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ARNsb  ARN simple brin 

BSM  Bovine Submaxillary Mucins 

Ct  Cycle threshold 

DO  Densité Optique 

ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
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INTRODUCTION  
 

La biodiversité virale est extrêmement abondante. On estime que le corps humain contient 

100 fois plus de virus (1015) que de cellules (1013). Plus largement, 1031 virus sont estimés 

être contenus dans la biosphère (Wobus et al., 2012 ; Zarate et al., 2017).  Dans les océans, 

plus de 200.000 populations virales ont été identifiées lors de l’expédition scientifique Tara 

Oceans qui entre 2009 et 2013 a prélevé 35.000 échantillons de plancton marin autour de la 

planète (Gregory et al., 2019).  

Outre cette immense abondance, les virus sont également caractérisés par une variabilité 

très importante, en termes de structure, de taille, de génome et de résistance aux conditions 

physico-chimiques. Moins de 1% de la diversité virale existante a été explorée.  

Parmi cette immense population, les virus entériques humains constituent un groupe 

d'intérêt en santé publique. Ces virus, parasites intra-cellulaires obligatoires, possèdent des 

capacités de résistance très importantes et peuvent re-infecter l'Homme après des semaines 

de persistance dans l'environnement (Metcalf et al., 1995). Au sein de ce groupe, notre 

attention s'est portée sur un petit virus à ARN, présent dans le monde entier, le norovirus 

(NoV), agent majeur de gastroentérite virale aigüe chez l’homme. 

Les NoVs sont parfois détectés dans l’environnement littoral, où ils parviennent suite à des 

rejets humains (rejet direct, pluie torrentielle…), avec pour conséquence majeure leur 

accumulation par les huîtres, élevées en zone littorale. Leur consommation peut ensuite être 

source de nouvelles épidémies, montrant la capacité de résistance de ces virus qui restent 

infectieux après ce cycle de transfert par l’environnement.  

La contamination du littoral représente donc une problématique de santé publique et la 

caractérisation des virus entériques humains présents dans cet environnement peut aider à 

la prévention de la transmisison de ces virus et la protection du consommateur.  

C’est dans cette optique de 'one world one health' que s’insère le projet Européen H2020 

COMPARE qui a pour ambition d’améliorer et de faciliter la détection et la prise de décision 

en lien avec les épidémies chez l’Homme ou l‘animal en utilisant les nouveaux outils du 

séquençage génomique. Cette approche novatrice permet de détecter et d’identifier tous les 

génomes contenus dans un échantillon. 

Ma thèse, s'incluant dans ce projet, a comme objectif le développement méthodologique 

pour l’application de la métagénomique à l'analyse d'échantillons de l'environnement tels 

que les eaux usées et les huîtres. L’approche métagénomique est séduisante pour l’étude 

d’échantillons environnementaux car elle offre la possibilité d'identifier d’autres virus 

entériques humains éventuellement présents. Cette technique ouvre de nouvelles 

perspectives comme l'utilisation des eaux usées comme outil de surveillance (Nieuwenhuijse 

and Koopmans, 2017). En effet, le séquençage agnostique d'un échantillon d'eau usée peut 

révéler la diversité des virus en circulation dans la population locale, et être plus 

représentatif que des échantillons d'individus. Les difficultés majeures rencontrées lors des 

études de métagénomique virale sont souvent liées à l'échantillon qui contient une grande 

diversité d’autres virus, de phages, de bactéries et de parasites, constituant un bruit de fond 

important. Lors du choix de la méthode de séquençage à utiliser et de la préparation de 

l'échantillon, il faut prendre en considération la matrice et le niveau de concentration virale. 
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En effet, cette abondance et la diversité du matériel génomique compliquent la détection 

des NoV, souvent présents en faibles concentrations, d'autant plus que ces virus possèdent 

un génome relativement petit en comparaison avec d'autres micro-organismes.  

 

Parallèlement aux progrès technologiques du séquençage à haut débit, une autre avancée 

majeure a écrit un nouveau chapitre dans l’histoire des NoV: le développement d’un 

système de culture cellulaire permettant la réplication virale. Découverts dans les années 

1970, leur étude a été limitée par les difficultés de cultiver ce virus in vitro.  

Pendant longtemps, la culture de cellules épithéliales intestinales humaines n'a pas été 

concluante pour leur multiplication, justifiant l'utilisation de virus modèles ou des études sur 

volontaires humains (Estes et al., 2019). Les travaux réalisés sur la culture d'épithélium 

intestinal humain à partir de cellules souches (Sato and Clever, 2013) a permis la réplication 

de plusieurs souches de NoVs (Ettayebi et al., 2016), technique reproduite depuis dans 

plusieurs laboratoires. Pouvoir étudier la réplication virale permet de mieux comprendre la 

biologie du virus mais également la persistance des particules dans l'environnement, point 

majeur pour le développement des stratégies pour la prévention ou le contrôle des 

infections par les NoVs. 

 

Dans ce manuscrit la première partie comprend une revue bibliographique exposant les 

caractéristiques des NoVs, et l'impact du rejet de ces virus sur la contamination de 

l'environnement littoral et des huîtres. Les différentes approches de métagénomique ainsi 

que les méthodes de culture des entéroïdes, sont également exposées. La seconde partie 

comprend des travaux originaux avec les premiers deux chapitres présentant des résultats 

préliminaires, données acquises mais incomplètes qui devront être finalisées, et les articles 

publiés ou soumis.  

Ce mémoire se termine par une discussion sur l’intérêt de ces travaux et sur les perspectives 

envisageables pour compléter cette étude. 
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1. NOROVIRUS 
 
1.1 HISTORIQUE 

Pendant longtemps les épidémies de gastroentérite aiguë non-bactériennes étaient 

simplement connues comme « grippe hivernale » ou « winter vomiting disease », sans 

identification d'un agent pathogène, mais avec l'observation d'une saisonnalité récurrente 

(pendant la saison froide). L’histoire des NoVs commence en 1972, quand un virologue, 

Albert Kapikian, mit en évidence pour la première fois en microscopie électronique la 

présence de petites particules de symétrie icosaédrique, dans une selle d'un enfant impliqué 

dans une épidémie survenue dans une école de la ville de Norwalk, Ohio, Etats-Unis (Figure 

1), d’où le premier nom attribué à la première souche identifiée, le virus de Norwalk.  

 

 

Figure 1 Agrégation des particules du diamètre de 27nm observées par immunomicroscopie électronique 

(Kapikian et al., 1972) 

 
C’est dans les années 90, grâce à l’évolution de la biologie moléculaire que les études sur les 

NoV progresseront. Le premier évènement marquant est le séquençage du génome complet 

de la souche Norwalk dans l'équipe de M.K. Estes (Jiang et al., 1992). 

 

A l’heure actuelle les NoV humains sont reconnus comme la première cause de 

gastroentérite aigüe d'origine virale toute classe d’âge confondue dans le monde.  

 
1.2 LES CALICIVIRUS  

La famille des Caliciviridae est constituée de virus à ARN simple brin, dépourvus d’enveloppe 

(également appelés virus nus) leur conférant une résistance importante dans 

l'environnement. L'enveloppe virale, étant lipoprotéique, est en effet thermolabile, sensible 

aux enzymes et à de nombreux agents chimiques et constitue un facteur de fragilité chez un 

virus. Selon la dernière parution du Comité International de Taxonomie des Virus (ICTV, 

International Committee on Taxonomy of Viruses) les calicivirus sont organisés en cinq 

genres : trois sont responsables de maladie affectant les animaux : les Lagovirus, les 

Nebovirus et les Vesivirus et deux affectent l'Homme et les animaux : les Norovirus et les 
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Sapovirus (Desselberger, 2019). D’autres virus ayant des caractéristiques morphologiques et 

physicochimiques similaires à celles des calicivirus pouvant être regroupés dans le genre 

Recovirus sont en attente de classement (Tableau 1).  

 
Tableau 1 Classification des calicivirus incluant les genres et espèces types (et abréviations utilisées) 

(Desselberger, 2019) 

 
 
Parmi les calicivirus infectant l’Homme, les sapovirus provoquent également des gastro-

entérites aiguës, et ont souvent été identifiés au Japon (Oka et al., 2015). L'augmentation du 

nombre d'épidémies impliquant ces virus suggère qu'ils doivent être considérés dans les 

problématiques de santé publique (Torner et al., 2016). Ces virus sont également 

fréquemment retrouvés dans l'environnement et les coquillages, confirmant leur présence 

chez l'Homme (Fusco et al., 2017). 

 

L’absence d’un modèle animal ainsi que les difficultés rencontrées dans la mise au point 

d’une méthode de culture des NoVs in vitro, ont justifiés la recherche de modèles d’étude ou 

de virus de substitution en utilisant des calicivirus comme prototype. Parmi les modèles les 

plus utilisés pour l’analyse de la biologie des NoV, nous pouvons citer les calicivirus félins 

(FCV), premiers calicivirus cultivables en laboratoire, le NoVs murin (MNV), découvert en 

2003 et, plus récemment, le virus tulane (TV) (Farkas et al., 2008; Thorne and Goodfellow, 

2014). 

Ce virus a été isolé pour la première fois en 2008 à partir de selle de singe rhésus. L'analyse 

de son génome et de ses caractéristiques physicochimiques ont conduit à la proposition d'un 

nouveau genre, les Recovirus, au sein de la famille Caliciviridae (Farkas et al., 2008). C’est 

notamment sa similitude aux NoVs humains lors des premières étapes de l'infection 

(reconnaissance de mêmes ligands), et la possibilité de le cultiver in vitro sur cellules de rein 

de singes qui renforcent l'intérêt du TV comme virus modèle pour étudier la physiologie des 
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NoVs (Farkas, 2015). Pour notre thématique, ce virus est intéressant car sa distribution 

tissulaire suite à des contaminations d'huître en bassin est identique à celle des NoVs 

(Drouaz et al., 2015). Sa longue persistance dans les tissus, comparable à celle observée pour 

les NoVs, nous a confirmé sa pertinence comme virus modèle (Polo et al., 2018). 

 

1.3 STRUCTURE DU GENOME VIRAL 

Le génome des NoVs est constitué d'un ARN linéaire monocaténaire d'environ 7600 bases 

(Figure 2). Les extrémités du génome viral contiennent des structures conservées pour 

permettre l'interaction avec les cellules hôtes et faciliter la réplication et la production de 

nouveaux virus (Thorne and Goodfellow, 2014). La portion 5' du génome présente la 

protéine VPg (Viral Protein linked to Genome), liée par covalence et essentielle à la 

réplication virale. La portion 3' se termine avec une séquence poly A impliquée dans la 

stabilité du génome viral et la traduction (Robilotti, Deresinski and Pinsky, 2015). 

 

 
 
Figure 2 Représentation du génome de NoV (Robilotti, 2015) 

 

Le génome des NoV est constitué de trois cadres de lecture (Open Reading Frame, ORF).   

L’ORF1 code les protéines non structurales, l’ORF2 code la protéine structurale majeure VP1 

et l’ORF3 code la protéine structurale mineure VP2 contribuant à la stabilité de la capside. 

Les noms et les fonctions des protéines virales sont résumés dans le tableau suivant (Tableau 

2), considérant que certaines fonctions ne sont pas encore totalement élucidées. 
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Tableau 2 Nomenclature des protéines structurales et non structurales qui composent le génome des NoVs, et 

leurs fonctions  (Hardy, 2005; Thorne and Goodfellow, 2014) 

Nomenclature des protéines virales Fonction 

P48 (N-term) Protéine terminale, forme un complexe pendant la 
réplication virale. Séquence et longueur  variables selon 
les génogroupes. 

NTPase (Nucléoside triphosphate) RNA hélicase / NTPase. 
p22 Formation d'un complexe pendant la réplication. 
VPg Protéine liée à l'ARNm de façon covalente, impliquée 

dans la traduction et la réplication du génome viral. 
Pro (3C-like) Unique protéase codée par le génome de NoV. 

RdRp RNA-dépendante RNA polymérase. 
VP1 (Viral Protein 1) Protéine majeure de la capside virale, participant à 

l'assemblage de la capside. 
VP2 (Viral Protein 2) Protéine mineure de la capside, rôle probable dans la 

production de virus infectieux et dans l'encapsidation du 
génome. 

 
 
1.4 STRUCTURE DE LA CAPSIDE VIRALE 

Les virions sont constitués d’une seule protéine de capside VP1 organisée en 90 dimères 

assemblés avec une symétrie icosaédrique pour former une capside de 28-35 nm de 

diamètre. VP1 est organisée en deux domaines principaux : le domaine S (shell en anglais), 

qui forme une sorte de coque intérieure et le domaine P (Protruding) formés de deux sous-

domaines, P1 et P2 (Erreur ! Source du renvoi introuvable.), proéminentes. Les interactions 

cellulaires sont majoritairement localisées sur le sous-domaine P2 à la surface du domaine S, 

ce qui se traduit par une variabilité importante du génome (Almand et al., 2017). 

L'interaction entre les domaines S et P joue un rôle dans l'assemblage de la capside mais 

aussi dans sa stabilité et le contrôle de sa taille (Choi et al., 2008). 

 
Figure 3 Structure de la capside virale (Atmar et al., 2005) 
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La capacité d'auto-assemblage des VP1 a été démontrée in vitro (Jiang et al., 1992). Cette 

protéine structurale forme de façon spontanée des Virus Like Particles (VLPs) (ou pseudo-

particules en français), particules identiques aux virions en terme de morphologie et 

d'antigénicité, mais dépourvues d'ARN. Les VLPs ont permis des avancées notables dans la 

compréhension de l'architecture des NoVs, de leur capacité de liaison aux récepteurs 

cellulaires et de la réponse du système immunitaire (Prasad et al., 2000; Ruvoën-Clouet et 

al., 2013; Tan and Jiang, 2014). Ces VLPs ont également trouvé un intérêt pour étudier les 

interactions entre les NoVs et les tissus de coquillages telles que l'expression des ligands ou 

leur localisation tissulaire (Le Guyader et al., 2006; Maalouf et al., 2010). 

 

1.5 TAXONOMIE ET CLASSIFICATION  

Basée sur une analyse phylogénétique de la séquence de la protéine structurale VP1, la 

classification des NoVs est actuellement organisée en 7 génogroupes (G), de GI à GVII, eux-

mêmes divisés en génotypes. Les NoVs infectent divers hôtes : les GI, GII et GIV infectent 

l’Homme, le GIII les bovins et les ovins, le GV les murins, les GVI et GVII les chiens (De Graaf, 

Van Beek and Koopmans, 2016; Atmar et el., 2018). Parmi les souches humaines, plus de 30 

génotypes ont été identifiés et de nouveaux variants émergent environ tous les deux ou trois 

ans, entraînant une augmentation des cas de gastro-entérites dans le monde (Kroneman et 

al., 2013; Atmar et al., 2018). 

Pour être classées dans un même génogroupe, les souches doivent partager au moins 60 % 

des séquences en acides aminés de la VP1, alors qu’entre les deux génogroupes GI et GII 

cette similarité est inférieur à 50 %. Au sein d’un même génotype, les NoVs doivent avoir 

une homologie minimale de 80 % avec la souche de référence (Kroneman et al., 2013; Vinjé, 

2014) (Figure 4).  

Les NoVs étant sujets à recombinaison (voir paragraphe 1.7), un double système de 

nomenclature a été proposé, basé sur la séquence de la polymérase (P) dans l'ORF1 et de la 

capside (VP1) dans l'ORF2 (Kroneman et al., 2013). Cette nomenclature inclue également des 

informations concernant l’espèce hôte, les abréviations du nom de la ville et du pays 

d'identification de la souche, ainsi que l'année de la première identification, le génogroupe 

et le génotype (ORF1 et ORF2) et, en cas de nouveaux variants, le nom du lieu 

d’identification et l'année de la 1ère identification. Pour exemple, la nomenclature pour la 

souche de Norwalk, prototype des NoV humains est : GI /Hu/US/1968/GI.P1-GI.1/Norwalk, 

indiquant qu’il s’agit d'une souche du génogroupe I, dont l’hôte est l’Humain (Hu), identifiée 

aux Etats-Unis (US), au cours de l'année 1968, dans la ville de Norwalk.  GI.P1-GI.1 se réfère 

respectivement au classement de la polymérase (ORF1) et la capside (ORF2).  
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Figure 4 Classification des NoVs en sept génogroupes selon la séquence en acides aminés de la protéine 

structurale VP1.  

L’arbre phylogénétique représente la diversité spatiale et temporelle des souches de NoV. Les NoV appartenant 
aux GI, GII et GIV infectent l’homme, à exception des virus GII.11, GII.18 et GII.19, qui infectent le porc, et les 
GIV.2 le chien. Les souches GII.15, détectées uniquement chez l’homme font l’objet d’une proposition d'un 
nouveau génogroupe. La barre d'échelle reflète le nombre de substitutions d'acide aminé par site (de Graaf et 
al., 2016).  

 
Depuis la dernière mise à jour de la classification des NoVs en 2013, l'utilisation croissante 

du séquençage génomique a conduit à l'identification de plusieurs séquences candidates 

pour être classifiées comme nouveaux génogroupes et génotypes de NoV. Afin de fournir 

une classification uniforme face aux recombinaisons et pour éliminer le système de 

dénomination des souches « orphelines » pour l’ORF1 (par exemple, GI.Pa, GI.Pb, GII.Pa, 

GII.Pe, etc.), une nouvelle classification a été récemment proposée regroupant les séquences 

nucléotidiques de la région partielle RdRp en (P)-groupes et (P)-types indépendamment de 

leurs génogroupes et de leur génotypes  (basés sur la classification des capsides) (Chhabra et 

al., 2019). Selon cette nomenclature, la séquence GI.P1-GI.1 est désormais désignée GI.1[P1] 

et les séquences orphelines telles que GI.Pa, GI.Pb ont été intégrées et normalisées (par 

exemple GI.P10 et GI.P11, respectivement).  

