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Objectifs

L’objectif général du projet est de comprendredie du milieu marin, et en particulier
des coquillages, sur la sélection des souches mings humaines ou animales, et sur
leur pathogénicité potentielle pour 'homme. Poer faire le projet explore quatre
aspects :

- la caractérisation des souches de norovirus desr(@ovines et porcines), I'analyse
génomique, la construction de particules pseudalesr(VLP),

- La détection dans l'environnement : prévalencenigtau de contamination des
norovirus humains et animaux dans des échantitlteeux (rejet de station d’épuration,
rivieres ou rejets d’origine agricole proches dessgd’'élevage) et de coquillages.

- La capacité de fixation de ces virus, grace aux /tBveloppées, sur des glycannes
des tissus humains, animaux et de coquillages.

- La transmission a 'homme, évaluée au terme dée c&tude par une approche
d’appréciation qualitative du risque.

L’objectif final du projet est d’évaluer le potegitizoonotique des norovirus dans le
cadre d’'une contamination multiple de coquillagess pci comme exemple d’une
exposition humaine.

Situation du sujet

Des évenements récents ont montré I'importanceotientiel zoonotique des virus, par
voie directe mais ausstia des aliments potentellement infectés ou contaminés
L’émergence de pathogenes au travers d'un passdageespéce correspond a des
évenements rares, mais un trés haut taux de mutatigmente leur probabilité
d’'occurence comme en témoigne la sur-représentatgsnvirus a ARN simple brin
parmi les exemples connus de saut d’espéce. Bienlagumécanismes moléculaires
nécessaires au franchissement de la barriere desméent trés divers, la présence de
récepteurs cellulaires compatibles représente tape €ruciale et plusieurs exemples de
franchissement de la barriere d’espéece ont momtrédle déterminant de mutations
permettant aux virus de reconnaitre leur récepeutes cellules de la nouvelle espéce
cible. Dans ces conditions, le risque de transoissnter-espéce sera d’autant plus
elévé que les récepteurs sont phylogénétiguemeseoees.

Les coquillages ont été sélectionnés comme modalandnt pouvant favoriser le
potentiel zoonotique des norovirus. En effet, cessy responsable de gastro-entérites



chez I'homme ou les animaux sont excrétés en gigunaldité dans les féces. Virus non
enveloppés, donc trés résistants, leur persisidaice le milieu extérieur est importante.
Certains sites de production de coquillages sontési dans des zones littorales
contaminées sporadiquement, lors des pluies, [Fargjiets d’élevages intensifs de porcs
ou de bovins (Bretagne). Les similitudes de ségenes norovirus bovins et porcins
avec les souches humaines suggérent que ces anpuatraient, par dérive génétique
de ces souches, constituer un réservoir pour I'henidans la famille deSaliciviridae,
malgré I'importante distance génétique qui les s&das norovirus humains et le virus
de la maladie hémorragique du lapin (RHDV) partadercapacité de se fixer sur des
glycannes tres semblables de la famille des ardggéle groupes sanguins tissulaires.
Identiquement, nous avons montré que la souchetgpat des norovirus humains, le
virus de Norwalk se fixe sur des sucres apparenigsantigenes tissulaires de groupes
sanguins humains sur les tissus du tube digestihd#re, suggérant un role sélectif de
ce coquillage dans la concentration d'un pathodémeain. Notre hypothése de travall
était que I'huitre pourrait sélectionner des soachirles d’origine animale capables de
reconnaitre des récepteurs glycanniques, phylogéeéient conservés entre les
bovidés, les suidés et 'lhomme.

Matériel et Méthodes

La méthodologie retenue est présentée ci-dessous.

Screening selles animales

- Fixation
Optimisation Construction glycannes -
méthodes VLPs tissus
' | !
Détection, quantificatiorj Caractérisation
NoV souches NoV
\
Comparaison
séquences
v i v

\ Analyse du risque

Le travail a consisté a :

1. Rechercher les NoMans des échantillons de feces d’animaux. Cettiegiarmet de
caractériser les souches circulant dans les clseptalionaux, d’optimiser nos
meéthodes de détection et de construire des Virkes Rarticles (VLPS).

2. Utiliser des VLPspour les études sur I'adhérence des souches asdas tanimaux
(porcins, bovins) et de coquillages, et sur dagsesahumaines.

3. Evaluer la prévalencedes souches dans I'environnement : analyser ettifjea la
contamination des coquillages et évaluer la pdgsillle contamination par des rejets
humains et animaux.

4. Initier une étudal’évaluation des risquesbasée sur les données obtendass les
régions d'élevage agricole intensif proches deggzale production conchylicole.



