chez 'adulte est de 33 & 40 % (Arankalle ef al, 1995).
Dans les pays industrialisés, les principaux cas rapportés ont ét& observés aprés un séjour en zone
d'endémie (Lavanchy et al., 1894). Cependant queiques cas ont été décrits pour des patients n'ayant
pas séjourné dans des pays endémiques pour fe HEV. Ces cas ont été observés en France
(Mennecier ef al., 2000), en Allemagne, ltalie, Grece (Schlauder et af., 1999), au Danemark
(Christensen ef af., 2002) ou aux Etats-Unis (Schlauder et al., 1998). La séroprévalence en Europe
chez les donneurs de sang est estimée entre 1 et 2 % {Clayson et a/., 1995).

La transmission du virus se fait essentiellement par voie hydrique favorisée par un faible niveau
sanitaire (Worm et al., 2002). Dans les pays tropicaux, une recrudescence saisonniére est observée
au cours de la saison des pluies notamment, d’avril 4 oclobre dans le sud-est asiatique {Labrique ef
al., 1999). Les souches virales de HEV présentes chez le porc et le rat pourraient constituer un
réservoir & partir duquel s’effectue ia transmission & 'homme. En Afrique par exemple, dans certains
pays de forte endémicité, 29 4 60 % des porcs, bovins, ovins et caprins possédent des anticorps
anti-HEV {Nicand ef af., 2001). Toutefois, peu de cas humains ont été rapportés dans des régions ol
le HEV est endémique chez ces animaux ce qui tend a montrer que la transmission d’une espéce &
'autre n'est pas évidente (Koopmans et al., 2002).

La mortalité est de 0,5 & 3 % (Koopmans ef af., 2002} ou 0.2 4 4 % (Worm e&f al., 2002) de ia
population touchée selon les études mais atteint 20 % chez les femmes enceintes en particulier
jorsque la primo-infection survient au cours du troisiéme frimestre de la grossesse (Koopmans ef al.,
2002 ; Worm et al., 2002). Des taux de mortalité variant de 10 4 42 % chez les femmes enceintes ont
méme été rapportés (Nicand ef al., 2001).
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Figure 3 : Distribution de 'hépatite E dans le monde. Les zones hachurées représentent les régions
endémiques, fes fléches presentent des résultats de séro-prévalence de la population (Worm ef al,,
2002)
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Les éntérovfrus

Les entérovirus sont des Picornaviridae. Le plus souvent, les infections a entérovirus sont totalement
asymp;zomatiques (Nicand et al, 1998). Lorsque des symptGmes apparaissent, les infections &
entérovirus sont associées & une trés grande diversité clinique comme le montre le Tableau 7. [l peut
s'agir de syndromes spécifiques comme la poliomyélite, I'herpangine ou le syndrome main-pied-
bouche, d'atieintes neurologiques non spécifiques comme les encéphalites, les méningites
aseptiques, le syndrome de Guillain-Barré (paralysie), ou de formes plus banales, digestives ou
respiratoires. Ces infections sont généralement épidémiques méme si des formes chroniques ont été

rapportées (Nicand et af., 1998).

Tableau 7 : Principaux symptémes cliniques assaciés aux entérovirus (d'aprés Nicand ef al., 1998)

Poliovirus Poliomyélite ; Paralysie flasque ; Méningite

Coxsackievirus A Méningite ; Herpangine ; Syndrome main-pied-bouche ; Affection respiratoire ;

Conjonctivite hémorragigue

Coxsackievirus B Meéningite ; Myocardite, Péricardite

Echovirus Méningite ; Paralysie ; Fievre ; Infection respiratoire

Entérovirus 68 a 71 Méningite ; Encephalite ; Conjonctivite hémorragique ; Infection respiratoire

La durée moyenne d'excrétion fécale est de 1 mois. Elle débute 4 a 5 jours avant la phase clinique et
peut persister 12 & 17 semaines (Nicand ef af., 1998). Les facteurs climatiques peuvent influencer la
transmission féco-orale de ces virus. Ainsi, dans les pays tempérés il est observé une recrudescence
des entéroviroses pendant la saison chaude (Melnick 1996). Pourtant, méme si un pic est observé
en été dans I'eau de riviere (Pianetti et al., 20_C0), les entérovirus y sont présents toute I'année