Ce manuscrit de thèse, arrivant dans un moment de transition, a été rédigé selon la 

classification de Kroneman et al., 2013. 

 
1.6 MUTATION ET EVOLUTION 

Comme pour de nombreux autres virus à ARN, l’accumulation des mutations est un des 

mécanismes à la base de la grande variabilité des NoVs. Parmi les genotypes de NoVs 

infectant l’Homme, les NoVs GII.4 ont montré la plus grande diversité de variants, répandus 
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dans le monde entier (Figure 5). Tous les 2 ou 3 ans depuis 2002, un nouveau variant GII.4 

devient prédominant remplaçant la souche précédente et causant des nouvelles épidémies 

(Belliot et al., 2010). Une comparaison entre l’évolution des souches GII.4 et les souches 

non-GII.4, indique que les souches non-GII.4 sont moins soumises à la pression adaptative et 

que les variants pandémiques GII.4 ont un taux d’erreur de la polymérase cinq à 40 fois 

supérieur à celui des souches non pandémiques, engendrant une augmentation dans la 

vitesse d’évolution de cette souche (Belliot et al., 2010 ; Ruvoën-Clouet et al., 2013; De Graaf 

et al., 2016).  

 
Figure 5 Evolution temporelle de apparitiond’apparition des variants GII.4 et d'autres génotypes récents (Atmar 

et al., 2018) 

Un certain nombre de mécanismes déterminent l'évolution de cette souche, comme la 

possibilité de se lier à un plus large panel d'antigènes tissulaires de groupe sanguin (HBGA, 

Histo Blood Group Antigens), et aussi des taux de réplication et de mutation plus élevés, ce 

qui leur donne une plus grande capacité d'évolution que les autres génotypes de NoVs 

(Belliot et al., 2010; White, 2014; Atmar et al., 2018).  

Deux modèles d'évolution distincts ont été proposés chez les NoVs : statique et évolutif 

(Figure 6) (Parra et al., 2017). Ces auteurs proposent le terme d’immunotype, pour 

différencier entres les virus statiques (principalement souches non-GII.4), ciblant 

essentiellement les enfants (plus exposés et infectés par des souches différentes en raison 

d'un système immunitaire encore immature), et les virus évolutifs, virus accumulant 

continuellement des mutations (souches GII.4 mais aussi GII.17) (Chan et al., 2016). Ces 

derniers infecteraient préférentiellement les individus plus âgés ayant acquis une immunité 

contre un certain nombre de génotypes statiques (Mori et al., 2017 ; Parra et al., 2017). Ce 

modèle est en accord avec les observations de Simmons et al. (2013) qui estiment la durée 

d’une immunité souche-dépendante jusqu’à 9 ans.  
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Figure 6 Modèle d'évolution de NoVs.  

Les souches GII.4 acquièrent des modifications phénotypiques de leurs principales protéines de capside au fil du 
temps (génotype en évolution), tandis que les virus non-GII.4 conservent une protéine de capside hautement 
conservée pendant des décennies (génotype statique). Ce modèle prédit que les enfants sont constamment 
exposés et infectés par des souches de chacun des différents immunotypes (jusqu'à ce qu'une immunité étendue 
se développe), tandis que les individus plus âgés sont plus susceptibles de tomber malades à cause de l'évolution 
des génotypes. Ce modèle expliquerait les différences épidémiologiques rapportées dans la distribution des 
génotypes de norovirus chez les enfants et les adultes (Parra et al., 2017). 

 
1.7 RECOMBINAISONS GÉNÉTIQUES 

La recombinaison est la formation d’un génome chimère à partir des génomes parentaux 

d’origines différentes. Ce mécanisme participe à l’évolution continuelle des NoVs et à leur 

diversité avec un impact sur la virulence de la nouvelle souche, la capacité d’évasion au 

système immunitaire de l’hôte et la résistance dans l’environnement et aux agents 

antiviraux (Simon-Loriere and Holmes, 2011; White et al., 2014). Les recombinaisons ont 

essentiellement lieu entre génotypes et sont induites par un saut de l’enzyme polymérase 

lors de la réplication, généralement au niveau de la jonction entre ORF1 et ORF2. La région 

du génome impliquée dans la recombinaison est une des portions les plus conservées, ce qui 

explique cet échange de matrice entre deux souches et la formation des nouveaux variants 

homologues qui amène à un assortiment entre protéines structurales et non structurales 

(Simon-Loriere and Holmes, 2011; Vinjé, 2014; Rocha-Pereira et al., 2016). Par ailleurs, 

comme pour de nombreux autres virus à ARN, la réplication du génome entraîne des erreurs 

liées à l'activité de la polymérase (De Graaf, Van Beek and Koopmans, 2016).  
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2. NOROVIRUS CHEZ L’HOMME 
 

2.1 SENSIBILITE GENETIQUE AUX NOVs 

Les souches de NoVs reconnaissent des motifs glycanniques, similaires aux antigènes de 

groupe sanguin, ce qui induit une différente sensibilité aux infections (Ruvoën and Le Pendu, 

2013). Les HBGA sont présents sur les érythrocytes mais également sur la surface des 

cellules épithéliales de différents tissus dont le système digestif, et sous forme libre ou 

complexées dans certains liquides biologiques comme la salive et le lait. Les HBGA sont des 

sucres complexes, appelés glycannes, synthétisés par des glycosyltransférases, enzymes que 

catalysent le transfert d’un monosaccharide (comme le fucose ou le galactose) pour former 

des oligosaccharides. Parmi les gènes qui codent pour les glycosyltranférases, trois sont 

impliqués dans la formation des glycannes qui interagissent avec les NoVs :  

Fucosyltransferase 2 (FUT2), Fucosyltransferase 3 (FUT3) et ABO, chacun présentant un 

important polymorphisme (Le Pendu et al., 2014). La présence ou l’absence de l’une ou de 

l’autre de ces enzymes génère une diversité du profil de glycosylation dans la population 

humaine. Comme schématisé dans la Figure 7, les individus sécréteurs, porteurs du gène 

codant pour l’enzyme FUT2, représentent environ 80% de la population et sont sensibles aux 

infections par les NoVs. Le restant de la population, non porteurs de ce gène, sont 

globalement résistants à l’infection par les NoVs bien que certaines souches les infectants 

aient été caractérisées. De façon similaire, la présence/absence de l’enzyme FUT3 permet de 

distinguer les individus Lewis positifs des Lewis négatifs, alors que la variabilité du gène ABO 

divise la population en individus A, B, AB et O. La combinaison des FUT2 et ABO détermine la 

sensibilité ou la résistance aux NoVs (Ruvoën and Le Pendu, 2013). Ces antigènes ABH et 

Lewis étant présents dans les mucines salivaires, un test utilisant des salives et des VLPs 

permet de discriminer leur sensibilité éventuelle à l'infection en considérant la capacité de 

fixation des VLPs (Le Pendu et al., 2006). 

  
Figure 7 variabilité du profil de glycosilation dans la population humaine et son impact sur la sensibilité aux 

NoVs (Rougemont et al., 2010). 
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2.2 FACTEURS INFLUENCANT L’EPIDEMIE  

Fortement contagieux, rapidement et efficacement excrétés, très résistants dans 

l’environnement et en évolution continue, les NoVs ont acquis un caractère épidémique qui 

fait de ces virus la première cause de gastroentérite aigüe non bactérienne dans le monde, 

toutes classes d’âges confondues (Hall, 2012). 

Les raisons de son succès sont multiples : 

 

- Excrétion virale  

La quantité de virus excrétée par les individus infectés est importante et varie de 105 à 1011 

particules virales par gramme de selles et cette excrétion peut se prolonger au moins 15 

jours après la rémission des symptômes (Aoki et al., 2010; Atmar, 2010; Hall, 2012). 

La présence de plusieurs particules de NoVs au sein de vésicules membranaires (diamètre 

<200 nm) libérées dans les selles des personnes infectées, pourrait contribuer à leur 

diffusion (Santiana et al., 2018). Ces vésicules pourraient protéger les virus lors de leur 

passage dans l’appareil gastro-intestinal, et favoriser leur propagation en transportant 

plusieurs particules virales collectivement vers l'hôte suivant, améliorant la MOI (Multiplicity 

Of Infection) et la gravité de la maladie. 

 

- Dose infectieuse 

La DI50 correspond à la dose de virus qui entraîne des signes cliniques chez 50 % des 

individus infectés. L'incapacité de cultiver les NoVs humains in vitro et l'absence d'un modèle 

animal ont conduit à l'utilisation des volontaires humains pour étudier la pathogenèse virale 

et l'immunité. Considérant l’impossibilité de différencier entre particules infectieuses et non, 

la PCR de l’inoculum a toujours été la méthode sélectionnée pour quantifier les particules 

virales (Teunis et al., 2008; Atmar et al., 2014).  

Une des caractéristiques des NoVs est la dose infectieuse extrêmement basse, moins de 18 

particules virales suffisent pour transmettre l’infection (Teunis et al., 2008). Toutefois, la 

compréhension de la dose infectieuse est en outre compliquée par la sensibilité génétique 

individu-dépendant et par l’agrégation des particules virales dans l’inoculum (Hall, 2012 ; 

Atmar et al., 2014). Les NoVs font partie des agents pathogènes les plus infectieux. 

 

- Individus asymptomatiques  

Selon leur sensibilité génétique, les individus infectés peuvent soit développer la maladie 

dans les 12-48 heures soit rester asymptomatiques. Ces porteurs asymptomatiques, ignorant 

leur infection, peuvent favoriser la transmission à d’autres individus en négligeant les règles 

d'hygiène élémentaires. De plus, l’excrétion des virus par les individus asymptomatiques est 

presque aussi importante que celle des individus malades, avec des variations importantes 

(de 105 à 109 particules virales/g de selle), et une durée estimée entre 8 et 60 jours (Teunis et 

al., 2015).  

 
2.3 PATHOGENÈSE 

Les difficultés rencontrées pour développer un modèle de culture in vitro des NoVs, a freiné 

la compréhension des mécanismes liés à l’infection virale. Pour pallier à ces difficultés, des 

études physiologiques et histologiques sur des volontaires humains et des modèles animaux 
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en utilisant des virus modèles ont été réalisées (Cheetham et al., 2006; Troeger et al., 2009; 

Karst, 2010).  

Les étapes clés du processus d’infection des NoVs peuvent se résumer ainsi : suite à 

l’introduction dans l’organisme, les particules virales infectent les entérocytes du petit 

intestin (duodénum, jéjunum et iléum). Les cellules du système immunitaire (cellules B, 

macrophages et cellules dendritiques), comme suggérées dans certaines études, ne 

semblent pas jouer un rôle majeur, en raison de l’absence de réplication du virus dans ces 

cellules (Karandikar et al., 2016; Karst and Tibbetts, 2016). Des changements 

histopathologiques sont observés également dans le petit intestin simultanément à une 

diminution de l’activité des enzymes de la bordure en brosse entraînant une malabsorption 

(Karst et al., 2010). 

Le microbiote pourrait également jouer un rôle en facilitant le passage des NoV dans le 

lumen intestinal (Karst and Wobus, 2015), de plus il a été démontré que certaines bactéries 

entériques reconnaissent spécifiquement les NoVs (Miura et al., 2013). Après pénétration 

dans la cellule hôte et multiplication, la mort cellulaire conduit à la libération des particules 

virales néoformées. Des lésions intestinales spécifiques ont été mises en évidence, comme le 

raccourcissement des microvillosités intestinaux, la vacuolisation des cytoplasmes et 

l’œdème intercellulaire (Karandikar et al., 2016; Atmar et al., 2018). La mort des entérocytes 

provoque une inflammation intestinale, et la réponse immunitaire avec la production 

d’anticorps se met en place. Pendant cette phase de multiplication virale les symptômes 

apparaissent avec de la fièvre, des nausées souvent accompagnées de vomissements 

violents et de diarrhées aqueuses (Atmar et al., 2018). La pathogénicité des NoVs semble 

être souche-dépendante avec certaines souches GII.4 plus souvent associées à des 

vomissements, diarrhées prolongées et une excrétion dans les selles de particules plus 

importantes en comparaison aux autres génotypes de NoVs GII. La pathogénicité des NoVs 

et la quantité de virus excrétés pourraient également être en relation avec l’âge et l’état de 

santé de l’individu infecté (De Graaf et al., 2016). 

 
2.4 VOIE DE TRANSMISSION  

La transmission se fait majoritairement de personne à personne (féco-orale) due à un 

manque d'hygiène. Cette voie de transmission représente environ 90% des cas et concerne 

essentiellement les souches GII.4. Ainsi, de nombreuses épidémies impliquant le génotype 

GII.4 ont été décrites dans les établissements de soins et de santé, dû au contact direct entre 

personnes (Ahmed et al., 2013; De Graaf et al., 2016; Atmar et al., 2018). Les autres souches 

sont transmises de façon plus diverses comme montré par les données d’épidémiologie 

moléculaire. Par exemple, les souches du GI sont fréquemment identifiées suite à la 

consommation d’eau, d’aliments, lors d’activités de loisirs, ou encore par ingestion des 

particules projetées par aérosol lors des vomissements (Makison Booth, 2014; Verhoef et al., 

2015; De Graaf et al., 2017). Les souches du GI sont également plus fréquemment transmises 

par les coquillages ou les huîtres contaminées (Le Guyader et al., 2012; Yu et al., 2015). 

Hormis les souches GII.4, les souches plus communément reconnues comme cause 

d’épidémie de gastroentérite sont les GII.3 (6.1%), GII.6 (5.7%) et GII.2 (4.6%) (Burke et al., 

2018). 

La transmission par les aliments est une voie de dissémination importante des NoVs à 
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travers le monde, dû à la globalisation de la chaîne alimentaire. Les NoVs constituent les 

agents les plus fréquemment impliqués dans les épidémies d'origine alimentaire aux États-

Unis (53.0%) et en Europe (32.2%) (LI et al., 2018). La contamination des aliments peut 

survenir lors des étapes de la production primaire jusqu’à la commercialisation mais 

également pendant la manipulation des aliments. Parmi les 14% d'épidémies d’origine 

alimentaire, 10% sont causées par une souche GII.4, 27% par tous les autres génotypes et le 

37% par des mélanges de GII.4 et d'autres NoVs (Verhoef et al., 2015). La compréhension 

exacte du rôle des NoVs dans les épidémies d’origine alimentaire est difficile à estimer en 

raison des disparités des méthodes de surveillance selon les pays. La présence d’un système 

européen d'alerte rapide (RASFF) permet de partager plus efficacement les informations sur 

les risques pour la santé liés aux denrées alimentaires et aux aliments pour animaux. Il est 

important de noter que ce réseau d'alerte est basé sur la détection de virus dans des 

produits alimentaires sans lien avec des données épidémiologiques ou cliniques. En 2018, 

des NoVs et des virus de l'hépatite A ont été détectés 56 fois (33 en 2017) dans des aliments 

variés (11 produits différents), produits ou importés dans 30 pays (Figure 8).  

 

 
Figure 8 Alerte RASFF (https://twitter.com/ceeramtools) 

 

2.5 CYCLE DE REPLICATION 

La réplication virale est un procédé de biosynthèse au cours duquel le virus entre en 

interaction avec une cellule hôte afin d'y introduire son génome viral, détourne la 

machinerie cellulaire à son profit, pour fabriquer de nouveaux virus. Les étapes de 

réplication varient selon les caractéristiques du virus. Comme de nombreux autres virus à 

ARN, le génome des NoVs permet une réplication rapide, mais non encore totalement 

élucidée. La première étape dans le cycle de réplication est l’entrée en contact du virus et de 

la cellule (résumé dans la figure 9). Pour les NoVs cette phase d'attachement se fait par 

https://twitter.com/ceeramtools
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reconnaissance de structures carbohydrates connues comme les HBGA, selon une spécificité 

liée aux génogroupes (Ruvoën-Clouet et al.,  2013), et vraisemblablement également de 

façon aspécifique par reconnaissance d'acides sialiques ou d'autres structures aujourd’hui 

encore inconnues qui permettraient la pénétration du virus à l’intérieur de la cellule (Almand 

et al.,  2017). La capside virale est ensuite dégradée et seul le génome est libéré dans le 

cytoplasme cellulaire. Les données disponibles sont essentiellement basées sur la réplication 

du virus murin et les travaux pour comprendre la réplication des souches humaines se 

poursuivent (Estes et al., 2019). La réplication des NoVs se situe dans les entérocytes comme 

montré par la détection d'antigènes et d'ARN viraux dans des biopsies de patients infectés. 

Ensuite, même si les détails précis ne sont pas encore élucidés après production des divers 

éléments constitutifs du virion, la capacité d'auto-assemblage des VP1 et les interactions 

avec VP2, les génomes sont encapsidés avant libération des nouveaux virus, probablement 

par apoptose cellulaire (Morillo and Timenetsky, 2011; Thorne and Goodfellow, 2014). 

 

 

 
Figure 9 Modèle d'entrée du NoVs. 

La première étape est l’attachement du virus à la surface de la cellule, qui peut être facilité par les glycanes 
hôtes associés aux cellules, y compris les HBGA. La deuxième étape est l'engagement du récepteur, protéine 
membranaire contenant un domaine d'immunoglobuline (Ig) encore inconnu pour les NoVs humains. Après 
l’engagement du récepteur, le virus pénètre par endocytose. Si le calicivirus félin constitue un bon modèle, la 
liaison au récepteur déclenche la protéine de capside mineure VP2 pour former un portail membranaire 
susceptible de permettre la libération du génome viral dans le cytosol (Graziano et al., 2019).  