La zone d'application a été celle de deux bassémsamts du Finistére disposant de
nombreux rejets d’élevages bovins ou porcins, &odéhant en mer sur des zones
d’élevage conchylicoles (Estuaires de I'Aber Beratitle Daoulas). Des prélevements
dans les eaux et les coquillages ont été réalisgsvaau des points les plus sensibles
vis a vis des rejets potentiels pendant la duréetele. Une large base d’échantillons
composeée de selles (103 selles de porcs et 13& sl bovins), ainsi que de différents
prélevements réalisés dans des établissementsolagri¢lisiers, fumier, eaux de
lagunage) a été constituée. La durée d'échantdlgmna concerné deux périodes
hivernales avec renforcement pendant les périotess: présence de gastro-entérites
dans la population, diarrhées dans les cheptélgtgins climatiques défavorables a la
qualité sanitaire de la zone conchylicole.

Principaux résultats scientifiques

L’étude conduite dans ce projet Coquenpath a peamidifférentes équipes impliquées
d’acquérir et de valoriser nombre d’'information®Hjectif initial a été atteint et a mis
en évidence les possibilités de transmission devirois entre les quatre espéeces
sélectionnées. Brievement les acquis sont :

- Une meilleure maitrise de I'outil VLPs A la fin de cette étude, différents VLPs ou
chimeres sont disponibles ou en cours d’obtentnoduction de VLP de norovirus
bovin NB2, identification du récepteur, étude destiaucture cristallographique de
ces VLPs en complexe avec leurs récepteurs. Cailtravdonné lieu a des
présentations et publications. [Zakhoet al.,, 2009], (Decouche V et al,
communications a des congres)

- Concernant I'étude du transfert de souches inter ggces/)’analyse des glycannes
des différentes espéces et de I'étude de leuioelavec les capsides représentatives
des principaux génogroupes indique que la recosaaie des différents hotes ne
peut se faire dans toutes les directions (figuiaessous).

P

Figure montrant les possibilités d’échange des norovense les especes étudiées
(résultats de I'étude Coquenpath




Ainsi les huitres peuvent concentrer spécifiquentemtsouches de norovirus humains
du génogroupe | (GI). Cette reconnaissance exigiesment pour les souches de
norovirus du génogroupe Il (GIl) mais avec uneceffité differente selon les souches.
Ces résulats sont cohérents avec les données épidgioues impliquant les souches
de norovirus Gl dans des épidémies liées aux dages, alors que les norovirus GlI
circulent en grand nombre dans la population etinnement en période épidémique.
Cette étude a montré par ailleurs que I'huitre engait pas accumuler spécifiguement
les norovirus bovins du génogroupe Il (Glll). Rdlteurs, la reconnaissance des porcs
sous dépendance du polymorphisme Flgl par les souches humaines, pourrait
contribuer au passage inter-espéce. En revancBemble difficile pour une souche
humaine d’infecter un bovin et réciproquement uoeche bovine ne devrait pas
infecter 'homme ou le porc [Maaloet al.,,2010; Zakhouet al., 2009].

- Concernantla circulation des norovirus dans I'environnement divers
échantillons ont été analysés. Tout d'abord dasslevages (bovins et porcins), nous
avons montré que des souches de norovirus bovenéfarésentes dans 18% des selles
(n=136) alors que le nombre de selles porcinesya@es (n=103) n'a pas permis de
mettre en évidence du norovirus porcins. Ceci ems@mblablement di au fait que le
portage est tres faible au niveau régional, eumpé&t au Japon. L'étude
environnementale s’est ensuite portée sur deuwmégiu Finistere caractérisés par une
agriculture intensive (élevages porcins et boviasyn urbanisme cétier et ou des eaux
conchylicoles et des huitres sont régulierementaromés enk. coli. Les résultats
obtenus dans les échantillons d'eaux de riviefiasteat I'épidémiologie avec l'absence
de norovirus porcins, mais la présence de noroviwmsains (Gl, Gll) et bovins (GlII).
Dans ces eaux soumises a différents rejets d'erifffpale humaine ou animale, les
concentrations en norovirus varient selon les gengges avec de plus faibles valeurs
en norovirus Gl, comparativement aux deux autremg®upes détectés (Gll et GllI).
Cependant, dans les coquillages les concentrationgées pour les trois géenogroupes
sont assez semblables, confirmant la sélectionifepéx du génogroupe | par I'huitre.
En moyenne l'efficacité de bio-accumulation pourgéeogroupe dans 'huitre est tres
supérieure a celle observée pour les deux autre®ggeupes et correspond a
I'expression d’un ligand glycannique du tube diged# I'huitre [Maaloufet al.,2010;
Zakhouret al.,2010].