(Hejkal et al,, 1984 ; Tani et al., 1995). Par ailleurs, méme rares, des épidémies d’entéroviroses
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hivernales ont été decrites pour les Echovirus type 30 provoquant des cas de méningites et
nécessitant une hospitalisation (Mori ef al.,, 1985 ; Chambon et al., 2001). Pour les enférovirus, le
role de P'eau est rarement démontré du fait des nombreuses formes inapparentes. Pour autant, des
entérovirus sont réguliérement mis en évidence dans différents milieux hydrigues. Le Tableau 8
présente quelques épidémies récentes dues aux entérovirus et met en évidence l'importance des
cas ol le poliovirus est impliqué. La Figure 4 présente fa situation mondiale en 'an 2000 concernant

les cas de poliomyélite. On notera qu'au plan mondial, fa poliomyélite est en voie d'éradication.

Tableau 8: Récents cas d'épidémie impliqguant des entérovirus

. 405 cas . .
Taiwan 78 morts Enterovirus 71 Lin et af., 2002
République
dominicaine et 21 cas PV1 Kew et al., 2002
.. 2 morts
Hawai
Bulgarie 3cas Pv1 Kuntchev, 2001
Pays-Bas 77 cas PV3 Qostvogel et af,, 2001
67 cas PV3
Angoia 43 cas PV Arya, 2001
République de 146 cas
Tchétchénie 6 morts PV1 genotype T Ivanova et al., 2001
33 cas
Cap-Vert 7 morts Pv1 Anonyme, 2000
Angola 1093 cas PV3 et PV1 Valente ef al., 2000
. 18 cas confirmeés Lo Syriopoulou et al.,
Gréce 2 probables Coxsackievirus B2 2002
Biélorussie 460 cas Echovirus 30 /2'\6%\':{03'8"& etal,
Australie 30 cas Echovirus 30 Gosbell ef al., 2000

PV : poliovirus

Figure 4. Pays d'endémie poliomyélitique en 2000 en fonction du nombre d'individus atteints de
paralysie flasque aigué (Anonyme 2001)

1.1.3  Mise en évidence des virus eniéniques pathogénes

I} existe différentes technicjues pour metire en évidence les \}irus éntériques pathogénes présents
dans les préiévements provenant de personnes infecteées (microscopie et immunomicroscopie
électronique, immunodétection, culture cellulaire “et biclogie moléculaire). Cependant, pour la
détection des virus entériques a partir du milieu hydricjue oll {eur concentration est faible, ce sont
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essentiellement les techniques les plus sensibles qui sont ulilisées : la culiure cellulaire (technigque

de référence) et la biclogie moléculaire.
1.1.3.1 La culture cellulaire

Le principe de cette méthode classique de mise en évidence repose sur le fait que certains virus
entériques sont capables de se multiplier sur des cultures de cellules in vitro et que cette
mulfiplication peut étre visualisée :
» soit directemnent par apparition d'un effet cytopathogene (ECP} qui traduit la lyse des cellules
infectées par le virus ;
» soit indirectement pour les virus se mullipliant sans provoquer d'ECP, en révélant cette
multiplication cellulaire par des techniques immunologiques in situ, ou par biologie
moléculaire.

Dans l'environnement hydrique, la densité virale est en général trés faible. L’échantilion doit donc
presque toujours étre soumis a une concentration préalable qui a pour objectif de récupérer les virus
présents sous un faible volume. Aussi I'échantilion, et a fortiori le concentrat peuvent contenir
indifféremment virus, matiéres en suspension, bactéries, fungi et de nombreuses molécules ou
macromolécules tels que métaux lourds, hydrocarbures ou détergents susceptibles d'étre toxiques
pour les cultures cellulaires. Une décontamination (antibiotiques, antifongiques) et éventuellement
une détoxification (dilution, centrifugation, fiitration sur gel de Séphadex LH20) sont souvent utilisées
pour éliminer bacteries, fungi et dans la mesure du possible des substances toxiques (Schwartzbrod
et Bosch, 1991).

Une fois 'echantillon traité, celui-ci est mis en contact avec les cellules. De nombreuses lignées
cellulaires existent pour la mise en évidence des virus entériques. Les tableaux 9 et 10 présentent
quelques-unes de ces souches sur lesquelles différents virus rencontrés dans le milieu hydrigue sont
suséeptibles de se multiplier. Il est important de noter que ces cellules ne présentent pas toutes la
méme sensibilité et il est donc nécessaire de faire un choix parmi tous les systémes cellulaires
proposés en fonction des virus recherchés. Or les résultats obtenus dans la littérature, surtout a
propos d'isolement effectué & partir d'échantillons environnementaux sont souvent contradictoires.
De ce fait il est difficile d'une part de déterminer la meilleure souche cellulaire a utiliser et d'autre part
de comparer les résultats obtenus par les différents chercheurs.