 
2.6 IMMUNOLOGIE  

Pendant longtemps l'immunité induite par une infection à NoVs est restée difficile à 

comprendre. La réponse immunitaire est généralement de courte durée et souche-

dépendante rendant possible une nouvelle infection chez un même individu (Dolin et al., 

1975; Ruvoën-Clouet et al.,  2013; Zhu et al., 2013). En cas de déficit immunitaire, l’infection 

par les NoVs peut perdurer pour des longues périodes, voir plus d’un an (Nilsson et al., 
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2003). La chronicité de la maladie étant due, à l’impossibilité du système immunitaire 

d’éliminer les virus (De Graaf et al., 2016). Chez l'hôte immunocompétent la réponse 

immunitaire suite à une infection est de courte durée et souche-dépendante (Atmar et al., 

2018). Les nouvelles souches échappent plus facilement à la réponse immunitaire de 

l'organisme hôte, qui induit une pression de sélection antigénique sur le sous-domaine P2 de 

la VP1, connu pour sa variabilité (Atmar, 2010; Vinjé, 2014). 

 
2.7 EPIDEMIOLOGIE 

Tous les groupes d'âge sont susceptibles d'être contaminés par les NoVs, la majorité de la 

morbidité et de la mortalité concerne la population pédiatrique et les personnes âgées 

(Robilotti et al., 2015). Les gastro-entérites à NoVs sont aussi communément appelées 

«winter vomiting desease», en raison de la prévalence plus élevée d'infections à NoVs 

enregistrées pendant les mois d'hiver, principalement de novembre à avril. Pour expliquer 

cette tendance, il semble que la température, l'humidité et les conditions climatiques en 

général pourraient jouer un rôle (Hall, 2012). Dans l'hémisphère nord, rassemblant les pays 

pour lesquels le plus de données sont disponibles, la saison associée à la pluie et à la natalité 

semblent constituer les facteurs déterminants (Ahmed et al., 2013). La transmission est 

facilitée par les activités intérieures (Grøndahl-Rosado et al., 2014). Une corrélation avec le 

début de l’année scolaire a également été mise en évidence pour les épidémies chez les 

enfants (Kraut et al., 2017). 

Depuis 1999 les données concernant les épidémies causées par les virus entériques ont été 

collectées dans 13 pays de l’Union Européenne et partagées dans un réseau informel appelé 

FBVE (Foodborne Viruses in Europe). En 2008 les bases des données ont été séparées selon 

les différents agents pathogènes et NoroNet a pris le relais pour les NoVs avec un nombre 

croissant de pays participants (https://www.rivm.nl/en/noronet). J’ai représenté les 

données collectées par ce réseau entre janvier 2005 et janvier 2019 à l’aide du logiciel 

RStudio v1.2.13 dans le but d’étudier la tendance temporelle des épidémies aux NoVs 

(Figure 10) et la variabilité des souches impliquées (Figure  et Figure ). Ce suivi met en 

évidence les variations épidémiologiques. Par exemple, l’hiver 2012-2013 se différencie avec 

un pic très important de cas de gastroentérites, liés à l’apparition d’un recombinant de la 

souche GII.4 avec la polymérase GII.Pe (Figure 11 et 12). Une évolution soudaine similaire a 

été rapportée par la souche GII.17 dans l’hiver 2015-2016, confirmant la définition des 

souches évolutives de Parra et collègues (2017). Si cette souche s’est rapidement répandue 

dans des nombreuses villes d’Europe, États-Unis et Australie, elle n'a pas remplacé la souche 

GII.4 (De Graaf et al., 2016). Bien que la majorité des épidémies soient liées aux GII, l’hiver 

2016-2017 a montré une importante augmentation des infections liées à des souches de 

NoVs GI. 

 

https://www.rivm.nl/en/noronet
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Figure 10 Variabilité temporelle de NoVs GI (bleu), GII (rouge) et GIV (vert) à partir de janvier 2005 (05) 

jusqu’à janvier 2019 (19).  

 

 
Figure 11 Variabilité de la région ORF1 des souches impliquées dans des épidémies entre janvier 2005 et 

janvier 2019. Could not assign : souches pour lesquels le typage n’a pas été possible. Minor strain : Nombre 

d’épidemies reportées < 10. 
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Figure 12 Variabilité de la region ORF2 des souches impliquées dans des épidémies entre janvier 2005 et 

janvier 2019. Could not assign : souches pour lesquels le typage n’a pas été possible. Minor strain : Nombre 

d’épidemies reportées < 10. 
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3. LES VIRUS ENTERIQUES HUMAINS ET L'ENVIRONNEMENT 
 
3.1 VIRUS ENTERIQUES  

Les rejets humains contiennent un mélange de matières, de débris et une variété de 

produits chimiques issus des activités résidentielles, commerciales et industrielles (Okoh et 

al., 2010). Le plus souvent ces rejets vont être acheminés par un réseau collectif vers les 

stations d’épuration. Ces rejets, appelés plus largement eaux usées ou eaux brutes, 

représentent, d’un point de vue microbiologique, la diversité des micro-organismes circulant 

dans la population locale, pouvant représenter un danger pour l’homme (organismes 

pathogènes) ou pas (flore intestinale, portage sain de virus..) (Fernandez-Cassi et al., 2017; 

Osunmakinde et al., 2018).  

Les virus entériques humains sont ainsi appelés pour leur cycle de multiplication qui 

comprend l’excrétion dans les selles des individus infectés. Ces virus sont essentiellement 

des petits virus (autour de 30 nM), non enveloppés et possédant un génome à ARN. Leur 

taille et l'absence d'enveloppe (la présence d'une enveloppe constituant un facteur de 

fragilité) leurs procurent des capacités de résistance importante et favorisent leur 

transmission par l'environnement (Metcalf, 1995). En particulier les poliovirus, responsable 

d'épidémies dévastatrices autrefois dans nos pays et malheureusement toujours présents 

dans certains pays, ont été les premiers à démontrer l'importance de l'environnement pour 

leur transmission (George, 1916; Metcalf, 1995; Sadeuh-Mba et al., 2019). Après 

contamination féco-orale et multiplication dans l’intestin, ces virus migrent vers d’autres 

organes (comme le système nerveux central) et sont responsables d'un large éventail 

d'infections chez l'homme présentant divers syndromes cliniques (paralysie, cardiopathie, 

méningite…) (Montazeri et al., 2015). 

 

Les virus excrétés dans les selles humaines appartiennent à de nombreuses familles virales 

et induisent des pathologies variées (Tableau 3) :  

- Gastroentérite : Caliciviridae (NoVs et sapovirus), Astroviridae, Rotaviridae, 

Adénoviridae, Picornaviridae. 

- Hépatite : Picornaviridae (virus de l'hépatite A) et Hepeviridae (virus de l'hépatite E). 

- Maladies diverses : Picornaviridae (poliovirus, coxsackievirus, échovirus…). 
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Tableau 3 Principaux virus entériques humains rejetés dans l’environnement (Adapté de Parnaudeau et al., 

2014) 

Nom Capside Taille capside Génome Taille génome Saison 

Calicivirus icosaèdre 27-32nM ARNsb* 7642pb* hiver 

Astrovirus Icosaèdre 27-32nM ARNsb 6797pb hiver 

Rotavirus Icosaèdre, triple 70nM ARNdb** 11 gènes de 3302-
667pb 

Hiver 

Adénovirus Complexe 70nM ADNdb 35900pb Toute l’année 

Aïchi virus Icosaèdre 27-32nM ARNsb 8251pb Toute l’année 

V. Hépatite A Icosaèdre 27-32nM ARNsb 7478pb Toute l’année 

V. Hépatite E Icosaèdre 27-32nM ARNsb 7500pb Toute l’année 

Entérovirus icosaèdre 20-30nM ARNsb 7200pb été 

*sb : simple brin 
**db : double brin  
***pb : pair de baise 
 
3.2 NOVs DANS L’ENVIRONNEMENT  

Les concentrations dans les eaux usées changent notablement au cours de l’année, avec des 

concentrations plus faibles pendant l’été (entre < 103 et 106 copies d’ARN/L) et des pics en 

hiver (entre 105 et 109 copies d’ARN/L) (Kazama et al., 2016; Schaeffer et al., 2018). En 

corrélation avec l'épidémiologie, la concentration de NoVs GII est toujours significativement 

plus élevée que la concentration de NoVs GI, phénomène indépendant de la région 

géographique et de la saison (Figure 13) (Eftim et al., 2017). Le traitement des eaux usées est 

donc important pour la santé de toute communauté. Cet objectif de diminuer les NoVs doit 

être conjugué à l'objectif de l'élimination des polluants chimiques et biologiques afin de 

réduire les impacts négatifs pour l’environnement, et la contamination des aliments (Hoque 

et al., 2019). 

 
Figure 13 Distribution saisonnière et concentration de NoVs GI (noir) et GII (rouge) dans les échantillons 

d'eaux usées (Adapté de Fumian et al., 2019) 
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En effet, de par leur capacité à s’infiltrer dans les sols ou leur résistance importante, les 

NoVs peuvent contaminer les eaux souterraines,les rivières et estuaires (Adriaenssens et al., 

2018; Kauppinen et al., 2018; Sedji et al., 2018). Outre cet apport par les bassins versants, les 

NoVs peuvent atteindre l’écosystème marin via des fosses septiques défaillantes, des 

débordements de station d’épuration ou encore des inondations (Maalouf et al., 2010). Une 

fois rejetées dans l'environnement côtier, les particules virales sont soumises à un processus 

de sédimentation et/ou de dilution dû aux marées et aux conditions physico-chimiques du 

milieu marin, telles que l'irradiation par le soleil, la salinité, la température et le pH 

(Pommepuy et al., 2005; Cook et al., 2016).  

 

3.3 PRINCIPES ET FONCTIONNEMENT DES SYSTEMES D’EPURATION  

L’épuration des eaux usées est un ensemble de techniques qui font appel à différents 

traitement physiques, chimiques et biologiques afin de recycler ou purifier les eaux usées 

avant de les réintroduire dans l’environnement (le plus souvent dans les eaux de surface ou 

parfois en milieu côtier) (Figure 14).  

Ils existent différents procédés de traitement des eaux usées : individuels (pour les 

habitations situées en dehors des agglomérations) ou collectifs. Parmi les traitements 

collectifs, le lagunage naturel tend à disparaitre en raison des difficultés d’entretien, du 

manque de place disponible et de sa faible efficacité pour l’élimination des micro-

organismes dont les virus entériques humains (Schaeffer et al., 2018).  

Les étapes principales d’épuration comprennent une étape préliminaire d’élimination des 

déchets plus volumineux par passage de l’eau à travers des grilles ou des filtres à sable 

(dégrillage ou dessablage) suivie par le traitement primaire par décantation des eaux 

permettant le dépôt et l’élimination des parties solides (boues), et secondaire dans des 

bassins d’aération où le développement d’organismes biologiques dégrade la pollution 

carbonée et azotée par voie oxydative. 

Les eaux traitées sont rejetées dans le milieu naturel alors que les boues en excès peuvent 

être utilisées pour l’épandage en agriculture ou encore dans la production de biogaz, après 

une étape d’élimination de l’eau et d’inactivation des particules virales à la chaux 

(http://www.natura-sciences.com/environnement/station-depuration-biologique.html).  

Plusieurs traitements tertiaires basés sur le principe de la filtration sont possibles pour 

diminuer les matières en suspension et la pollution organique avant que les eaux usées 

soient rejetées dans l'environnement ou réutilisées pour l’irrigation agricole et l’arrosage 

d’espaces verts. Les procédés les plus courants sont la microfiltration (MF), l’ultrafiltration 

(UF), la nanofiltration (NF), l’osmose inverse (OI) et la filtration sur milieu granulaire (sable, 

anthracite…) (Boutin, 2009). L'ultrafiltration est un des procédés les plus utilisés ; elle utilise 

la séparation membranaire en utilisant la pression pour éliminer les particules en suspension 

dans l'eau (Abdessemed, Nezzal and Aïm, 1999). Si les principaux avantages sont la rétention 

des principaux composants des eaux usées (azote, du phosphate total, des coliformes 

totaux..), la simplicité et le respect de l ‘environnement (car ne prévoit pas l’utilisation de 

substances chimiques), le problème principal est le colmatage de la membrane qui provoque 

une diminution du flux de perméat dans le temps et une limitation de l’efficacité de 

séparation (Salladini et al., 2007). 

 

http://www.natura-sciences.com/environnement/station-depuration-biologique.html
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Figure 14 Schéma des différents procédés d’épuration 

3.4 EFFICACITE DES TRAITEMENTS D’EPURATION  

L’efficacité des traitements d’épuration est actuellement contrôlée par l’utilisation 

d’indicateurs bactériens, définies en trois classes principales selon le rapport de la World 

Health Organisation sur les indicateurs de la qualité microbiologique de l’eau (Ashbolt, 

Grabow and Snozzi, 2001) : 

 

Indicateurs microbiens généraux de processus : groupes d'organismes qui démontre 

l'efficacité d'un processus, telles que les bactéries hétérotrophes totales ou les coliformes 

totaux pour la désinfection au chlore. 

Indicateurs de contamination fécale : tels que les groupes bactériens, coliformes 

thermotolérants ou E. coli. Leur présence signale que des agents pathogènes peuvent être 

présents. 

Organismes Index et organismes modèles : groupe/espèce indicative de la présence et du 

comportement de l'agent pathogène, tels que E. coli en tant qu'indice pour Salmonella et les 

coliphages ARN-F cultivables en tant que modèles de virus entériques humains. 

 

Si les traitements mis en place dans les stations d’épuration réduisent le nombre des 

bactéries indicateurs de contamination fécale, avec une efficacité de 98,76% pour les 

coliformes totaux et de 99,29% pour les coliformes thermotolérants (Branco et al., 2016), 

des virus infectieux ont été isolés dans des environnements aquatiques répondant aux 

normes des indicateurs bactériens (Okoh, Sibanda and Gusha, 2010; Bisseux et al., 2018). Les 

virus sont résistants au traitement UV et à la chloration, deux stratégies courantes de 
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désinfection dans le traitement secondaire des eaux usées et leurs agrégations ou leurs 

adhésions aux particules en suspension réduit l’efficacité des traitements (Montazeri et al., 

2015). Ces systèmes d'épurations montrant leurs limites pour l'élimination des virus, ils sont 

souvent complétés par un traitement tertiaire d'ultrafiltration (Sima et al., 2011; Schaeffer et 

al., 2018). Cependant aucun système de traitement des eaux usées ne peut garantir 

l'élimination totale de ces virus entériques humains (Sano et al., 2016; Gerba et al., 2018). 
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4. NOROVIRUS ET HUITRE 
 

“J'adore les huîtres : on a l'impression d'embrasser la mer sur la bouche.” 
Léon-Paul Fargue 

 
4.1 LES HOMMES ET LES HUITRES, UNE HISTOIRE ANCIENNE  

Depuis toujours la mer représente pour l’homme un milieu de ressources. De nombreuses 

traces fossiles témoignent du  rôle des coquillages comme source d’alimentation pour les 

peuples anciens ou primitifs habitants le littoral. Les huîtres représentaient pour les hommes 

préhistoriques un aliment facilement accessible, abondant et riche d’un point de vue 

nutritionnel. Au sud de la péninsule ibérique, des restes de coquillages consommés par les 

hommes de Néandertal, il y a 150 000 ans ont été trouvés (Cortés-Sánchez et al., 2011). 

Après consommation, les coquilles pouvaient être utilisées pour élaborer des objets destinés 

à la vie quotidienne, rituelle ou religieuse. Nombreux sont les restes de coquilles retrouvés 

dans les tombes afin d’orner, nourrir et protéger les êtres chers après leur mort (Prieur, 

2008; Bonnardin, 2012).  

Les grecques conféraient aux huîtres des propriétés aphrodisiaques et utilisaient les 

coquilles comme bulletin de vote en y gravant le nom de l’homme politique qu’ils 

souhaitaient bannir de la cité (d’où le terme ostracisme) 

(http://www.ostreiculteurtraditionnel.fr/histoire/histoire.html). 

Les premiers ostréiculteurs semblent remonter à plus de 3000 ans et étaient situés au sud 

de l’actuel Extrême-Orient russe, où des amas de coquilles, principalement Crassostrea gigas 

(huître creuse dite japonaise), ont été retrouvés sur les rives d’une lagune d’eau salée. En 

Europe, les Romains sont les fondateurs de l’ostréiculture en créant le premier parc à huîtres 

et en maîtrisant tout le cycle de vie. De la fin de l’Empire romain à la naissance de 

l’ostréiculture moderne française en 1860, l’huître plate Ostrea edulis était la seule espèce 

consommée (Lescroart, 2017). Plusieurs épizooties successives ont fortement réduit la 

production d’huîtres plates à partir de 1920, date à partir de laquelle l’huître portugaise 

Crassostrea angulata est devenue l’espèce très majoritairement produite. En 1970 une 

nouvelle épizootie éradique l’huître portugaise des côtes françaises. L’huître japonaise est 

introduite en France notamment grâce à l’opération « Résur » en 1971 (Bernard, 2011). 

Aujourd’hui, Crassostrea gigas représente 99% de la production ostréicole française, qui se 

situe au premier rang Européen et au troisième rang mondial (http://www.ostrea.org). 

Rapidement les huîtres sont apparues comme un vecteur possible de maladies infectieuses 

et une note dans les Comptes Rendus de l’Académie des Sciences en 1912, décrit les bassins 

de purification construits à Paris pour les purifier (Fabre-Domergue, 1912). En 1913, des 

restaurateurs parisiens fondent l’AEIO (Association d’Encouragement des Industries 

Ostréicoles), pour inciter les producteurs à purifier leurs produits et à réaliser les premiers 

contrôles sanitaires. A compter de 1923, l’état Français prend le premier décret rendant le 

contrôle sanitaire des huîtres obligatoire (Garry, 2015). Depuis 1939, il existe une obligation 

de classement des zones de production selon leur qualité microbiologique. Aujourd’hui, le 

chapitre II de l’annexe II du règlement (CE) n° 854/2004 prévoit un classement de l’ensemble 

des zones de production de coquillages en trois catégories selon leur qualité 

microbiologique (A, B ou C). Ce classement est établi selon des critères de concentration de 
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la bactérie indicatrice de contamination fécale Escherichia coli dans les coquillages (Piquet, 

2018). Les huîtres peuvent être commercialisées directement si elles proviennent de zones 

classées A, mais doivent être purifiées dans des bassins à terre si elles proviennent de zone 

classées B. Pour les zones classées C, les coquillages doivent être reparquées pour une 

longue durée ou traités thermiquement avant de pouvoir être consommés.  