- L’analyse quantitative de risquea été réalisée sur les deux génogroupes Gl et
Gll, considérant que les norovirus GlIl ne peuvétre transmis a 'homme. Cette
analyse concerne le risque de gastro-entéritesoaus ade I'année, eu égard a la
contamination des huitres, dans une populatiomde ¢onsommateurs de produits de la
mer. Les résultats, compte tenu de la tres foffieciiosité du virus, montrent que le
risque d’infection est faible, mais jamais nul. t€epremiére approche d'analyse de
risque montre que, compte tenu de la limite deatiéte et du pouvoir infectieux des
norovirus, un suivi virologique des coquillages peut suffire a lui seul a garantir
I'absence de risque pour le consommateur.
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Perspectives
Les résultats obtenus dans ce projet ouvrent digsgsrspectives:

- L'approche innovante de l'utilisation delsPg pour évaluer la transmission de
virus inter-especes, sera poursuivie selon la oectgtn des VLPs ou souches

disponibles. La caractérisation les ligands de lsesiporcines sera un point important &
poursuivre de facon a déterminer s’ils sont pagayéc I'huitre, la vache et 'lhomme.

- Nous avons entrepris I'étude du désassayaldh du ré-assemblage des capsides
de norovirus en collaboration avec S. Bressandédbo VMS) et G. Tresset du
Laboratoire de Physique des Solides UniversitésPaud CNRS UMR 8502). En effet,
I’'homogénéité de la taille des VLP de norovirus NB2 des chimeres NB2-1 s’est
révélée différente d’'une production a I'autre ertipalier en fonction du pH. Ce travail
pourra aboutir a des applications biotechnologiqescteur VLP), ou a une
connaissance fondamentale de I'assemblage de eapsphrtir d’'une seule protéine.
Des premiers cristaux de VLP NB2 ont également ééenus. La structure
tridimensionnelle de la partie P des protéinesajeside de NB1, NB2 et de sapovirus
PEC sera déterminée par cristallographie

- Les études dans I'environnement devraiénet @conduites sur d’autres sites, en
particulier pour les norovirus porcins pour confmme faible impact de ce virus.
L'impact de la spécificité de fixation des difféi®genogroupes en terme de persistance
de la contamination sera un parameétre importantéeldpper. Par ailleurs cette
approche pourrait constituer également une nouveike pour I'étude de la purification
des coquillages.

- L’analyse de risque, premiére analyse él¢ype réalisée en France, nécessitera
d’étre reconduite et optimisée afin d’améliorempanticulier, la précision des parametres
de la dose-réponse. Une analyse de sensibilitpléomentaire permettrait également de
hiérarchiser les sources d’incertitude.

Les retombées prévisibles et les perspectives ddorgsation

Ce travail répond a une inquiétude sociétale footecernant la sécurité des aliments et
le risque zoonotique lié aux pratiques agricolesqeiacoles. Il permet de montrer que le
passage de virus animaux vers 'honwigeles coquillages est, en I'état actuel de notre
recherche, probablement négligeable. Ces résgibatsimportants en terme de gestion
du risque sanitaire, puisque les coquillages slewéé dans des zones cétiéres soumises
a des pressions agricoles importantes. Par exeempRretagne la zone cétiere est en
zone d’excédent agricole, et les lisiers dans iterteas, peuvent étre épandus dans la
zone littorale a proximité des zones d’élevage hgiole (Finistére nord).

Par ailleurs la démonstration de I'adhésion dassvaux tissus d’huitres souligne le réle
de vecteur de cette espédergssostrea giggsvers I'homme, en particulier pour

certains virus entériques humains, le norovirus Geés résultats permettent de
comprendre d’'une part, la difficulté a purifier cesquillages avec des techniques
traditionnelles et, d’autre part, pourquoi ce viess couramment impliqgué dans des toxi-
infections alimentaires collectives. Les conségasréconomiques sont importantes, et

ces resultats soulignent la nécessité de limitsrdpeports polluants dans les zones



dévolues a la conchyliculture, et de mettre eneldes systémes de surveillance et
d’alerte de facon a prévenir le risque lors d’apgpde virus a la cote (pluies, épidémies
dans la population).

Enfin ces résultats orientent nos recherches vergrds coquillages (moules, coques,
palourdes), et d’autres types d’huitr€sgssostrea gigagriploides, ostrea edulis).
Tous les coquillages ont-ils ce type de tissuseet@mportement dans l'adhésion des
virus entériqgues humains ? Ces travaux permetttbatfiner I'analyse du risque
coquillages qui a été initiée dans cette étude.al@urs, des réflexions sont en cours
pour déterminer si de nouvelles technologies (lrapressions, UV, lumiere pulsée,
molécules chimiques.. etc.) pourraient étre appkgulors de la purification des
coquillages pour améliorer les performances etigénces virus.

Les résultats obtenus permettent, en outre, aersale I'optimisation des méthodes de
surveillance virale des coquillages, de soutenitéieeloppement économique ou tout au
moins la pérennisation de la filiere ostréicolenfra@ise, leader européen et quatrieme
producteur mondial. Enfin, I'analyse de risque appaine premiere réponse sanitaire
aux conflits d'usages concernant les conséquenesspressions anthropiques sur la
bande littorale.