Ainsi, dans une etude comparative, Agbalika et al. {1984) observent gu’a partir d’'une méme eau
usee, 25 %, 14 % et 2 % des échantillons positifs sont obtenus respectivement avec des cellules
MA-104, BGM et Vero. L'analyse détaillée des résultats montre que dans cette étude, les poliovirus
sont plus fréquemment retrouvés sur MA-104 (12,3 %) que sur BGM (1,7 %). L.es reovirus (3,5 %) et
les echovirus (1,7 %) ne sont mis en évidence que sur MA-104. A noter que, dans cette expérience,
seules les cellules BGM permettent d’iscler des Coxsackievirus du groupe B (5,9 %). Une autre
étude montre que les cellules L20B sont plus sensibles au Poliovirus (45 % d’échantilions positifs)
gue les cellules BGM (25 %), PLC/PRF/5 (20 %) ou PVK (10 %) {Grabow ef al., 1899a). Comparant
les souches BGM et Hep-2, Muscillo et al. {1997) constatent que les cellules BGM sont plus
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sensibles que les Hep-2 a flinfection par les enférovirus (33 % vs 8% en eau de mer et 30 % vs
23 % en eau d'estuaire) et des reovirus (80 % vs 53 % en eau de mer et 54 % vs 30 % en eau
d’estuaire). Un autre exemple concerne les souches CaCo-2 et PLC/PRF/5. Pour Marx et al. (1998)
fa souche PLC/PRF/5 est plus adaptée que la souche CaCo-2 pour la recherche d’astrovirus & partir
d’échantillons d’eau de 'environnement. Plus récemment, Taylor &t al. (2001} rapportent au contraire
que la souche CaCo-2 présente une sensibilité plus importante que la souche PLC/PRF/5 puisque,
pour certains échantillons d’eau de surface, seules les celluies CaCo-2 ont permis f'isclement des
astrovirus. D'une maniére générale, la recherche des virus entériques infectieux par culture celiulaire
dépend de la sensibilité de ia souche utilisée mais également de la nature des échantillons a
analyser.

Par ailleurs, la probabilité d'isoler un virus & partir d'un prélévement augmente avec le nombre de
systémes cellulaires inoculés. Aussi, il est recommandé d'effectuer les isolements sur au moins deux
systémes cellulaires différents. Parallélement, il est nécessaire de réaliser systématiquement une,
voire deux subcultures ce qui permet d'une part d'augmenter le pourcentage d'isolement
(Schwartzbrod et Bosch, 1991) et d'auire part de s’assurer que ies ECP ne sont pas dus a la
présence de produits toxiques dans I'échantilion de départ. Enfin, la présence virale detectée par la
mise en évidence d'un ECP doit obligatoirement é&tre confirmée ultérieurement par une identification
précise du virus (Schwartzbrod et Bosch, 1991).

Tableau 9: Sensibilité de différents systémes celluiaires pour l'isolement (ECP) des virus entériques
(d’aprés Schwartzbrod, 1991)

Virus
Poliovirus Coxsackievirus| Coxsackievirus Fchovirus | Reovirus Adénovirus | Adénovirus
A B (1239 (4024 41)
Rein de singe + T+ + + -
Véro + * + + + + -
BGM | + + + + + + -
Hela + + + + + + -

& |KB + + * + + + -

% Hep 2 + + + + + + -

“ [rRD + + - + + + -
MRC 5 + + - + & R -
L20B + +
PLC/PRIYS +
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Tableau 10: Queiques lignées cellulaires permettant l'isclement de virus entériques citées dans la

littérature ]

Cellules Virus isolés Echantilions Références

BGM Reovirus Faux de mer Muscillo ef al,, 2001

FRhK HAV Eaux usées, eaux de

BGM Entérovirus surface et eaux de mer Reynolds et al., 2001
Poliovirus

BGM Coxackievirus Eaux usées Hoyt et Margolin, 2000
Echovirus

BGM Entérovi Eaux d Muscillo ef af., 1997

Hep-2 nferoviris aux de mer uscillo ef af.,

MA-104 .