 
4.2 ANATOMIE DE L’HU ÎTRE 

L’huître est un bivalve et sa coquille est constituée de deux valves articulées par une 

charnière et qui s‘ouvrent et se ferment sous l’action du muscle adducteur (Figure 15). Ce 

système permet à l’huître de se protéger des prédateurs et de maintenir sa coquille fermée 

lors des marées basses, quand elle se retrouve hors de l’eau. Le manteau, constitué d’un 

tissu conjonctif, adhère à la coquille et participe à sa formation en secrétant du carbonate de 

calcium (Miossec et al., 2009). L’huître, est un organisme filtreur, filtrant l’eau de mer pour 

capter l’oxygène et les particules nécessaires à son alimentation. Les mouvements des 

branchies dirigent les particules vers les palpes labiaux qui vont effectuer un premier tri des 

particules, certaines étant rejetées directement dans les pseudo-fèces, les autres, 

présentant un intérêt nutritif, étant dirigées vers la bouche. Les tissus digestif (TD), 

comprennent l’estomac et un intestin, et se terminant avec un anus qui permet l’élimination 

des déchets. De mai à août, lors de la phase de reproduction, la masse gonadique est 

largement diffusée dans toute la chair et atteint jusqu'à 70% du poids total de l’animale 

adulte, l’huître est alors dite « laiteuse ». Le cœur envoie l’hémolymphe, liquide circulant 

dont le rôle est analogue au sang, vers les branchies où il s'enrichit d'oxygène (Lescroart, 

2017). 

 
 

 
Figure 15 Anatomie de l’huître creuse et de l’huître plate (Lescroart et al., 2017). 
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4.3 LES HUÎTRES ET LES EPIDEMIES DE GASTROENTERITE  

Si la mise en place de la réglementation Européenne basée sur l’indicateur bactérien a 

permis de diminuer les épidémies bactériennes suite à la consommation d’huîtres, les 

épidémies de gastro-entérites virales persistent et les NoVs constituent l'agent pathogène le 

plus fréquemment impliqué dans ces épidémies. Pour cela plusieurs facteurs y contribuent 

comme leur consommation le plus souvent crues, leur capacité à accumuler les NoVs et 

leurs zones d’élevage situées le plus souvent à proximité des côtes (McLeod et al., 2017). 

Une revue systématique des épidémies de gastroentérites survenues entre janvier 2003 et 

juillet 2017 a été menée afin d'identifier les aliments couramment associés aux épidémies de 

NoVs. Les aliments les plus fréquemment impliqués étaient les fruits de mer (61%), dont 

89% étaient des huîtres; les salades et les framboises étaient également reportées (Hardstaff 

et al., 2018). 

Des chercheurs de l’université de Shanghai ont étudié la diversité des séquences de NoVs 

impliquées dans des épidémies liées à la consommation d’huître entre 1983 et 2014 au 

niveau mondial (Yu et al., 2015). En analysant les séquences déposées dans les banques de 

données du National Center for Biotechnology Information (NCBI) et NoroNet suite à la 

survenue d’épidémies liées à la consommation d’huître, ils ont montré une très grande 

diversité de séquences de Nov démontrant que plus de 80% des souches de  NoVs rejetées 

par l'homme ont par la suite été détectées dans les huîtres. Les pays côtiers, 

traditionnellement producteurs et consommateurs d’huîtres sont les principaux pays 

décrivant ces épidémies. Leurs études montrent également une fréquence plus élevée de 

NoV GI dans les épidémies liées à la consommation d’huîtres par rapport aux autres modes 

de transmission confirmant les travaux développés au laboratoire (Le Guyader et al., 2012).  

Les rejets humains insuffisamment traités entraînent la contamination des huîtres 

éventuellement par plusieurs souches de NoVs ce qui pourrait favoriser l‘apparition de 

souches recombinantes chez les consommateurs (Le Guyader et al., 2012; McIntre et al., 

2012; Yu et al., 2015) (Figure 16). Pour mieux comprendre les enjeux à la base de ce 

mécanisme, une étude de modélisation a été menée considérant une population côtière de 

2000 individus avec 50% de consommateurs et 50% de non consommateurs pendant la 

période hivernale (Thebault et al., 2014). Pour les individus sécréteurs, le risque d’avoir 50% 

de la population malade (DI50) est de 32 copies (médiane) pour GI et de 5 copies pour GII, les 

non sécréteurs présentant une probabilité d’infection de 100 à 1000 fois plus faible.  
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Figure 16 Représentation du modèle probabiliste de type SEIR qui considère qu‘un individu passe par plusieurs 

états : Susceptible (S), Infecté (E), Infectieux (I) et Immunisée (R) (Thebault et al., 2014) 

Les NoVs peuvent persister plusieurs semaines dans les huîtres et résister aux traitements de 

purification qui sont efficaces seulement pour éliminer les bactéries, mais inefficaces pour 

les virus (Hassard et al., 2017). La purification est un traitement post-récolte impliquant le 

placement des coquillages dans des eaux de mer propres afin de diminuer la contamination 

bactérienne. Le temps de purification n’est pas réglementé, seul le résultat final importe et 

doit correspondre aux critères réglementaires, (<230 E.coli pour 100g de chair et liquide 

intervalvaire (CLI)) (Règlement (CE) n° 853/2004). La durée varie selon la charge initiale en 

bactérie entre 24 à 48 heures, mais parfois des durées beaucoup plus longues peuvent être 

appliquées (Lees, 2010; EFSA, 2019). Si des études ne montrent pas de réduction dans la 

concentration en NoVs, d’autres travaux ont montré qu’un temps plus long (entre 9 et 45,5 

jours) permettait d’obtenir une réduction d'un log (Nappier et al., 2008; Polo et al., 2014; 

McLeod et al., 2017). L’augmentation de la température de l’eau de mer a été suggérée pour 

accélérer l’élimination des NoVs (Doré et al., 2010).  

 
4.4 DES LIGANDS SPECIFIQUES POUR LES NoVs DANS LES HUITRES  

La longue persistance, la prédominance de certaines souches dans les huîtres supposant une 

sélection par l’huître par rapport aux souches de NoVs rejetées par l’homme, et la mise en 

évidence chez l’homme de ligand de type glycanes a amené le laboratoire à analyser plus en 

détails ce qui pouvait se passer dans l’huître. Après des contaminations au laboratoire en 

utilisant des souches identifiées nous avons pu ainsi localiser précisément les particules 

virales (Figure 17) (Thèse de F. Loisy, travaux réalisés avec l’équipe de J. Le Pendu). 

Par la suite, les travaux réalisés lors de la thèse d’H. Maalouf ont ensuite permis de 

caractériser des ligands différents dans les tissus d’huîtres selon les souches comme 

observés chez l’homme et une variation saisonnière de l’expression de ces ligands (Maalouf 

et al., 2010 ; Ruvoën et al., 2013). Ces travaux ont également permis de mettre en évidence 

une efficacité de bioaccumulation différente selon les souches de NoVs disponibles au 

laboratoire ou lors d’étude sur le terrain (Zakhour et al., 2010; Maalouf et al., 2011). Ces 
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observations nous ont permis de conclure que l’huître était capable de sélectionner 

spécifiquement un pathogène humain (Le Guyader et al., 2012). 

 
 
 

 
Figure 17 Localisation des NoVs GI.1 au nivau du tissu digestif de l’huître. 

Des huitres ont été mise en contact avec des pseudo-particules virales (VLPs) de la souche Norwalk (GI.1). Après 
fixation du tissu digestif en paraffine et préparation de coupes de tissus, la présence de particules virales a été 
révélée par un anticorps monoclonal, puis coloration (technique d’immunohistochimie).  A) Les flèches montrent 
la présence de particules virales (coloration rouge) détectées dans les cellules intraépithéliales des tubules 
digestifs (A) et dans le tissus conjonctif et dans la lumière d’un tubule digestif (B) (Modifié d’après Le Guyader et 
al., 2006). 

 
4.5 EPIDEMIES DE NOVs ET HUITRES 

Dans les épidémies de NoVs liées à la consommation d'huîtres, plusieurs souches peuvent 

être détectées chez les patients infectés et chez les huîtres correspondantes.  

La contamination par plusieurs souches différentes peut s'expliquer par une contamination 

par les eaux usées (Le Guyader et al., 2006). La persistance des NoVs dans l’eau (jusqu’à 30 

jours) et leur capacité d’être transportés sur des longues distances (>10Km) facilite la 

contamination des zones de production ostréicoles par les NoVs ainsi que l’accumulation 

d’une variété de souches différentes dans les tissus d’huître (Hassard et al., 2017). Selon le 

site de production et la localisation des points de rejet, un modèle mathématique pourrait 

aider à prévenir les épidémies en prédisant les périodes à fort risque de contamination pour 

les huîtres (Wang and Deng, 2016).  

La présence de NoVs dans les coquillages a fait l'objet de nombreuses études depuis des 

années. Le Tableau 4 synthétise les résultats d’études au niveau mondial, en sélectionnant 

les études présentant un nombre d’échantillons analysés relativement important (n > 100) 

et la méthode de détection utilisée. Ces résultats soulignent la nécessité d’une surveillance 

régulière afin de limiter le risque de contamination virale.  
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Tableau 4 Exemple d'études sur la prévalence des NoVs dans les coquillages 

Pays Coquillages Période 
étudiée 

Nombre 
échant. 

Echant. positif en Référence 

NoV GI NoV GII 

Maroc Huîtres 
Palourdes 

Nov. 2015-
fév. 2017 

102 Pas fait 7 
(El Moqri et 
al., 2019) 

UK Huîtres Mars 2015-
mars 2016 

630 433* 
(Lowther et 
al., 2019) 

Chine Huîtres1 2016 
463 2 94 

(Tan et al., 
2018) 

Australie Huîtres Juil. 2014- 
août 2015 

300 0 0 
(Torok et al., 
2018) 

Irlande Huîtres Jan. 2015-
avril 2016 

120 108* 
(Rupnik et 
al., 2018) 

France Huîtres, 
moules et 
coques 

Fév. 2013-
janv. 2015 150 33* 

(Rincé et al., 
2018) 

Italie Moules et 
palourdes 

Mars-sept 
2015 

384 Pas fait 259 
(La Rosa et 
al., 2017) 

Japon Huîtres Oct. 2015-
fev. 2016 

200 9 72 
(Imamura et 
al., 2017) 

Italie Moules Janv. 2014-
dec. 2015 

108 10 22 
(Fusco et al., 
2017) 

Thailande Huîtres, 
moules, 
coques2 

Aout 2011-
juil. 2012 300 29** 14** 

(Kittigul et 
al., 2016) 

Espagne Moules, 
palourdes 
et coques 

Janv. 2011-
juin 2012 168 54 43 

(Polo et al., 
2015) 

Australie Huîtres3 Fév. 2010-
déc. 2012 

120 0 2 
(Brake et al., 
2015) 

UK Huîtres Mai 2009-
avril 2011 

844 578** 467** 
(Lowther et 
al., 2012) 

Espagne, 
Grece et 
Finlande 

Moules Mai-déc. 
2010 153 1 25 

(Diez-
Valcarce et 
al., 2012) 

 
1: méthode ISO (15216-1) et kit Qiagen 
2: broyage de 2 g de TD, élution glycine, purification chloroforme et concentration sous vide, extraction AN kit 
Qiagen 
3: méthode ISO (15216-1) et kit Roche 
* : résultat publié sans mention du génogroupe,  
** : certains échantillons sont positifs pour les deux génogroupes.  

 
Pour aller plus loin dans l’analyse de la diversité génétique des souches de NoVs en 

circulation Yu et al., (2015) ont étudié toutes les souches de NoVs repertoriées dans les 

banques de données GenBank (NCBI) et NoroNet entre 1983 et 2014 (Tableau 5). 

Sur 1077 séquences, 665 ont été retenues suite au contrôle qualité appliqué et ont été 

soumise à génotypage et analyse phylogénétique. Plus de 80% des génotypes de NoVs 

humains ont été détectés dans des échantillons d'huîtres.  
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Tableau 5. Variabilité génétique (ORF1 et ORF2) et prévalence des souches NoVs GI et GII identifiées dans les 

huîtres impliquées dans des épidemies de gastroentérite (Adapté de Yu et al., 2015). 

ORF1 PREVALENCE ORF2 PREVALENCE 

GI.PNA 3.77% GI.5 1.75% 

GI.PA 3.77% GI.7 5.85% 

GI.P3 3.77% GI.2 5.85% 

GI.P7 5.66% GI.NA 8.19% 

GI.P4 11.32% GI.6 8.77% 

GI.P1 11.32% GI.1 11.11% 

GI.PB 13.21% GI.3 13.45% 

GI.P2 41.51% GI.4 45.03% 

GII.P2 3.16% GII.NA 1.74% 

GII.P7 5.26% GII.8 2.90% 

GII.P3 5.26% GII.7 3.19% 

GII.PNA 6.32% GII.13 4.93% 

GII.P12 6.32% GII.12 5.80% 

GII.P21 7.37% GII.1 6.38% 

GII.PE 8.42% GII.5 8.12% 

GII.PG 13.68% GII.2 8.41% 

GII.P4 32.63% GII.6 9.57% 

  GII.3 16.23% 

  GII.4 29.28% 

  
Les nouvelles souches de NoVs sont rapidement détectées dans les huîtres, comme 

démontré en Corée du sud avec la mise en évidence des GII.17 et GII.21 dans les eaux usées 

et les huîtres (Koo et al., 2017). Lors de l'émergence du variant GIIP17-GII.17, un lien 

épidémiologique direct a été établi entre la consommation d'huîtres françaises importées et 

des consommateurs danois (Rasmussen et al., 2016). Cet épisode montre l'impact que les 

échanges d'aliments entre pays peut avoir sur l'épidémiologie de ces virus entériques. 

 

En Europe, considérant le nombre d'épidémies liées à la consommation d'huître, une étude 

sur la prévalence des NoVs dans les huîtres prélevées en zone de production ou dans les 

centres d'expédition a été réalisée à la demande de la Commission Européenne. Au total, 

2180 échantillons ont été prélevés dans des zones de production et 2129 dans des centres 

d’expédition, pendant deux années consécutives. La France étant le premier producteur 

européen, 937 échantillons ont été prélevés dans les zones de productions de notre littoral 

et 1809 échantillons dans les centres d'expédition français. La prévalence dans les zones de 

production était estimée à 34,5 % (IC : 30,1 à 39,1 %) à l'échelle Européenne et à 13% en 

France. Pour les lots provenant des centres d'expédition cette prévalence était de 10,8 % (IC 

: 8,2 à 14,4 %) pour la totalité de l'étude et inférieure à 7% en France. Comme attendu un 

impact saisonnier a été observé avec une contamination plus fréquente en hiver, lié au rejet 

du virus par la population (Figure 18) (Efsa, 2019). 
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Figure 18 Détection des NoVs dans les zones de production française. Données reccueillies entre novembre 

2016 et octobre 2018, avec des prélèvements bimensuel (Données Efsa, non poubliées) 
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5. METHODES DE DETECTION 
 
5.1 ELUTION VIRALE  

I- EAU 

L’analyse d’échantillons environnementaux nécessite une méthode suffisamment sensible 

pour détecter un faible nombre de particules virales ayant une petite taille et diluées dans 

les eaux de surface, usées ou de mer. De façon générale, les méthodes utilisées reposent sur 

les caractéristiques physico-chimiques du virus cible qui varient selon les protéines 

constituant la capside virale et qui affectent la taille et la charge des protéines de la capside. 

Les diamètres des virus entériques varient de 28-30 nM (enterovirus et NoVs) à 100 nM 

(adenovirus) et les points isoélectriques oscillent entre pH 3 pour le virus de l’hépatite A et 

pH ≥ 9.5 pour les NoVs (Vongpunsawad et al., 2013).  

 
a) Concentration 

Les volumes des échantillons analysés peuvent varier de quelques mL à plusieurs centaines 

de litres selon les protocoles utilisés (Ikner et al., 2012). Afin de réduire les volumes de 

départ pour leur analyse, des étapes de concentration primaire et secondaire sont 

appliquées (Figure 19). Une bonne méthode de concentration, devrait satisfaire certains 

critères : être techniquement simple, rapide, permettre une récupération virale élevée, être 

adaptée à un large éventail de virus entériques, fournir un faible volume de concentré et 

être peu coûteuse (Bosch et al., 2009). Toutefois, aucune méthode ne répond à touts ces 

critères et il n’existe pas de méthode de référence.  

 
Figure 19 Représentation schématisée des étapes de concentration primaire avec la méthode VIRADEL (VIRus 

Adsorption-Elution) et ultrafiltration tangentielle (adaptée de Shi et al., 2017) 
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Concentration primaire 

Cette étape a pour but de réduire de très larges volumes d’eau en passant généralement par 

une phase de filtration et une d’élution par ajustement du pH (selon le point isoélectrique 

du virus ciblé). La concentration primaire représente l’obstacle majeur en raison d'un 

processus souvent long et de la perte possible des virus d'intérêts (Shi et al., 2017). Les deux 

méthodes les plus souvent utilisées sont schématisées dans la Figure :  

Les méthodes d’adsorption/élution, qui reposent sur les interactions de charge ionique 

entre les virus et la surface des filtres. Considérant que les virus entériques présents dans 

l’eau ont généralement une charge négative, des filtres dits électronégatifs ou électropositifs 

peuvent être utilisés. Les premiers requièrent un conditionnement de l’échantillon avec 

ajustement de la conductivité et du pH, représentant donc une limite sur le volume de 

l’échantillon à traiter; les seconds, pour lesquels le pré-conditionnement de l’échantillon 

n’est pas nécessaire, permettent la filtration de plus de 1000L d’eau mais sont plus coûteux. 