CaCo-2 Rotavirus Selles, eaux potables Abad et at, 1998

CaCo-2 Astrovirus, Entérovirus

BGM Adénovirus 40 et 41, Eaux de surface Capron et al., 2000
Entérovirus

;_/]Zr: Entérovirus, echovirus Boues Caillou ef al., 1998

PLC/PRF/5 ) .

CaCo-2 | Astrovirus Inoculation Taylor ef al., 1997b

PLC/PRF/5 Adénovirus 40 et 41 Inoculation Grabow et al., 1992

PLC/PRF/5 Adénovirus 40 et 41, HAV Eaux usées, eaux de ,

BGM Entérovirus mer, eatx du robinet Enriquez et al., 1995

L.20B

RD Poliovirus Echantillens cliniques Wood et Hull, 1999

Hep-2

gi{;ﬁPRFIS Reovirus, .

L20B Poliovirus, Eaux usees Grabow ef al., 19993

PVK Entérovirus

Par ailleurs, si certains virus entériques se multiplient sur cultures cellulaires en provoquant un ECP,
d'autres se multiplient sans provoquer d'ECP, C’est le cas notamment des rofavirus et du virus de
Fhépatite A. La détection de ces virus nécessite donc des étapes supplémentaires faisant appel soit
a immunclogie (immunofluorescence indirecte sur les cellules infectées) ou 3 la biologie moléculaire
(PCR sur le surnageant de culture cellulaire). Par ailleurs, un certain nombre d'entérovirus qui
normalement provoquent un ECP en cultures cellulaires perdent cette capacité aprés passage dans
le milieu hydrique et se multiplient en cultures cellulaires sans provoquer d’ECP (Grabow ef al.,
1993 ; Shieh et al, 1997). La mise en évidence de ces virus nécessite d'utiliser les mémes
techniques immunologique et moléculaire que celles décrites pour la détection des virus ne
provoquant pas d'ECP.

En conclusion, la culfure cellulaire constitue bien la méthode de référence incontestable car dans
I'état actuel des connaissances, elle est la seule qui permetie d'affirmer le caractére infectieux des
virus isolés, mais elle reste néanmoins limitée parce que :

- certains virus ne se multiplient pas sur cultures cellulaires(Norwalk-like, Sapporo-like},

- d'autres s’y multiplient sans provoquer d’effet cytopathogéne (virus de Phépatite A, rotavirus),

- c'est une méthode longue et délicate a pratiquer en routine dans le cadre de la virologie de
environnement,

- touf résuitat positif doit obligatoirement étre confirmé par une identification des virus isolés, le
plus souvent a l'aide d'une technique immunologique de séroneutralisation ou d'une
technique de biologie moléculaire.
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1.1.3.2 Recherche directe du génome viral par RT-PCR

Une autre méthode pour mettre en évidence du matériel viral dans le milieu hydrique consiste a
détecter le génome viral {(ADN ou ARN) aprés amplification. Dans un premier temps, il est
nécessaire de procéder a l'extraction de I'ARN ou de I'ADN viral en dénaturant les capsides virales.
Puis, s'il s'agit T’ARN, de le transcrire en ADN complémentaire {ADNc) par rétro-transcription (RT).
L’ADNc peut ensuite &tre amplifié par polymérase chain reaction (PCR) dont le principe esl rappelé
briavement dans la Figure 5. Les produits amplifiés peuvent étre visualisés :

- par électrophorése en gel d'agarose ou de polyacrylamide en présence de bromure
d'éthydium et observation sous ulira-viclet. Les fragments sont séparés en fonction de leur poids
molécuiaire. La révélation des fragments amplifiés aprés une simple électrophorése reste la
technique la moins sensible mais la plus rapide.

- par hybridation moléculaire ol les fragments amplifiés sont soit déposés sur des
membranes de nylon ou de nitrocellulose (dot-blot ou slot blot) soit introduits dans des puits de
micro-plaque dont le fond est recouvert de sondes compiémentaires du fragment & détecter (« DNA
Enzyme Immuno Assay » ou DEIA). Les fragments sont révélés directement & I'aide de sondes
spécifiques marquées ou indirectement par immunodétection des hybrides (anticorps anti-doubie
brin d’ADN). Cetie technique ne fournit aucune information sur la taille des fragments amplifiés, mais
elle est plus sensible et plus spécifique qu'une révélation par électrophorése.

- par couplage d'une électrophorése et d'une hybridation moléculaire (Southern blot). Les
fragments amplifiés sont séparés en fonction de leur poids moléculaire par électrophorése, puis
tfransférés sur une membrane de nylon ou de nitrocellulose pour finalement étre révélés par des
sondes spécifigues marquées. Cette technique est plus spécifique que la précedente car elle permet
de contrdler la taille des fragments amplifiés.

- directement lors de 'amplification. !l s'agit alors de PCR quantitative qui utilise une sonde
marquée complémentaire d’'un fragment de FADN cible. Il y a émission de fluorescence lorsque la
sonde est délogée de son site d’hybridation par la polymérase, c'est-a-dire pendant la synthése du
brin complémentaire. L'intensité d'émission fluorescente augmente avec le nombre de copies d’ADN
pendant 'amplification. Ainsi, ia mesure de lintensité lumineuse permet de guantifier le nombre de

copies de génome viral présent dans I'eéchantilion.

Plusieurs paramétres peuvent influencer la RT-PCR :

1 - le choix de la methode d'extraction {rendement)

2 - le choix des amorces lors de la rétro-franscription et de Famplification par PCR

3 — le choix des sondes lors de la mise en évidence de 'ADN amplifié {détection par hybridation ou
PCR quantitative) ;

4 - le choix des enzymes (rétro-transcriptase et polymérase) ;

5 - les concentrations en sels {(ex :MgCl,) qui détermine la stringeance du milieu ;

6 - la présence d'inhibiteurs dans les échantillons de 'environnement.
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Figure 5: Schéma du principe de PCR
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De nombreux auteurs ont montré gue la PCR est plus sensible que la cuifure celiulaire pour mettre
en évidence une présence virale (Chung et af,, 1996 ; Pallin ef al, 1997 ; Abbaszadegan ef al,
1992 ; Tansuphasiri ef al., 2000}). Cependant, si Lewis ef al. (2000) comparant la sensibilité des deux
techniques avec le poliovirus 2 montrent que la biologie moléculaire est 10 a4 100 fois plus sensible
que la culture cellulaire en I'absence d'inhibiteurs, ils constatent qu’en présence d’acide humique (a
partir de 25 mg/L) ou d"argile (& partir de 500mg/L) c'est la culture cellulaire qui devient plus sensible.
Cette expérience souligne que la présence d'inhibiteurs dans les échantillons est un paramétre trés
imporiant & considérer car il joue souvent le rdle de facteur limitant. C'est pour cette raison que nous
développerons plus particulidrement ce dernier point qui est crucial pour les échantillons provenant

de 'environnement.

De nombreuses macromolécules sont en effet susc'eptibles d'interférer avec les réaclions
enzymatiques mises en jeu lors de la RT-PCR (Tableau 11). Ainsi, l'action inhibitrice du glycogéne,
des polysaccharides, des protéines et des ADN non cibles 3 fortes concentrations a éié démonirée
(Jaykus et al,, 1993 ; Lees et al, 1994 ; Jaykus et al,, 1995 ; Cromeans ef al., 1997). Afin d'améliorer
e rendement des réactions enzymatiques de RT-PCR, il est donc soit nécessaire de diluer
I'échantillon si les concentrations en ADN/ARN cible le permettent, soit d'inclure des étapes
d'élimination des inhibiteurs et donc de purification, soit encore d'ajouter un produit permettant de
masquer partiellement ou {otalement leurs effets. Parmi les produits améliorant 'amplification
génique, citons la protéine T4gene32 (Scwartz ef al., 1990 ; Kreader, 1996). Cette protéine améliore
plus particulierement la réaction de rétro-transcription. Ainsi, Chandler et al. (1998) montrent que la
protéine T4gene32 augmente le rendement de la RT-PCR de 483% lorsqu'elle est ajoutée au mix de
RT. Aucun effet n'est constaté si I'ajout se fait dans le mix de PCR. D’autres agents chimigues
permetient une amélioration de la sensibilité de la RT-PCR lors de la recherche de virus tel que
I'ajout de 4 a 8 % de glycerol ou de 3 % de DMSO (Jaykus et al., 1996} ou encore 400 ng/pL de BSA
{bovine serum albumin) (Kreader, 1998). Toulefois, certaines études contradictoires montrent qu'un

méme agent chimique ne produit pas toujours les mémes effets (Wilson, 1997). L'efficacité de tels
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produits dépend donc aussi bien de la concentration & laquelle ils sont utilisés que de la nature des
inhibiteurs présents dans 'échantilion & analyser.