La nature de l’échantillon est une des limites les plus importantes dans l’application des 

méthodes d’adsorption/élution. La filtration d’eaux turbides ou riches en microparticules, 

comme les eaux usées, ne sont guère envisageable pour de tels volumes car elles 

provoquent rapidement l’obstruction des filtres (Cashdollar et al., 2013). 

L’ultrafiltration s’appuie sur l’exclusion par la taille. Le principe repose sur le passage de 

grands volumes d’eau à travers des capillaires, des fibres creuses ou encore à travers des 

membranes plates avec des pores de taille variable. Un flux tangentiel limite le colmatage 

des filtres. L’eau et les molécules de bas poids moléculaire (30-100 kDa) passent à travers les 

fibres alors que les substances plus larges sont arrêtées et constituent le retentât. Bien que 

l’efficacité de récupération virale soit variable (entre 2 et 98%), une étude utilisant un NoVs 

murin a montré un taux de récupération jusqu’à 74% dans 100 L d’eau de surface (Gibson 

and Schwab, 2011). Toutefois, un débit de filtration très lent et l’équipement coûteux 

constituent des désavantages importants (John et al., 2011). De plus, une perte importante 

de la concentration des NoVs peut s'observer dû à leur capacité d’adsorption sur la matière 

particulaire ou sur les bactéries (données du laboratoire non publiées).  

 
Concentration secondaire 

La concentration secondaire permet une réduction encore plus importante des volumes 

avant la suite de l’analyse. Parmi les stratégies les plus communément utilisées on peut 

citer:  

La floculation, processus impliquant un coagulant ajouté à l'eau pour faciliter la liaison entre 

les particules, créant des agrégats plus gros et donc plus faciles à séparer. Les coagulants 

peuvent être chimiques (par exemple à base de fer) ou organiques (en utilisant des 

protéines de lait pré-floculées) (Calgua et al., 2008; John et al., 2011). Les particules virales 

précipitées forment un culot qui sera remis en suspension dans des solutions tampons. Cette 

technique s’adapte à des échantillons de petit volume (entre 0.5 et 1 L) présentant une 

faible turbidité. L'inconvénient de l'utilisation de coagulants à base de fer repose 

essentiellement dans le risque d’interférences lors de l'extraction des acides nucléiques 

(Jacobsson and Schultz, 2014). Les coagulants organiques ont permis de détecter une large 

variété de famille virale, incluant les Caliciviridae, à partir d’échantillons d’eaux usées, mais 
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en utilisant des volumes limités (500 mL). En effet la même méthode appliquée sur de plus 

grands volumes (10 L) a entrainé la concentration d’inhibiteurs affectant l’amplification par 

PCR ou les enzymes utilisées pour le séquençage par métagénomique (Fernandez-Cassi et 

al., 2017; Hjelmsø et al., 2017).  

La précipitation chimique des protéines permet la récupération de virus infectieux, comme 

cela a été rapporté pour les rotavirus, entérovirus et pour le virus de l’hépatite A (Lewis and 

Metcalf, 1988). Parfois en raison de la persistance éventuelle de cytotoxicité, des étapes 

supplémentaires de purification sont nécessaires pour la mise en évidence de virus 

infectieux (Falman et al., 2019). Cette méthode utilise le polyéthylène glycol (PEG)/chlorure 

de sodium (NaCl), pour former un maillage où les particules virales seront retenues selon 

leur taille et précipitées suite à une centrifugation réfrigérée. Le culot est ensuite remis en 

suspension dans une solution tampon (PBS ou glycine) (Bosch et al., 2008 ; Petterson et al., 

2015). Le PEG/NaCl est utilisé pour concentrer une grande variété de virus, mais son 

utilisation est limitée à de faibles volumes (jusqu’à 100 mL). Cette méthode est efficace pour 

détecter et quantifier les virus par PCR et/ou pour des analyses métagénomiques. Le PEG 

peut aussi être utilisé avec un autre polymère de diffèrent poids moléculaire, comme par 

exemple le dextran. Cette solution interagit avec l'échantillon d'eau et, après agitation 

vigoureuse, se sépare sur la base des différents poids, entraînant les virus de poids 

moléculaire similaire (Matrajt et al., 2018). L’Organisation Mondial de la Santé recommande 

cette méthode de concentration/séparation pour l’identification du poliovirus (World Health 

Organization, 2003). 

 

b) Elution 

Suite aux étapes de concentration des particules virales, l’élution constitue une phase 

critique car elle peut avoir un impact très important sur la quantité finale de virus récupéré 

et sur la concentration des inhibiteurs de la PCR (Shi et al., 2017). A cet effet des solutions 

alcalines sont utilisées pour favoriser la répulsion électrostatique entre la surface de la 

membrane filtrante et les particules virales qui seront ainsi détachées. Le taux de 

récupération virale dépend de plusieurs facteurs :  

 la nature de l’éluant utilisé, qui peut être organique (extrait de bœuf 1.5-3%, pH de 

7.5 à 9.5) ou chimique (glycine 0.05M, pH de 9 à 11.5). Les composants organiques 

peuvent inhiber les réactions de PCR (Shi et al., 2017) ; 

 la rapidité du flux d’élution. Une élution lente (0.5 mL/min) favorise une meilleure 

récupération virale (Borrego et al., 1991) ; 

 le nombre des passages de l’éluat. Un bon taux de récupération des NoVs (environ 

99%) a été obtenu en réalisant un second passage de l’éluat par rapport à la 1ére 

élution (0.1%) (Gibbons et al., 2010). 
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II- HUÎTRES 

 

a) Dissection  

L’élution et l’extraction des particules virales à partir des tissus d’huître demandent une 

préparation en amont afin d’isoler les tissus ciblés pour l’analyse. Les huîtres, le plus souvent 

entre 6 à 10 individus pour éviter les variabilités individuelles, sont lavées, ouvertes, et la 

chair totale est pesée. Selon les analyses envisagées, différents tissus peuvent être disséqués 

(branchies, manteaux, palpes labiaux...) à l’aide d’un scalpel stérile. Pour la détection des 

virus entériques humains il a été démontré que les tissus digestifs (TD) concentrent 90% de 

la contamination, facilitant ainsi leur détection (Atmar et al., 1995). Les travaux réalisés dans 

l’équipe ont par la suite confirmé cette observation pour les NoVs GI et GII (Maalouf et al., 

2010 ; Maalouf et al., 2011). Pendant ma thèse les TD ont donc été sélectionnés comme 

matrice pour l’élution virale. Après dissection, les TD sont coupés en petits morceaux 

(environ 1-2mm) et congelés (-20°C) sous forme d‘aliquots de 2 g ou directement analysés 

(Le Guyader et al., 2009). 

 

b) Elution 

Les tissus peuvent être traités par :  

Digestion enzymatique en utilisant une protéase telle que la protéinase K afin de 

décomposer la matière organique associée à la matrice (Jothikumar et al., 2005). L’activité 

enzymatique est favorisée par un traitement thermique (Uhrbrand et al., 2010) et les débris 

tissulaires sont sédimentés par centrifugation et éliminés, alors que le surnageant, 

contenant les particules virales, est récupéré et utilisé pour l’extraction des acides 

nucléiques (Jothikumar et al., 2005; Le Mennec et al., 2017). 

Cette technique a été validée comme méthode ISO (15216 partie I et II) pour la détection 

des NoVs dans les mollusques bivalves (Lowther et al., 2019). 

 

Précipitation chimique, parallèlement au protocole adopté dans les échantillons d’eau, cette 

technique de concentration vise à réduire le volume de l'échantillon et à éliminer une partie 

de la matrice sans perte de particules virales. Une phase primaire d'homogénéisation de 

l'échantillon (par exemple avec un potter ou un ultra-turax) est appliquée pour broyer les 

tissus, suivie par une étape d’élution virale par variation de pH et/ou des conditions ioniques 

de l'échantillon. L’étape de concentration virale utilise le plus souvent une précipitation 

chimique par le PEG 6000. Le culot sera ensuite remis en suspension dans du PBS ou dans de 

l'eau stérile pour l'extraction des acides nucléiques viraux (Atmar et al., 1995; Le Guyader et 

al., 2009). Bien que cette méthode nécessite plus d’étapes, avec un risque potentiel de perte 

de particules virales, elle présente l’avantage de ne pas endommager la capside virale par 

l’utilisation d’une enzyme ou par un traitement thermique et permet la récupération des 

particules virales infectieuses (Polo et al., 2018). 
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5.2 ELUTION CIBLEE DES NOVs 

Comme rapidement présenté, plusieurs méthodes montrent des avantages selon la matrice, 

le virus cible ou la technique d’analyse prévue, sans qu’aucune ne soit parfaite pour 

répondre à toutes les applications. Des combinaisons de différentes étapes peuvent parfois 

se révéler efficaces (Farkas et al., 2018).  

Les méthodes présentées ci-dessous ont été utilisées depuis de nombreus années au sein du 

laboratoire pour détecter les NoV essentiellement par PCR (Figure 20). Pendant ma thèse, 

souhaitant appliquer des techniques novatrices de séquençage métagénomique (chapitre 6), 

une adaptation de ces protocoles a été nécessaire, comme rapporté dans la section 

« travaux originaux » de ce manuscrit. 

Les échantillons d’eaux sont généralement concentrés par précipitation au PEG à partir d’un 

volume de 40mL préalablement ajusté en pH (4) et conductivité (>2000µS) (Mullendore et 

al., 2001). Un tampon alcalin (glycine à pH 9) est ensuite utilisé pour remettre en suspension 

le culot et favoriser l’élution virale. Ensuite, la phase d’extraction des acides nucléiques est 

précédée par un traitement avec une solution de chloroforme-butanol afin de rompre les 

membranes lipidiques, en diminuant la charge bactérienne, les inhibiteurs de PCR et les virus 

enveloppés (Da Silva et al., 2011; Conceição-Neto et al., 2015; Hjelmsø et al., 2017).  

La digestion enzymatique des TD d’huître nécessite une double incubation, à 37°C et 60°C 

pour un bon taux de récupération (Jothikumar et al.  2005). 

 

 
Figure 20 Résumé des étapes clés pour l’élution des particules virales de NoVs à partir d’échantillons d’eaux et 

d’huîtres. 
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5.3 EXTRACTION DES ACIDES NUCLÉIQUES ET QUANTIFICATION 

L'ARN viral peut être extrait de la capside par traitement thermique (Schwab et al., 2001), 

enzymatique (Atmar et al., 1995) ou chimique, à l'aide d'un agent dénaturant tel que la 

solution de guanidinium thiocyanate (Boom et al., 1990). Le développement d'un kit 

commercial basé sur cette technologie facilite les étapes d'extraction et de purification des 

acides nucléiques. En raison de sa bonne efficacité, cette méthode d’extraction fait partie de 

la norme ISO (Le Guyader et al., 2009; Lowther et al., 2019). 

Grâce aux avancements dans les techniques de biologie moléculaire, la quantification des 

copies génomes (cg) présents dans un échantillon est désormais devenue une technique 

préconisée marquant un pas important entre l’analyse qualitative, capable seulement de 

donner une information de présence/absence de l’agent pathogène ciblé, et l’analyse 

quantitative, malgré l'absence de standard universel. 

 

La RT-PCR en temps réel (rRT-PCR) est une méthode sensible et spécifique disponible pour 

détecter l'ARN des NoVs dans des échantillons environnementaux, où la concentration virale 

est généralement assez faible. Après la transcription de l'ARN en ADN complémentaire 

(ADNc), l’enzyme Taq-polymérase amplifie la zone cible en effectuant un nombre défini de 

cycles d'amplifications. La présence d’une sonde marquée avec une molécule fluorescente 

permet de détecter le moment auquel la fluorescence franchit les seuils de sensibilité 

(threshold, en anglais) donnant la valeur de Ct. Cette valeur, associée à une courbe standard, 

permet de quantifier la concentration virale dans l’échantillon (Bustin et al., 2009 ; Loisy et 

al., 2005). En raison de la variabilité génomique, le problème pour les NoVs était de 

sélectionner une zone du génome conservée. De courtes régions conservées dans la jonction 

entre ORF1 et ORF2 ont été identifiées et permettent une détection efficace des souches des 

différents génogroupes constituant la base des différents tests développés jusqu'à présent 

(Kageyama et al., 2003; Le Guyader et al., 2009; Lees, 2010; Masago et al., 2016). La 

contrainte majeure de cette technique est la production de gamme standard car aucune 

référence n’existe et les variations selon les laboratoires peuvent être importantes.  

 

La PCR digitale (dPCR) adopte une approche différente pour quantifier le nombre de 

génomes viraux dans l’extrait d’AN. En effet la réaction d'amplification s’effectue en point 

final sous forme de milliers de petites réactions indépendantes (généralement dans l’ordre 

de nanolitres) (Figure 21). Idéalement, chaque mélange réactionnel contient une seule 

molécule cible, ou aucune, de façon à pouvoir déterminer le nombre de réactions positives 

et négatives et de mesurer une quantité absolue calculée sur base statistique, selon la loi de 

Poisson (Kuypers and Jerome, 2017). Le partitionnement peut être réalisé en utilisant des 

microplaques, des capillaires ou des émulsions dans l'huile, dans tous les cas un ratio entre 

puits négatif et positifs est nécessaire, il faut donc respecter un seuil de dilution des 

échantillons (Zhang et al., 2015; Polo et al., 2016; Persson et al., 2018). En évitant les 

courbes standards et étant probablement moins sensible à l'inhibition, cette technique se 

révèle plus précise pour estimer des faibles concentrations (Monteiro and Santos, 2017). 
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Figure 21 Schéma de fonctionnement de la digital PCR (https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/life-
science/pcr/digital-pcr.html) 

  

https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/life-science/pcr/digital-pcr.html
https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/life-science/pcr/digital-pcr.html
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6. SEQUENCAGE HAUT DEBIT  
 
La répétition et recombinaison de seulement quatre nucléotides est le mécanisme à la base 

de la diversité, unicité et individualité de tous les organismes vivants. Les génomes peuvent 

alors être comparés à un livre écrit seulement avec quatre lettres, A, C, G, T et le séquençage 

haut débit (HTS, de l’anglais High Throughput Sequencing) à la lecture du contenu de ce livre.  

 

6.1 LE SEQUENCAGE, DE GENERATION EN GENERATION  

Les premiers séquenceurs de type Sanger, aussi appelés séquenceurs de première 

génération, développés il y a environ 40 ans permettaient la lecture de longs fragments 

(jusqu’à 1000 pb) avec un taux d’erreur relativement bas. Cette méthode nécessitait de 

disposer d'un ADN simple brin servant de matrice pour la synthèse enzymatique (DNA 

polymérase) du brin complémentaire. La détection des fragments ainsi synthétisés était 

déterminée par l’incorporation d’un traceur radioactif dans l'ADN synthétisé (Sanger and 

Coulson, 1975). Dans les années ’90 les séquenceurs capillaires basés sur le passage des 

échantillons dans un tube capillaire (d’où leur nom) se sont développés, présentant 

l'avantage de l'utilisation d'un marquage fluorescent mais un temps d’analyse relativement 

long (Strazzulli et al., 2017).  

 

Plus performants, les séquenceurs de deuxième génération peuvent générer l’analyse 

concomitante de fragments plus courts (de 150 à 300 pb) en très grand nombre (jusqu'à 20 

milliards de fragments à la fois). Différentes technologies font partie de ce groupe, chacune 

utilisant une méthode de séquençage diffèrente (Tableau 5). Cependant, le principe général 

reste le même. Une préparation de l’échantillon est nécessaire afin de découper l'ADN en 

fragments de taille homogène et constituer ce que l’on appelle des librairies. Des séquences 

courtes appelées index (ou barcode) sont ajoutées aux extrémités pour l'identification des 

échantillons lors de leur séquençage simultané. Puis l’ajout d'adaptateurs permet de fixer les 

fragments au support de séquençage (flowcell) et d’initier leur clonage par la formation d’un 

brin d’ADN complémentaire afin d’augmenter le signal. L’amplification peut être réalisée sur 

un support solide (flowcell) ou en émulsion (sur billes préalablement préparées afin de 

capturer les adaptateurs). Pendant le séquençage, des cycles de lavages et de lecture se 

succèdent (wash & scan) avec incorporation successive des nucléotides et émission d’un 

signal (qui peut être lumineux ou chimique) à chaque incorporation (Schadt et al., 2010). La 

succession des signaux permet de lire les séquences d’ADN, appelées lectures ou plus 

communément reads. Chaque fragment sera séquencé en parallèle résultant en un volume 

important des données en sortie (Shendure and Ji, 2008; Metzker, 2010; Buermans and den 

Dunnen, 2014).  
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Tableau 5 Comparaison des techniques de séquençage HTS de deuxième génération 

Plate-forme Technologie Pré-amplification Enzyme Signal d’incorporation 

IonTorrent® 
Termofisher 

Détection ions H+ En émulsion polymérase Changement pH et 
libération H+ 

Illumina® 
 

Séquençage par 
synthèse 

Sur plaque polymérase Reconnaissance signal 
lumineux 

Roche 454® Pyrosequençage En émulsion polymérase Reconnaissance signal 
lumineux 

SOLid® 
Termofisher 

Ligation En émulsion ligase Reconnaissance signal 
lumineux 

 

Les séquenceurs de troisième génération, sont plus sensibles et permettent la détection 

d'une seule molécule, diminuant l'intérêt de l'étape de pré-amplification. De plus, le 

séquençage est plus fluide, sans cycles d’interruption et d’incorporation de bases. Une 

lecture en temps réel du signal permet d'augmenter le débit de séquençage et la longueur 

des reads (entre 1000 et 10000 pb), réduisant ainsi la complexité de la préparation des 

échantillons et les coûts (Liu et al., 2014). Cependant, la qualité et la concentration d’ADN 

demandé représentent un challenge pendant l’extraction des acides nucléiques (> 1µg ADN) 

comparé à ce qu’est demandé par le système Illumina (environ 500 ng ADN) (van Dijk et al., 

2018). 