Tableau 11: Principaux inhibiteurs de PCR provenant de I'environnement (d’aprés Wilson, 1997)

Inhibiteurs Actions Remédiations possibles

- Chélation des ions Mg2+
- Les groupes phénols forment | BSA, sephadex, PEG,
des quinones qui inferagissent | T4gene32, PVP

avec I'ADN, les protéines. ..

Acides humigues

Interactions avec 'ADN, les

Enzymes (ex : DNase) Traitements aux UV

protéines
Urée Inhibe la polymérase Glycérol (2-7%}, DMSO
ca?* Interfére avec Mg Iﬁ\\ﬁugznenter la concentration en
Polysaccharides, débris Masque FTADN cible pour la Benzyl chloride, fréon, tween
celiulaires, protéines : polymérase 20, DMSQ, PEG4000
Autres : ADN non cible,
bactéries, pollen, falc, métaux diverses ?
lourds...

Parmi les techniques fréquemment utilisées pour amélicrer les conditions de PCR, certaines sont
tres spécifiques. Ainsi, l'immunocapture des virus est une fechnique de purification basée sur la
sélection spécifique de certains virus. Elle consiste &8 metire {'échantilion en contact avec un support
solide sur lequel des anticerps spécifiques du virus recherché sont fixés. Aprés capture des virus par
les anticorps, des lavages successifs permettent d'éliminer les éventuels inhibiteurs. Cette technique
qui a été beaucoup utilisée pour isoler le virus de I'hépatite A (Graff ef al., 1993 ; Prevot et al., 1993 ;
Deng ef af,, 1994 ; Monceyro_n et Grinde, 1994 ; Shan et al., 1997 ; Jothikumar ef al., 1998 ; Bidawid
et al., 2000} présente Pavantage de retenir les capsides virales et donc de permettre la mise en
évidence uniquement de génome encapsidé et pas de génome libre ne présentant plus de caractére
infectieux. Cependant, eile est plus dé&licate & mettre en ceuvre pour les entérovirus ou les Norwalk
like virus par exemple dont les sérotypes sont nombreux et pour lesquels il n'existe pas d'antigéne
de groupe.

Des techniques de purification non spécifiques existent également. Ainsi ia filfration sur membrane
électropositive a été proposée (Queiroz et al., 2001). Des traitements chimiques & base de
cetyltrimetylammonium bromide {CTAB) ou de procipitate ont aussi permis d’éliminer du glycogéne
et des polysaccharides contenus dans des concentrats d'huitres (Jaykus ef al., 1996). L'élimination
sélective des inhibiteurs de type protéique peut étre obtenue soit par une ou deux- extractions
organiques (phénol : chloroforme : alcool isoamylique 7 25:24:1) suivies d'une précipitation a l'éthanol
ou a lisopropanol (Le Guyader ef af., 1996 ; Atmar et ai.,, 1995) soit par une précipitation a l'acide
trichloracétique 5 % & chaud (Feng et al., 1993) ou au PEG4000 (Jaykus, 1996). Enfin les sels, les
proteines résiduelies de faible poids moléculaire ou les acides humiques peuvent étre éliminés en
partie par chromatographie d'exclusion sur Séphadex G-50, G-100 ou G-200 (De Leon et al,, 1992 ;
Lewis ef al., 2000) ou sur résine échangeuse d'ions tel que_le Chelex-100 (Straub ef al.,, 1994 ; Hale
et al, 1996) ou une combinaison des deux : Sephadex G-100 et Chelex-100 {Abbaszadegan et al.,
1993) ou Sephadex G-50 et Chelex-100 (Straub et af., 1995).
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Paraliélement aux traitements directs des échantillons, la purification des acides nucléiques viraux
aprés extraction est également décrite dans la littérature. Dans ce cas, les inhibiteurs sont
généralement éliminés de maniére non sélective en utilisant par exemple une colonne de Sephadex
G-50 saturée avec du Tris-EDTA (pH=8) qui permet de purifier un extrait ADN (Tsai et Olson,
1992). Une autre technique d'élimination non sé[ecti\}e des inhibiteurs consiste a fixer les ARN totaux
ou les ARN viraux sur un support. Cette fixation peut s'effectuer par hybridation moléculaire. En effet,
les ARN viraux comme les ARNm possédent & leur extrémité 3' non codanie une séquence
polyadénilée ("queue de poly A"). Il est donc possible dimmobiliser les acides nuciéiques par
hybridation sur des billes magnétiques sur lesquelies sont fixées des oligonuctéotides formés de 15 a
25 résidus thymidine. Les billes sont ensuite fixées sur un support magnétique pour permetire
d'éliminer les inhibiteurs par des lavages successifs (Lindberg et Handersson., 1999 ; Kingsley ef al.,
2001 et 2002 ; Goswami ef al., 2002), Cette purification peut étre appliquée aux virus dont le génome
posséde une "queue de poly A" (entérovirus , Norwalk like virus, HAV...). Le méme lype de protocole
peut &fre réalisé en substituant les oligonucléotides formés de 15 & 25 résidus thymidine par une
sonde spécifique d'un type de virus donné, par exemple les entérovirus (Regan et Margolin, 1997 ;
Beaulieux ef al., 1998). La fixation des ARN peut aussi s'effectuer par adsorption non spécifique sur
des supports tels que la silice (Boom et al., 1990 ; Shieh ef al., 1995 ; lizerman et al., 1987 ; Legeay
ef al., 2000) ou {a poudre de verre (Hafliger et al, 1997 ; Green et al., 1998) en présence d'agent
chaotrope tel que le thiocyanate de guanidium. De la méme maniére que précédemment, les acides
nucléiques adsorbés sont purifiés d'éventuels inhibiteurs par différents lavages. Enfin, plusieurs
traifements successifs peuvent également étre appliqués & un méme échantiilon comme par
exemple une précipitation au PEG suivie d’une extraction a l'aide de différents solvants organiques,

d'une ulirafiliration et d'une adsorption sur silice (ljzerman ef al., 1997).

Comme il n'existe aucun consensus concernant ni les techniques d'extraction-purification des
génomes viraux ni les méthodes d'amplification, un trés grand nombre de protocoles différents sont
décrits dans la littérature. Cependant, il est possible de considérer qu'il existe a 'heure actuelle des
techniques de RT-PCR pour isoler tous les virus entériques dans tous les d'échantilions d'eau
provenant de f'environnementi. Ainsi, les entérovirus (Gilgen et al., 1995 ; Gantzer ef al., 1998b ;
Schvoerer et al., 2000 ; Sch\_foerer et al., 2001 ; Reynolds et al., 2001 ; Vivier ef al, 2001 ; Lee et
Kim, 2002 ; Katayama et al., 2002), les reovirus (Muscillo ef af., 2001 ; Spinner et Giovanni, 2001 ;
Leary ef af., 2002), les Calicivirus (Huang ef al., 2000 ; Atmar et Estes, 2001 ; Burkhardt et al., 2002)
ou plus spécifiquement les Norwalk like virus (Schwab ef al., 1996 ; Gilgen et af., 1997 ; Hafliger ef
al., 2000 ; Brown et al., 2001 ; Greening, et al., 2001 ; Beuret ef al., 2002) ou les Sapporo like virus
(Lappalainen et al., 2001), le virus de Fhépatite A (Divizia et al, 1998 ; Jothikumar et af, 1998 ;
Abbaszadegan et al., 1999 ; Jothikumar et af., 2000', Pina et al., 2001 ; Morace et al, 2002), les
adénovirus (Genthe ef al., 1995 ; Chapron et al., 2000 ; Cho ef al., 2000 ; Jiang ef al., 2001 ; Lee et
Kim, 2002 ; Loge ef al., 2002), les rotavirus (Abbazadegan ot al.,, 1999 ; Gratacap-Cavallier et af.,
2000 ; Kittigul ef af., 2000 ; Soule ef al., 2000 ; Gofti-Laroche et al., 2001), les astrovirus (Finto et al.,
19296 ; Chapron ef al., 2b00 ; Miossec et al. 2000 ; Gofti-Laroche ef al., 2001) et le virus de l'hépatite
E (Corwin et al., 1996 ; Jothikumar ef al., 2000 ; Grimm et Shay, 2002) ont été détectées dans des
échantillons d'eaux divers et variés. N A V