Les stratégies technologiques plus utilisées et toujours en cours de développement sont :  

 

- le séquençage par synthèse, développé et commercialisé par Pacific Biosciences 

(PacBio) en 2011. Permet le séquençage en temps réel d’une seule molécule d’ADN 

par action d’une molécule d’ADN polymérase enduite sur la surface de séquençage. 

L’incorporation de chaque nucléotide marqué déclenche la libération d’un signal 

lumineux diffèrent qui permet le codage de la séquence analysé (Eid et al., 2009) ;  

- le séquençage sur minION introduit en 2014 par Oxford Nanopore Technology (Jain 

et al., 2015) est basé sur la détection de la perturbation du flux d'un courant 

électrique lors du passage des molécules d’ADN simple brin, ou d’ARN, à travers des 

nanopores biologiques (membranes protéiques) ou des pores synthétiques. Chaque 

nucléotide modifie le flux ionique de façon différente selon leur taille et génère une 

modulation de courant spécifique, avec une vitesse de séquençage augmentée de 30 

bases/sec avec les premiers modèles, à 450 bases/sec avec les derniers 

développements (Brown et al., 2016).  

 

Le taux d’erreur élevé (entre 13% et 15%) est un inconvénient majeur pour ces technologies, 

mais la rapidité de préparation des librairies, les faibles coûts et la possibilité de séquencer 

des reads longs (plusieurs dizaines de Kb et jusqu'à 1 Mb avec nanopore) en temps réel, 

rendent ces technologies extrêmement intéressantes et elles permettent d'explorer les 

génomes à une résolution sans précédent (van Dijk et al,. 2018).  

De plus, la portabilité du système Nanopore (Figure 22) a permis pour la première fois un 

séquençage sur le terrain, point important, pour l'étude des épidémies dans certains pays 

(Quick et al., 2016; Batovska et al., 2017).  
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Figure 22 Dispositif MinION d'Oxford Nanopore (https://research.a-star.edu.sg/articles/highlights/expanding-
the-power-of-pores/) 

 
Malgré l’émergence des technologies de 3éme génération pour les études de routine et de 

surveillance, ces technologies de 2éme et 3éme génération devraient être considérées comme 

complémentaires plutôt que successives. Par exemple, si la taille réduite des reads produits 

par les séquenceurs de 2éme génération constitue une limite dans l’assemblage des régions 

hautement répétitives, les reads produits par les technologies de 3éme génération sont 

suffisamment longs pour contourner ce problème. Ils permettent ainsi de séquencer des 

gènes bactériens difficiles, avec plusieurs régions répétées et un taux d'erreur de 

séquençage élevé (Sims et al., 2014; Ronholm et al., 2016). Une option possible serait de 

générer dans un premier temps des séquences longues en utilisant une technologie de 3éme 

génération, puis augmenter la couverture en utilisant une technique de 2éme génération pour 

améliorer la précision de l'analyse génomique (Miclotte et al., 2016). Cette approche d’un 

séquençage hybride nécessite un travail supplémentaire de préparation de deux librairies, 

un coût non négligeable et le traitement d’une quantité importante de données. Un résumé 

des différentes plates-formes HTS et leurs caractéristiques est présenté en Annexe I.  

 
6.2 METAGENOMIQUE ET METABARCODING  

L’approche métagénomique est une méthode globale (shotgun) utilisé pour séquencer de 

préférence des génomes entiers. Cette approche ne demande pas de connaissance à priori 

des micro-organismes ou autres cibles et donc, par exemple, des virus présents dans 

l’échantillon, d’où le terme de séquençage agnostique. Pour l'analyse du virome, les 

protocoles utilisés comprennent des étapes de purification de l’échantillon pour éliminer les 

acides nucléiques des bactéries, de l’hôte ou encore de la matrice alimentaire. Un avantage 

est que tous les virus (au-dessus d'un seuil de sensibilité) peuvent être représentés dans les 

séquences obtenues, fournissant ainsi des données importantes sur le virome et la co-

infection, particulièrement importante dans les échantillons cliniques. Toutefois, les virus 

https://research.a-star.edu.sg/articles/highlights/expanding-the-power-of-pores/
https://research.a-star.edu.sg/articles/highlights/expanding-the-power-of-pores/
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présents en concentration trop faible peuvent ne pas être détectés. La sensibilité de cette 

approche de métagénomique dépend du niveau de couverture et du nombre d’échantillons 

séquencés dans un même run (multiplexing) (Cotten and Koopmans, 2016). 

 

L’approche métabarcoding est une méthode ciblée qui permet de séquencer seulement des 

parties du génome d’intérêt à travers l’utilisation d’amorces spécifiques et des étapes 

d’amplification. Cette approche peut être utilisée en ciblant spécifiquement des régions 

permettant l'identification de la souche (par exemple la région codant la polymérase ou la 

région de la capside nécessaire pour classer les NoVs). Une seconde approche est d'utiliser 

des amplicons se chevauchant et, lorsqu'ils sont regroupés et séquencés, fournissent une 

couverture de reads courts mais permettant de couvrir l'intégralité du génome viral. 

L’avantage principal réside dans le fait que la méthode concentre les ressources de 

séquençage sur le virus cible, qui peux être détecté même pour de faibles concentrations 

grâce à l’étape d’amplification. L'inconvénient est que la méthode ne révèle que les virus 

connus ou relativement proches, alors que les autres souches, non reconnues par les 

amorces, restent invisibles (Cotten and Koopmans, 2016). 

 
6.3 HTS DANS LE CONTEXTE DE LA METAGENOMIQUE VIRALE  

Les technologies les plus communément utilisées pour générer des séquences de génome 

d'ARN viral sont soit Illumina ou IonTorrent en raison de leur performance et de leur coût 

relativement bas par giga base (Marine et al., 2019). Le choix entre ces deux systèmes doit 

considérer le temps de séquençage et la quantité des reads obtenue. Le nombre élevé de 

reads produit par Illumina augmente les chances qu'un génome viral, même très peu 

abondant, soit suffisamment couvert, justifiant son utilisation pour la métagénomique 

d'échantillons complexes. La technologie IonTorrent, permettant un temps de séquençage 

plus rapide mais produisant moins de reads, semble mieux adapté pour l’analyse 

d’échantillons cliniques présentant de plus fortes concentrations virales (Nieuwenhuijse and 

Koopmans, 2017).  

L’approche novatrice du séquenceur minION diminue significativement la durée du run de 

séquençage (environ 6 h) au détriment du taux d'erreur (entre 10 et 60%). Cette technologie 

semble prometteuse pour une identification du virus cible rapide lorsque les concentrations 

virales sont élevées ou lorsqu’une couverture faible peut suffire (Greninger et al., 2015).  

Pendant ma thèse nous avons utilisé la technologie Illumina (séquenceur MiSeq et son 

successeur NextSeq) pour l’analyse metagénomique de nos échantillons (section travaux 

originaux).  

 
6.4 PREPARATION DES ECHANTILLONS  

Bien que le séquençage métagénomique offre la possibilité d’analyser la totalité des 

génomes dans un échantillon, la majorité du matériel génétique contenu est souvent 

d'origine non virale, mais plutôt bactérienne et issu de la matrice (l’hôte, l'aliment…) 

(Nieuwenhuijse and Koopmans, 2017). Lorsque l'on cible un virus, ou une famille virale, des 

approches spécifiques peuvent aider à pallier ces inconvénients en augmenter sa 

récupération. Toutefois, l’absence d’une méthode unique pour le séquençage haut débit, 

complique l’analyse du virome, voire l’obtention de résultats reproductibles (Conceição-
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Neto et al., 2015). 

La Figure 23 résume les étapes principales permettant de réduire la charge bactérienne et la 

présence d’acides nucléiques libres dans un échantillon. Centrifugation, filtration, traitement 

par le chloroforme et digestion par des nucléases, sont des étapes importantes pour enrichir 

l’échantillon en particules virales complètes. La plupart des méthodes publiées reposent sur 

la petite taille des virus et sur la stabilité de leur capside (Lewandowska et al., 2017). Le 

traitement par un détergent ou autre traitement chimique tel que le chloroforme, associé à 

un traitement enzymatique, endommage la structure de l’enveloppe et expose les acides 

nucléiques à l’action des nucléases favorisant l’enrichissement des virus non enveloppés 

(Vibin et al., 2018). 

 
Figure 23 Schématisation du protocole pour l’analyse métagénomique des virus à partir d’échantillons de selles 

(Conceição-Neto et al., 2015). 
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6.5 PREPARATION DES LIBRAIRIES  

Divers protocoles et kits sont disponibles et leur nombre augmente constamment, variant 

non seulement dans le prix mais également dans les méthodes de sélection. Outre les 

approches classiques (dont les étapes sont présentées ci-dessus), d'autres approches 

existent combinant plusieurs de ces étapes et diminuant le temps de préparation et la perte 

du matériel génétique (Aigrain et al., 2016). Des étapes de lavages sur billes magnétiques 

sont fréquemment proposées pour éliminer les débris et purifier la librairie (Tableau 6). Une 

étude a comparé la qualité des produits des librairies obtenues en utilisant différents kits 

commerciaux en évaluant le taux d’erreur après séquençage. Les kits NEB, Agilent et KAPA 

se sont révélés être les plus performants avec un taux d’erreur < 0.1% (Aigrain et al., 2016).  

 
Tableau 6 Description des étapes prévues pour différents kits utilisés pour la préparation des librairies Illumina 

(Aigrain et al., 2016).  

 
 

a) Synthèse de l'ADNc à partir de l’ARN extrait 

Des méthodes de séquençage direct des molécules d’ARN existent (Ozsolak et al., 2009; 

Garalde et al., 2018), mais les technologies les plus développées et performantes ont été 

optimisées pour le séquençage de l’ADN. La transcription de l’ARN en ADNc est donc 

nécessaire et représente une étape critique pouvant induire des biais lors de la préparation 

des librairies et donc avoir des répercussions sur le séquençage (Bustin et al., 2015; Boone et 

al., 2018).  

Les ARNs extraits, le plus souvent cassés, sont soumis à une retro-transcription (RT) en 

utilisant une enzyme (transcriptase inverse) et des amorces constituées de courtes 

séquences aléatoires de quelques nucléotides pour la synthèse de l’ADNc. Pendant cette 

étape, les erreurs de transcription peuvent être assez importants (1/9000 – 1/30000), en 

raison de l’absence de système de correction (proofreading) des enzymes utilisées, qui ne 

corrigent pas un mauvais appariement des bases pendant la synthèse de ce nouveau brin 

d’ADN (Boone et al., 2018). La variabilité de la fiabilité de la transcription pendant la phase 

de RT peut aussi dépendre de la qualité du matériel génétique de départ (des contaminants 

organiques peuvent affecter la qualité de l’extrait), être concentration-dépendant ou liés à 

l’opérateur (pipetage, manipulation de l’échantillon.) (Bustin et al., 2015). Des réplicas 
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techniques sont conseillés pour limiter l’impact de ces biais.  

 
L'utilisation d’amorces aléatoires pendant cette étape est importante pour la 

metagénomique afin de permettre la rétro-transcription de tous les génomes présents dans 

l’échantillon. Parmi les amorces les plus souvent utilisées figurent : 

 

- Les hexamères random, commercialisés par New England BioLabs (NEB) comme un 

mélange optimisé et prêt à l’utilisation. Ce mélange est composé d’amorces de 6 

bases (d’où le nom d’hexamères) et d’oligo(dT)-ancrées (qui se terminent par un V, 

mélange de A, C et G, afin de faciliter la liaison avec la première base en amont de la 

queue poly(A) de l'ARNm) (https://international.neb.com/-

/media/catalog/datacards-or-manuals/s1330datasheet-

lot0041208.pdf?rev=33bbe02bd0684b90983f259786047360). Bien que l’exacte 

composition de ce mélange commercial ne soit pas connue, ils sont largement 

utilisés. Leur action aléatoire a été remise en cause par un travail suggérant l’absence 

d’une couverture uniforme et la forte récurrence d’un même motif sur les premières 

positions des reads obtenus (Hansen et al., 2010).  

- Les hexamères non-ribosomiaux, ont été sélectionnés par Endoh et al. (2005) à 

partir des hexamères random afin de limiter l’amplification de l’ARN ribosomal 

(ARNr) de l’hôte (rat et Homme en particulier) sans avoir un impact sur 

l’amplification des autres virus de mammifères. Le séquençage des molécules d’ARNr 

peut en effet réduire de façon important la sensibilité globale du séquençage (Boone 

et al., 2018).  

Le brin d’ADNc synthétisé sert ensuite à la synthèse du deuxième brin complémentaire grâce 

à l'action d'une ADN polymérase. Le fragment protéolytique (Klenow) de l'ADN polymérase I 

(Pol I) dérivée d’E. coli était la première polymérase utilisée pour le séquençage capillaire 

(Schirmer et al., 2016). Aujourd’hui plusieurs kits commerciaux utilisent des recombinants de 

la polymérase mais sans précision. 

 

b) Fragmentation 

La fragmentation de l’ADN est une étape nécessaire lors de la construction des librairies afin 

de rendre uniforme la taille des brins d'ADN et optimiser le séquençage. Les plateformes 

Illumina demandent des fragments de taille comprise entre 200 et 500 pb (Bronner et al., 

2013). Deux stratégies sont possibles : 

 

- Mécanique :  

Plusieurs approches sont possibles comme la sonication, les ultrasons, ou la nébulisation qui 

utilise l'air comprimé pour forcer le passage des molécules d'ADN à travers un pore dans une 

unité de nébulisation, la taille des fragments étant déterminée par la pression utilisée 

(Apone et al., 2017). La technologie Acoustique Focalisée Adaptative (AFA) commercialisé 

par Covaris est une des méthodes les plus utilisées. Les ultrasons, focalisés dans un petit 

flacon en verre contenant l'échantillon, induisent la cavitation de l’échantillon par création 

et effondrement continus de microbulles. Cela crée des forces localisées qui fragmentent 

https://international.neb.com/-/media/catalog/datacards-or-manuals/s1330datasheet-lot0041208.pdf?rev=33bbe02bd0684b90983f259786047360
https://international.neb.com/-/media/catalog/datacards-or-manuals/s1330datasheet-lot0041208.pdf?rev=33bbe02bd0684b90983f259786047360
https://international.neb.com/-/media/catalog/datacards-or-manuals/s1330datasheet-lot0041208.pdf?rev=33bbe02bd0684b90983f259786047360
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l'ADN rapidement et de manière reproductible. Covaris utilise une fréquence de 15 à 30 fois 

supérieure à celle d'un commun sonicateur de laboratoire. Avec la sonication ou la 

nébulisation, la taille des fragments est souvent très variée et difficile à adapter, avec un 

risque d’échauffement de l’échantillon et une altération possible de l’ADN. L’approche 

Covaris est reconnue être la meilleure, avec une faible perte de l’échantillon, des gammes de 

taille facilement ajustables et une reproductibilité élevée (Bronner et al., 2013 ; Boone et al, 

2018). Cependant ces trois méthodes induisent le même biais pendant le séquençage avec 

un clivage amplifié des zones du génome riches en nucléotides G ou C (Poptsova et al., 

2014).  

 

- Enzymatique :  

Cette méthode implique la digestion de l'ADN libre par des enzymes dont le choix est capital. 

Les fragments peuvent être obtenus par digestion simultanée des deux brins d'ADN 

(endonucléases de restriction) ou par génération de coupures sur chaque brin d'ADNdb 

(nucléases, fragmentases). Des kits contenants un mélange d’enzymes sont le plus souvent 

utilisé (Fragmentase, commercialisé par NEB ou Nextera tagmentation par Illumina) (Apone 

et al., 2017; Ignatov et al., 2019). Cette approche constitue une alternative attractive car 

aucun investissement n'est nécessaire, plusieurs échantillons peuvent être fragmentés en 

même temps, avec une faible perte. La taille des fragments peut être adaptée en modifiant 

le rapport entre concentration d’ADN et d’enzyme ainsi que le temps d’incubation (Boone et 

al., 2018). L'inconvénient majeur réside dans le fait que les enzymes peuvent avoir des zones 

de clivage préférentielles ou induire des insertions ou délétions donnant lieu à une 

fragmentation non aléatoire (Ignatov et al., 2019). 

 

Indépendamment de la stratégie de fragmentation utilisée, la taille et la distribution des 

fragments doivent être vérifiées avant de passer à l'étape suivante. Cette analyse est 

réalisée par électrophorèse des fragments d’ADN, le plus souvent en utilisant un appareil 

type Bioanalyzer (Agilent) qui permet une visualisation du profil des librairies en mesurant la 

concentration (Lee and Abdullah, 2014 ; Aigrain et al., 2016).  

 

c) Réparation, ligation, tailing 

Suite à la fragmentation, une étape de réparation des extrémités des fragments (End-repair) 

et de phosphorylation est nécessaire pour obtenir des bouts francs et permettre la ligation 

des adaptateurs associés à l'index. Afin d’éviter la ligation des fragments d’ADN entre eux, 

un nucléotide (généralement l’Adénine) est ajouté en position 3’ du fragment d’ADN, étape 

appelée tailing (Figure 24) (Bronner et al., 2013). Les adaptateurs sont des séquences 

spécifiques qui varient selon les kits utilisés, toutefois une forme en « Y » est souvent utilisée 

et permet d’avoir une séquence différente sur chaque brin d’ADN réduisant la formation de 

produits secondaires et optimisant la fixation à la flowcell (Boone et al., 2018). Chaque 

échantillon est associé à un index, associé à l’adaptateur, qui donne un code unique 

permettant d’identifier les échantillons après mélange pour le séquençage.  
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Figure 24 schéma de l’étape de tailing et ligation. Les index (gris) sont contenus dans les adaptateurs (double 

séquence, rouge et bleu) (Boone et al., 2018) 

d) Pré-amplification 

Avant le séquençage, chaque fragment est amplifié afin d'augmenter le signal. 

L’amplification à pont (bridge-PCR) permet aux deux séquences contenues dans les 

adaptateurs de se fixer à la flow cell, support en lame de verre creuse à travers lesquelles 

s’écoulent les réactifs et l’ADN matrice (Bronner et al., 2013). Suite à la formation d’un pont 

attaché, les fragments sont amplifiés formant des clusters (Figure 25). A chaque cycle, des 

étapes de synthèse et dénaturation se succèdent pour produire, à la fin de la PCR, environ 

1000 copies de chaque cluster, avec plusieurs millions de clusters amplifiés simultanément 

(Shendure and Ji, 2008). Le profil des librairies est ensuite visualisé, la concentration 

mesurée avant réalisation du séquençage haut débit. 

La pré-amplification, nécessaire pour les échantillons faiblement contaminés, peut 

introduire des biais, comme des mutations ponctuelles, souvent difficiles à différencier des 

SNPs (Single Nucléotide Polymorphisms ou polymorphismes d’un seul nucléotide). En outre, 

l’action des polymérases peut induire des erreurs, comme l'amplification préférentielle de 

certains fragments par rapport à d'autres, selon leur composition nucléotidique : les 

molécules d’ADN trop riches ou trop pauvres en GC sont plus difficiles à amplifier (donc 

moins représentés), alors que les fragments les plus courts peuvent être surreprésentés 

(Aigrain et al., 2016 ; Boone et al., 2018).  

 
 
Figure 25 Amplification à pont des librairies avant séquençage per Illumina (Adapté de Shendure and Ji, 2008) 
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6.6 CAPTURE ET ENRECHISSIMENT  

La métagénomique par son approche culture-indépendante et agnostique, est un outil 

intéressant pour caractériser les populations virales. Cependant, les virus présents en faible 

concentrations et possédant un génome court, seront plus difficile à identifier par cette 

méthode. Différentes approches pour enrichir la composante virale dans les échantillons ont 

été proposées. Par exemple, Wylie et al. (2015) ont sélectionné un ensemble de sondes 

(appelé ViroCap) reconnaissant 34 familles virales (à ADN et à ARN) susceptibles d’infecter 

des hôtes vertébrés. Sur ce même principe, une puce de capture (appelée VirCapSeq-VERT) 

ciblant 207 taxons viraux infectant des vertébrés a été décrite (Briese et al., 2015). Ces deux 

approches sont basées sur une étape d’hybridation qui intervient à la fin de la préparation 

de la librairie.  

Les sondes sont des séquences oligonucléotidiques biotinylées à base de solutions conçues 

pour hybrider et capturer des régions cibles. Leur taille, plus longue que les amorces de PCR, 

permet aux sondes de tolérer la présence de plusieurs mésappariements dans le site de 

liaison sans pour autant interférer avec l'hybridation sur la région cible. Comparé à 

l’approche métabarcoding, la capture par hybridation permet le séquençage de régions 

voisines éventuellement non reconnues par des amorces spécifiques, et cible la totalité du 

génome (Jennings et al., 2017). De plus, ces approches présentent l'intérêt de réduire 

l’impact de la matrice (humain, animal, aliment…) et ainsi d’augmenter les reads viraux de 

100 à 10,000 fois (Briese et al., 2015 ; Wylie et al, 2018). Cependant, des limites peuvent 

restreindre l’utilisation de cette approche. Ainsi, le temps nécessaire à la préparation des 

échantillons peut être considérablement allongé (l’hybridation des sondes de capture aux 

librairies peux demander jusqu’à 72h). Egalement des génomes très divergents ou non 

identifiés dans les bases de donnée, ne seront pas enrichi augmentant la probabilité qu'ils ne 

soient pas détectés. Enfin, le coût de cette technologie est élevé, justifiant un multiplexage 

important pour optimiser le coût de l’analyse (Gaudin and Desnues, 2018; Wylie et al., 

2018). A l'issue de cet enrichissement, une visualisation du profil des librairies et la mesure 

de la concentration doivent être vérifiées (Aigrain et al., 2016).  

 

6.7 PIPELINE BIOINFORMATIQUE POUR L’ANALYSE DES DONNEES DE  SEQUENCAGE 

Suite au séquençage haut débit, plusieurs centaines de milliers à plusieurs millions de reads 

sont produits pour chaque librairie. Le traitement et l'analyse d’une telle quantité de donnée 

pose des problèmes de calcul et nécessite des connaissances en bio-informatique afin de 

sélectionner les outils les plus performants et les mieux adaptés tout en réduisant les temps 

d’analyse.  

De nombreux outils ont été développés et des programmes sont disponibles sur le net et 

« prêts à l'emploi » rendant l’analyse de séquences métagénomiques accessible aux 

scientifiques. Parmi les outils automatisés nous pouvons citer RIEMS (Scheuch, Höper and 

Beer, 2015), SLIM (Cotten et al., 2014), Genome Detective 

(https://www.genomedetective.com/app/typingtool/virus/introduction). Ces outils 

demandent néanmoins une étude post-analyse pour évaluer, interpréter et analyser les 

résultats obtenus pour vérifier les virus identifiés dans l’échantillon (Brinkmann et al., 2019). 

L’analyse bio-informatique prévoit une succession d’étapes (pipeline) utilisant une 

combinaison de logiciels informatiques avec des paramètres personnalisés à chaque étape. 
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Les réglages disponibles, fréquemment proposés par défaut, peuvent donner lieu à des 

codes non standardisés et de ce fait, difficile à comparer. Nooij et al. (2018) ont évalué 49 

pipelines publiés pour l’analyse metagénomique virale et ont identifiés 5 étapes clés (Figure 

26) : 

 

 
 
Figure 26 A) Schéma des étapes principales pour l’analyse des données de séquençage. B) Panoramique des 

différents pipelines utilisés et identification des étapes inclues (Nooij et al., 2018) 

 

- Prétraitement 

Le séquençage produit des reads (séquences courtes variant entre 150 pb et 300pb) 

sauvegardés dans un fichier Fastq. Ce fichier contient également leur score de qualité (Phred 

score), assigné selon la plateforme utilisé et relié de façon logarithmique à la probabilité 

d’erreur d’identification d’une base pendant le séquençage (Tableau 7).  

Le traitement des reads commence généralement par une évaluation et un ajustement de la 

qualité des reads obtenus, à l'aide de logiciels tels que FastQC (comme outil de visualisation) 

et Trimmomatic, Cutadapt ou Trimgalore, qui permettent la suppression des adaptateurs et 

l’élimination des reads trop courts ou de mauvaise qualité en paramétrant un filtre basé sur 

le score de qualité.  
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Tableau 7 Estimation de la qualité des séquences obtenues 

Score de qualité 
Phred 

Probabilité d'une identification 
incorrecte 

Précision de l'identification d'une 
base 

10 1 pour 10 90 % 

20 1 pour 100 99 % 

30 1 pour 1000 99.9 % 

40 1 pour 10000 99.99 % 

50 1 pour 100000 99.999 % 

 https://fr.wikipedia.org/wiki/Score_de_qualit%C3%A9_phred  
 

- Filtration des reads non viraux 

Cette étape facultative, prévoit l’élimination des reads qui composent le bruit de fond (ou 

background) à l'issu du séquençage tels que les reads liés à la matrice, aux bactéries, mais 

encore tous les reads sans intérêt pour l'objectif de l’analyse. Le filtrage, possible grâce à des 

outils tels que BWA (Burrows-Wheeler Alignement tool) et Bowtie2, permet d'augmenter la 

rapidité d’analyse lors des étapes suivantes et la spécificité en diminuant le nombre de faux 

positifs (Brinkmann et al., 2019).  

De plus, la complexité du jeu de donnée dépend de l’abondance de reads obtenus et de la 

variabilité des génomes viraux présents. Lorsque la complexité est importante l’étape 

d’assemblage devient un véritable défi. Pour limiter la quantité de reads et la redondance 

d’information, la normalisation in silico est possible (BBnorm). Cette stratégie permet de 

réduire la complexité de l’échantillon en filtrant la couverture en excès par élimination des 

séquences contenant des informations redondantes (Rose et al., 2016). Un sous-

échantillonnage basé sur la décomposition des reads en motif clés (kmers) élimine de façon 

aléatoire un certain pourcentage de reads afin de réduire la couverture moyenne, le risque 

d’erreurs pendant l’assemblage et ainsi de gagner en rapidité d’analyse 

(https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/bb-tools-user-guide/bbnorm-guide/).  

 

- Assemblage 

Un des défis majeurs pendant l’analyse métagénomique est l’assemblage des reads en 

séquences plus longues (contigs) ou, idéalement, en génomes complets. L’abondance de 

données de départ et la variabilité des séquences font de cette étape un vrai challenge 

computationnel avec des durées d’analyses parfois longues et la nécessité de technologies 

informatiques performantes.  

Deux approches sont possibles: 

 

- L'assemblage de novo : les reads sont reliés ou assemblés entre eux grâce à la présence de 

chevauchements des nucléotides permettant la construction des contigs. Selon l’abondance 

de reads, chaque position du génome est couverte par plusieurs reads, ce nombre de reads 

constitue la couverture. L’importance et l’homogénéité de la couverture permet de 

différencier les « vrai contigs » et les faux positifs.  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Score_de_qualit%C3%A9_phred
https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/bb-tools-user-guide/bbnorm-guide/
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L'assemblage des contigs entre eux permet d'obtenir un scaffold, en incluant dans la 

séquence des gaps (trou), induits par l'absence d'information (Figure 27). L’estimation de la 

taille des gaps est possible en utilisant l’approche Paired-End. Ce terme se réfère à la 

possibilité de séquencer les deux extrémités du même fragment d’ADN (2 x 150 nt ou 2 x 

300 nt) permettant un alignement des reads plus précis. 

 

- Alignement avec référence : les reads sont comparés à des séquences de référence, 

permettant leur assemblage. Cette méthode peut être sensible à un biais selon la séquence 

de référence choisie, et assemble en général peu de reads, diminuant la qualité des 

informations sur les variations génétiques obtenues lors de l'assemblage (Lin et al., 2017). 

 
Figure 27 Schématisation de l’assemblage des reads.  

Les reads paired-end sont représentées en bleu ; les deux flèches rouges montrent les deux sens de lecture. Le 
chevauchement des reads sur la même zone du génome donne une couverture et permet l’assemblage des 
contigs. Les scaffolds résultent de l’assemblage de plusieurs contigs pouvant inclure des régions avec très peu 
de reads. La couverture du génome est exprimé 1X, 2X.. et est calculé à partir du nombre de bases de chaque 
read qui mappe sur le génome divisé par la taille du génome.  (Modifié de https://github.com/Ecological-and-
Evolutionary-Genomics/eeg2016/wiki/Mar-21-Exercise-7----SPAdes-assembler)  

 
Dans les approches de métagénomique virale, l’assemblage de novo est privilégié car les 

informations génétiques obtenues sont plus complètes et plus précises par rapport à 

l'approche sur référence (Nooij et al., 2018). Plusieurs programmes d’assemblage existent et 

des algorithmes différents ont été développés mais leur comparaison en termes de 

sensibilité et précision est difficile (White et al., 2017). 

Les données de métagénomique virale représentent un challenge pour les outils 

d’assemblage. En effet, les régions répétées au sein des génomes viraux sont nombreuses, 

ainsi que les régions hypervariables associées à l'interaction avec l'hôte. De plus chez les 

virus à ARN, le taux de mutation élevé entraîne une augmentation de la complexité du 

métagénome et une variation des souches conduisant à des assemblages fragmentés 

limitant l’analyse (Sutton et al., 2019). Afin d’aborder la complexité et la taille des jeux de 

données métagénomiques, les assembleurs utilisent typiquement le graphe de Bruij, utilisé 

entre autre par SPAdes (Bankevich et al., 2012). Les reads sont découpés en k-mers de tailles 

https://github.com/Ecological-and-Evolutionary-Genomics/eeg2016/wiki/Mar-21-Exercise-7----SPAdes-assembler
https://github.com/Ecological-and-Evolutionary-Genomics/eeg2016/wiki/Mar-21-Exercise-7----SPAdes-assembler
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variables (classiquement 21, 33, 55, 77, 99, 127). A chaque cycle, un graph est construit, le 

chevauchement des nucléotides permet de relier les k-mers entre eux en créant des nœuds 

pour les nouveaux k-mers, en mettant à jour la couverture des k-mers existants et en 

ajoutant des nœuds pour les nouvelles transitions (Figure 28). Idéalement le graph de Bruijn 

devrait former une seule ligne dans laquelle chaque nœud est connecté au suivant dans un 

sens 3’-5’ donnant lieu au contig. En réalité, les graphs ne sont jamais aussi simples et des 

structures plus complexes peuvent se former, avec des intersections dans les zones 

d’incertitude et la formation de branches compliquant la lecture et éventuellement 

conduisant à des erreurs d’assemblage (Ayling et al., 2019).  

 

 
Figure 28 Graphe de De Bruijn pour l’assemblage.  
Les fragments (reads) obtenus par séquençage de l’ADN sont décomposés en k-mers (de taille k homogènes). La 
reconstruction de la séquence initiale consiste alors dans la ré-organisation des k-mer (Adapté de Ponty 2014). 

 

Une autre approche (Kaiju) prévoit de dépasser l’étape d’assemblage en traduisant les reads 

en protéines pour les identifier dans une base de données contenant des séquences de 

protéines microbiennes et virales (Menzel et al., 2016).  

Récemment, une autre stratégie (Plass) propose la conversion des reads en protéines qui 

sont ensuite assemblées pour obtenir des séquences plus longues, réduisant la variabilité et 

facilitant l’identification génomique (Steinegger et al., 2019). 
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Il faut toutefois noter que ces deux approches peuvent entraîner une simplification de 

l’information en sortie et potentiellement limiter l’étude des variantes.  

 

- Recherche dans la base de données 

Après ces diverses étapes, l'identification des séquences virales obtenues représente le 

dernier défi de l’analyse métagénomique. Dans cette étape, les séquences sont associées à 

une base de données de référence. Plusieurs outils sont proposés pour aligner les séquences 

protéiques (DIAMOND) ou nucléotidiques (BWA ou Bowtie2) ou les deux (BLAST), 

permettant l’assignation taxonomique et donc l’identification des séquences obtenues 

(Nooij et al., 2019). Toutes les méthodes de recherche reposent sur des bases de données de 

référence, telles que NCBI GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) ou RefSeq 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/). Les données de ces bases conditionnent la qualité 

des résultats de cette dernière étape.   

Avec l’avènement du séquençage haut débit, la rapidité à laquelle des nouveaux virus sont 

découverts et ajoutés à la base de données augmente rapidement, passant d’une moyenne 

annuelle de 0,34 espèce/jour en 2010 à 2,5 espèces/jour en 2015 (Rose et al., 2016). Ce taux 

de croissance souligne d’un côté l’importance de mises à jour récurrentes, et de l’autre un 

problème de qualité des séquences parfois incomplètes ou erronées soumises à ces bases. 

De plus, l’homologie entre plusieurs génomes de référence peut conduire à une mauvaise 

assignation des séquences (Nieuwenhuijse and Koopmans, 2017).  

Un autre problème réside dans l'existence de bases des données incomplètes. Entre 40 et 

90% des séquencés obtenues ne peuvent pas être alignés sur les séquences de références 

existantes et ne sont donc pas identifiables, alimentant ce qui est communément appelée la 

matière noire (black matter) (Krishnamurthy and Wang, 2017; Santiago-Rodriguez and 

Hollister, 2019).  

 

- Analyse post-traitement 

Cette dernière étape inclue la recherche de l'identification taxonomique la plus probable et 

l’interprétation des données obtenues. La phylogénie vient souvent en support ainsi que des 

outils de représentation graphique des données de sortie de BLAST, comme MEGAN (Huson 

et al., 2016). Une connaissance approfondie du virus cible est importante pour pouvoir 

différencier des séquences faussement positives ou pour relier des échantillons (par 

exemple en cas de suivi d’épidémies) (Nooij et al., 2018). Dans le cas des souches de NoV, 

l’outil NoV Genotyping Tool est utilisé pour étudier la variabilité des souches basée sur une 

analyse phylogénétique des séquences nucléotidiques. Des séquences longues sont 

nécessaires pour pouvoir attribuer un génotype selon le typage des zones ORF1 et ORF2. Cet 

outil utilise un ensemble de séquences de référence régulièrement mis à jour rendant 

possible l’identification des nouvelles souches et la comparaison des séquences trouvées 

dans différents pays (Kroneman et al., 2011). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
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6.8 BIAS ET ERREURS DE SEQUENCAGE 

Bien que les taux d’erreurs produits pendant le séquençage avec Illumina soient faibles 

(0.4%) comparés à ceux obtenus avec IonTorrent (1.78%) ou avec les séquenceurs de 

troisième génération (>13%), des erreurs persistent et leur connaissance peut aider dans 

l‘interprétation des données (Quail et al., 2012). Les erreurs les plus fréquents sont ici 

résumées : 

- La présence des nucléotides G et C empêche une bonne pré-amplification qui se 

traduit par des erreurs de séquençage, avec un impact sur la couverture (Figure 29). 

Les molécules d’ADN trop riches ou trop pauvres en GC sont généralement moins 

représentées car plus difficiles à amplifier (Aigrain et al., 2016 ; Boone et al., 2018).  

 
Figure 29 Impact de la présence des séquences trop riches ou trop pauvres en nucléotides G et C sur le 

séquençage haut débit (Adapté de van Dijk et al., 2018) 

 

- Présence d’erreurs suite à des séquences d’homopolymères > 20 nt. La succession du 

même nucléotide pendant plusieurs cycles successifs peut induire en erreur lors de la 

capture d’image. Toutefois ce taux d’erreur est relativement bas comparé à la 

technologie IonTorrent pour laquelle des erreurs sont observés avec des 

homoplyméres de plus 8 nt et de séquences de plus de 14 nt résultent en absence de 

reads (Quail et al., 2012). 