24



La critique souvent formulée a Fencontre de fa PCR est le fait gu'elle ne permet pas de distinguer les
particuies virales infectieuses des particules virales non infectieuses. Ceci a pour conséquence de
limiter son utilisation dans le cadre de I'évaluation du risque sanitaire lé a certaines eaux.
Soulignons toutefois que des recherches sont menées pour remédier a cetie situation. Ainsi
Nuanualsuwan et Cliver (2002) proposent de traiter les échantillons simultanément avec la
protéinase K et des ribonucléases pendant 30 minutes & 37°C avant de procéder & I'exiraction. La
premiére enzyme permet la dégradation de la capside des particules virales inactivées, la seconde
permet la destruction du matériel génétigue. L'hypothése que font Nuanualsuwan et Cliver est que la
protéinase K agit spécifiquement sur des capsides endommagées ayant perdu ieur pouvoir -
infectieux, Les expériences ont &té menées avec frois virus cultivables, le HAV, le paliovirus 1 et le
FCV (féline calicivirus) qui ont subi chacun trois traftements : fa chaleur, le rayonnement UV et
I'action de 'hypochlorite. Les résultats montrent d’'une part que le prétraitement enzymatique de
_ Féchantillon n'affecte pas ou peu la recherche des particules virale infectieuses par PCR (diminution
cependant dans certains cas de l'intensité de la bande sur gel d'électrophorése). Par ailleurs, avec
les suspensions virales ayant perdu leur pouvoir infectieux, quel que soit le virus et quel que soit le
traitement utilise, le résultat est positif en PCR sans prétraitement enzymatique et négatif aprés ce
prétraiternent. Ces résultats sont prometteurs, mais d’autres enzymes et d’autres conditions doivent
encore éfre étudiées avant de valider une technique. Celte expérience permet néanmoins
d'envisager qu'un jour fa biologie moleculaire sera capable de distinguer les particules virales

infectieuses des pariicules virales non infectieuses.
1.1.3.3 La recherche de virus infectieux suivie de la recherche du génome viral

Pour augmenter la sensibilité de la culture celiulaire, la combinaison de la culture cellulaire avec {a
PCR a été proposée sous fe nom de ICC-PCR (Integrated cell culture-PCR). Cette technique a &té
utilisée pour {a recherche d'entérovirus, d adénovirus, d'astrovirus et de virus de 'hépalite A a partir
d’échaniillons de I'environnement dont 'eau de surface et P'eau potable (Chapron et al., 2000 ;
Grabow ef al., 2001 ; Reynolds et al,, 2001 ; Lee et Kim, 2002 ; Vivier ef al., 2002). Tous les résultats
mettent en exergue une nette augmentation de la sensibilité de détection des virus pathogénes par
rapport & {a seule technique de culture cellulaire. En fait, 'iCC-PCR est une technique
pariculierement intéressante pour des virus entériques dont la réplication au sein de lignées
cellulaires ne provoque pas d'ECP {Grabow et al., 2001 ; Sobsey &t al., 1998 ; Vivier et al., 2002).

Par exemple, Grabow et al. (2001) montrent que 23 % des 413 échantillons d’eau ayant subi un
traitement de potabilisation et 73 % des 224 échantilions d’eau brute (avant fraitement de
potabilisation) se sont avérés positifs avec la technique d'ICC-PCR alors que des ECP n'ont été
observés que dans 6 % des cas concernant les eaux brutes ef jamais lorsqu’ll s’agissait des eaux
traitées. Yates et al. (1999) travaillant sur des eaux souterraines observent gque 3 échantilions sur
310 présentent un ECP sur cellules BGM (1,6 %) alors que 11/320 sont positifs en PCR enférovirus
(3.4 %) a partir du surnageant de ces mémes cultures cellulaires. De la méme maniere, Vivier ef al.
(2002} analysant des échantillons d'eau provenant de deux usines de potabilisation ont obtenu des
résultats positifs en RT-PCR entérovirus (majoritairement des coxackievirus B) & pariir de 23 des

172 cuftures cellulaires qui n‘avaient pas présenté d’'ECP.
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Enfin, Grabow et al. (1998a) qui ont analysé des échantillons de 'environnement (riviére, eaux
usées) ont obtenu des résultats positifs en RT-PCR entérovirus a partir de 263 cultures cellulaires

qui n'avaient pas présenté d’'ECP.

Par ailleurs, cette technique permet un gain de temps impoﬁant {(Reynolds ef af., 1996 et 2001). En
effet, grace a une grande sensibilité de la technique de biologie molécuiaire, ICC-PCR permet de
confirmer la présence d’entérovirus en 24 heures confre 3 jours ou plus par culfure cellulaire simple
{Reynolds et al., 1996). De plus, par rapport a une PCR classique, '"CC-PCR permet d'augmenter le
volume de |'échantilion issu de Fenvironnement et ainsi de dilu