- Chimères: contigs générés à partir de reads de différentes origines assemblées entre 

eux en raison de similarités génétiques (Nooij et al., 2018). 

- Substitutions : erreurs les plus communes en lien avec la technologie Illumina, 

observées le plus souvent dans les 10 premières paires de base et dans les 50 

dernières. Cette erreur est due non pas à une erreur d’incorporation des bases mais 

à une discrimination insuffisante des fluorochromes pendant les cycles de lecture 

(Schirmer et al., 2015). Par exemple lors de l'utilisation d'appareils Illumina MiSeq, 

l’incorporation préférentielle des nucléotides G et T a été mise en évidence (Schirmer 

et al., 2016). 

- Insertion / délétion (Indel) : Ces erreurs comprennent l’insertion ou la délétion de 

nucléotides sur des portions du génome, et insèrent la distribution de nucléotides 
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inconnus (Ns). Les erreurs d’indel sont environ 100 fois moins fréquents que les 

erreurs de substitutions (Schirmer et al, 2015).  

- Motifs : séquence de 3 nucléotides qui forment un codon correspondant à un acide 

aminé. Des taux d’erreurs allant jusqu’à 16.2% sont associés aux motifs « GGG » et 

« CGG » (Schirmer et al, 2016). 

- Contamination avec des séquences de PhiX : PhiX est un bactériophage connu pour 

avoir été le premier génome d’ADN séquencé par Sanger (1977). En raison de sa 

petite taille et de son génome court (environ 5300 nt) bien caractérisé, PhiX est 

couramment utilisé comme contrôle de séquençage dans les plateformes Illumina. 

L’addition de ce phage PhiX, à des concentrations variant entre 1% et 40% selon la 

diversité génomique des échantillons pendant la préparation des librairies ou au 

moment du séquençage, permet d’augmenter la diversité génomique pendant le run. 

Cet effet est surtout notable pendant les dix premiers cycles quand une diversité de 

séquence est nécessaire pour obtenir des données de bonne qualité. Les séquences 

PhiX doivent être éliminées dans les premières étapes de l’analyse de 

bioinformatique afin qu'elles ne soient pas intégrées aux génomes identifiés. 

Mukherjee et al. (2015) ont constaté qu'environ 10% des séquences publiées et 

entrées dans les bases de données, sont contaminées par des séquences de PhiX. 

6.9 CONTROLES ET RISQUES DE CONTAMINATIONS  

Le séquençage haut débit est une technique sensible permettant des avancées importantes 

dans la découverte de nouveaux virus et dans l’étude du virôme. Cependant cette sensibilité 

favorise cette technique à capter éventuellement les contaminants modifiant la composition 

de l’échantillon en amont (pendant l’échantillonnage ou les premières manipulations) ou en 

aval, lors du traitement de l’échantillon pour l’extraction des acides nucléiques ou encore 

pendant le séquençage (Sangiovanni et al., 2019). 

Les contaminations constituent un défi pour l'interprétation des données métagénomiques 

car elles peuvent passer inaperçues pendant l’assemblage de novo en raison d'une faible 

couverture ou d'un traitement non approprié et conduire à des résultats faux (Laurance et 

al., 2014).  

Pour limiter la contamination, au laboratoire les pièces dans lesquelles les échantillons sont 

préparés sont souvent séparés de celles dans lesquels les acides nucléiques sont amplifiés et 

celles ou les librairies sont réalisées. Les équipements sont traités aux UV et nettoyés à l'eau 

de javel, l'utilisation de cônes à filtre et de matériel à usage unique est indispensable 

(Gruber, 2015). De plus, alterner les codes-barres utilisés pour le multiplexage des 

échantillons lors des différents runs de séquençage réduit la contamination induite par les 

essais précédents (Nieuwenhuijse and Koopmans, 2017). Les contaminations peuvent aussi 

provenir des réactifs utilisés en laboratoire (Gruber, 2015 ; Laurance et al., 2014).  

Il est recommandé d'inclure plusieurs contrôles dans un même run de séquençage :   

- contrôle négatif : échantillons sélectionnés sur leur faible probabilité de contenir des 

virus (Nieuwenhuijse and Koopmans, 2017) ; 

- contrôle positif : échantillon contenant des quantités connues d'une variété de virus 

(Lusk et al., 2014) ; 
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- contrôle technique : réplicats de librairie à partir du même échantillon qui sera de ce 

fait séquencé plusieurs fois dans le même run. Cette approche semble pertinente 

pour compenser les biais du pipetage, et de la RT (Cotten et al., 2014 ; Bustin et al., 

2015) ; 

- réplicats biologiques : échantillon prélevé plusieurs fois et analysé selon le même 

protocole  (Kim et al. 2017). 

Des outils bioinformatiques tels que DecontaMiner (Sangiovanni et al., 2019) ont été 

développés pour vérifier les signaux de contamination régulièrement détectées en 

laboratoire dans les données de séquençage.  

 

6.10 NOVs : UN CHALLENGE METAGENOMIQUE 

Le séquençage haut débit présente un intérêt indéniable pour l’étude des NoVs permettant 

d’établir les relations phylogénétiques entre les souches, identifier les nouveaux 

recombinants et identifier les souches présentes dans les échantillons de l’environnement 

ou des aliments. En intégrant l'approche environnementale, la relation entre diversité virale, 

infection et transmission est une question scientifique importante. A cet égard, la capacité 

de suivre les épidémies et d'en identifier les sources d'introduction represente une 

importante application du séquençage haut débit dans les domaines cliniques et de santé 

publique (Cotten and Koopmans, 2016). Un autre potentiel intéressant réside dans les 

recherches sur le microbiome intestinal et le virome. Le séquençage agnostique des 

échantillons fécaux, associé à un échantillonnage stratégique au niveau de la population, 

révèle la diversité des virus en circulation dans la population échantillonnée. Cette approche 

appliquée à des échantillons de l'environnement, a permis de nouveaux développements 

comme par exemple l'utilisation des eaux usées comme outil de surveillance (Nieuwenhuijse 

and Koopmans, 2017). Cependant, le choix de la méthode et de la préparation de 

l'échantillon dépend de la matrice à analyser et du niveau de concentration en virus dans 

l‘échantillon. En effet les échantillons cliniques sont caractérisés par des concentrations 

virales élevées, avec des valeurs de Ct variant entre 10-20, alors que les échantillons 

environnementaux et les matrices alimentaires ont des concentrations faibles (valeurs de Ct 

variant entre 30 et 40), proches de la limite de détection par PCR. Il est donc important de 

préparer l'échantillon pour augmenter la concentration en virus ou du moins obtenir une 

profondeur suffisante pour permettre une interprétation correcte des résultats (Cotten et 

al., 2014; Nasheri et al., 2017).  

Le séquençage ciblé en utilisant des amorces spécifiques est une approche efficace pour 

typer la protéine VP1 de la capside virale, en particulier le sous-domaine P2 sur lequel 

repose l'identification des souches de NoVs, (Imamura et al., 2016; Oshiki et al., 2018; Sabrià 

et al., 2018). Mais il est important également de considérer la région codant la polymérase 

située à l'extrémité de l'ORF1 et le début de l'ORF2. En effet seul l'obtention de la séquence 

de ces deux régions permet d'identifier précisément une souche de NoVs. Cotten et 

collègues (2014) ont proposé une stratégie pour séquencer des génomes entiers de NoVs en 

utilisant trois paires d'amorces sélectionnées sur la base de toutes les séquences disponibles 

publiquement. Cette approche, effective pour l’identification de souches du GII et en 

particulier des souches GII.4, a montré des limites pour les souches GI, moins représentées 
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dans les bases de données.  

L’approche métagénomique reste l’approche de préférence pour l’étude d’échantillons 

environnementaux où la possibilité d'identifier d’autres virus entérique humains 

éventuellement présents, présente un intérêt certain. Cependant la préparation de 

l'échantillon et la mise au point de stratégies d’enrichissement sont des étapes nécessaires 

pour limiter les séquences de la matrice et des bactéries. Récemment l’analyse 

metagénomique appliquée à un échantillon de fraises impliquées dans une épidémie de 

gastroentérite, a conduit à la production de 28,856,294 reads, avec 11 reads identifiables 

comme des virus de mammifère, et deux reads de NoVs (Bartsch et al., 2018). Dans ce cas 

précis, l'analyse épidémiologique et le virus identifié chez les consommateurs malades ont 

permis de valider ces deux reads, mais en l'absence de ces informations, toute conclusion 

aurait été impossible.  

La puce SureSelect développée par Brown et collègues (2016) permet un enrichissement 

ciblé des NoVs grâce aux amorces multiples ciblant chaque position du génome. Cette 

approche permet un séquençage sans biais entre les génotypes connus et a été efficace en 

générant des génomes complets à partir d’échantillons faiblement contaminés (Ct ≥ 36).  

L’inconvénient de cette méthode réside dans l'échec éventuel de générer des séquences 

pour un génotype émergent lorsque les amorces existantes sont trop divergentes.  

Une autre stratégie de capture pour générer des génomes complets de NoVs mais sans 

utilisation d’amorces a été proposée afin d'enrichir spécifiquement en ARN de NoVs et de 

réduire la quantité d'ARN bactérien non polyadénylé. Un procédé de capture basé sur la 

reconnaissance de la queue poly(A) a été utilisé après l'extraction des acides nucléiques 

permettant l’augmentation de reads de NoVs à partir d’échantillons de selles et l’obtention 

de génomes complets (Fonager et al., 2017). Toutefois la polyadélination, jouant un rôle de 

stabilisation des ARNm, est commune et la grande majorité des ARNm sont polyadénylées, 

ce qui limite un enrichissement ciblé des NoVs.  

 

L’application et l’optimisation des méthodes d’enrichissement ciblées à NoVs sans être trop 

restrictif ont été objet de mes recherches et seront expliqués plus en détail dans la section 

« travaux originaux » de ce manuscrit.   

 
  



74 

 

7. APPROCHES COMPLEMENTAIRES 
 

La RT-PCR reste la méthode la plus courante de détection et de quantification des NoVs 

mais, reposant sur l'amplification d'un fragment court du génome viral, elle ne donne pas 

d'information sur l'intégrité du virion. En effet, les résultats de l’amplification proviennent de 

génomes de particules infectieuses, de particules complètes non infectieuses, mais 

également des particules virales endommagées. Ces inconvénients justifient l’intérêt de 

développer des approches capables de détecter les particules virales intègres, donc 

potentiellement infectieuses. Différentes techniques de détection existent et leur utilisation 

a été évaluée lors de ces travaux de thèse. Certaines ont été utilisées pour répondre aux 

questions scientifiques de ce manuscrit, comme les mucines gastriques porcines (Chapitre 1) 

et le virus tulane (Chapitre 2). D'autres approches novatrices ou considérées d’intérêt 

scientifique sont brièvement discutées ici.  

 
7.1 PHAGE DISPLAY 

Cette technique utilise les interactions protéine-protéine en se servant de phages affichant 

des polypeptides capables de reconnaitre les VLP de NoVs et qui contiennent également le 

génome codant. Cela permet une interaction rapide entre les polypeptides des phages et la 

cible (biopanning). Seuls les phages spécifiquement liés sont élués de la cible par action du 

pH acide et incubés avec E. coli pour être amplifiés. Plusieurs cycles successifs de biopanning 

sont effectués en utilisant les populations résultantes afin d’enrichir la population de phages 

avec les peptides les plus adaptés à lier les NoVs (Sidhu et al., 2003). 

Cette méthode a été utilisée pour détecter le NoV dans des échantillons de selles cliniques 

en utilisant la technique ELISA afin de confirmer la spécificité de liaison (Rogers et al., 2013). 

La sélection de peptide est souvent limitée basée sur quelques souches de NoVs et donc 

sont difficilement applicables en test de routine. 

Une étude a optimisé un système d’immunochromatographie sur membrane basé sur des 

particules de phages couplées à des anticorps anti-NoVs GI.1 marqués et en utilisant une 

approche immunoenzymatique en sandwich ELISA (Figure 30). Cette approche a permis 

d’acquérir une sensibilité analytique pouvant atteindre une limite de détection de 107 

VLP/mL (Hagström et al., 2015). 
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Figure 30 Détection des VLP de NoVs GI.1 à l'aide de nanoparticules de phage marquées dans un essai à flux 

latéral (Hagström et al., 2015) 

 
7.2 PMA 

Le PMA (propidium monoazide) est un colorant intercalant de l'ADN/ARN qui entraine une 

fluorescence marquée après liaison aux acides nucléiques et exposition à une lumière visible 

intense (Figure 31). Lors de la photolyse, le colorant réagit de manière covalente avec 

l'ADN/ARN, entraînant ainsi une modification permanente du génome, ce qui empêche une 

amplification par PCR. De plus, le colorant est imperméable à la membrane cellulaire et peut 

donc être utilisé de manière sélective pour lier uniquement le génome libre dans 

l’échantillon (non protégé par une capside) permettant une amplification ciblée de cellules 

pathogènes viables lors de test de quantification en temps réel (Karim et al., 2015).  

L’utilisation de ce colorant pour différencier les particules potentiellement infectieuses de 

NoVs et rotavirus a donné des résultats controversés lors d’utilisation sur des échantillons 

complexes, comme du chorizo, des palourdes (Quijada et al., 2016), des huitres ou encore 

des eaux usées (Randazzo et al., 2018). Les amorces utilisées pendant la PCR, la région du 

génome ciblée, ainsi que la méthode d’inactivation virale utilisée (conduisant à différents 

dommages de la capside) pourront influencer les résultats (Karim et al., 2015).  

 

Le PMAxx, un colorant structurellement similaire au PMA mais avec des propriétés 

chimiques différentes, a été comparé au PMA, avec des résultats légèrement meilleurs mais 

avec un certains nombre de faux positifs (Oristo et al., 2018).  
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Figure 31 approche de qRT-PCR en utilisant le PMA pour différencier les NoVs infectieux et non infectieux 

selon la perméabilité de la capside virale (Adapté  Gyawali et al., 2019) 

 

7.3 LES APTAMERES 

Les aptamères sont de courtes séquences d'oligonucléotides avec des structures 

tridimensionnelles dotées d'une grande capacité de liaison résultant de la formation de 

différentes liaisons chimiques non covalentes (Figure 32) (Beier et al., 2014). Des aptamères 

spécifiques sont sélectionnés in vitro en fonction de leur affinité pour une molécule cible à 

l'aide d'une méthode d'enrichissement moléculaire exponentiel appelée SELEX (de l’anglais 

Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). Par exemple cette méthode a 

été utilisée pour sélectionner des aptamères dirigés contre la protéine structurale de la 

capside (VP1) de la souche GII.4 (Beier et al., 2014), ou contre le domaine plus extérieur de 

la protéine virale (le domaine P) (Moore et al., 2015). En outre, un panel de souches NoVs GI 

et GII ont été détectés dans des échantillons de selles et d'aliments en utilisant un aptamère 

M6-2 (Escudero-Abarca et al., 2014) qui a aussi été utilisé pour étudier le statut d’infectivité 

des particules virales en utilisant comme modèle la souche GII.4 Sydney (Moore et al., 2016; 

Gyawali et al., 2019). Certains aptamers présentent une réactivité assez large permettant de 

détecter plusieurs souches de GII.4 suggérant une utilisation en diagnostique clinique 

(Moore et al., 2015). Giamberardino et al. (2013) ont produit un aptamère contre le virus 

murin (MNV), substitut cultivable des NoV, présentant une réactivité croisée avec les VLP 

GII.3 NoVs. 
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Figure 32 Diagrammes de flux montrant une approche de détection de norovirus basé sur l’utilisation 

d'aptamères (Adapté de Gyawali et al., 2019) 

7.4 TECHNOLOGIE MICROFLUIDIQUE 

La technologie microfluidique est la miniaturisation des tests moléculaires. Pendant l’essai, 

l’échantillon traverse différentes régions du dispositif microfluidique, soit par capillarité, soit 

par pression à l’aide de micro-pompes. Plusieurs réactions de capture, d’isolement et 

d’identification du virus peuvent se produire dans différentes sections de dispositifs 

microfluidiques à l’intérieur d’un système fermé (Figure 33) assurant un contrôle automatisé 

de toutes les étapes et pouvant réduire les erreurs humaines en augmentant précision, 

reproductibilité et fiabilité des résultats (Gyawali et al., 2019).  

Actuellement, un type de technologie microfluidique appelée « systèmes d’analyse sur 

papier » a été utilisé pour détecter des faibles quantités de NoVs à partir d’échantillons 

d’eau en utilisant un smartphone (Figure 34). Le système contient une puce de papier 

contenants des billes de polystyrène fluorescent liées à des anticorps anti-NoVs. Lorsque des 

particules virales sont présentes dans l’échantillon, elles se lient aux billes formant des 

agglomérats fluorescents. Un microscope installé sur la camera du smartphone permet 

ensuite d’amplifier le signal lumineux et une application analyse le nombre de pixels 

fluorescents et le convertit en nombre de particules de NoV. La technique est suffisamment 

sensible pour détecter des concentrations très faibles, de l’ordre de 10 attogrammes (10-18 

g) de NoVs par mL (Chung et al., 2019). 

L'utilisation de la RT-qPCR microfluidique est un autre exemple d'application de cette 

technologie pour la détection des NoVs dans des échantillons environnementaux et 

alimentaires. Cette approche a déjà été utilisée pour la quantification simultanée de onze 

virus humains majeurs, notamment les entérovirus, les virus d'Aichi, les adénovirus, les 

astrovirus, les sapovirus, les rotavirus, les NoVs, les virus de l'hépatite A et de l'hépatite E à 

partir d'échantillons d'eau prélevés dans l'environnement (Ishii et al., 2014; Coudray-

Meunier et al., 2016). 
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Figure 33 Diagrammes de flux montrant une approche de détection de norovirus en utilisant la technologie 

microfluidique (Adapté de Gyawali et al., 2019). 

 

 

 
Figure 34 Smartphone et dispositif microfluidique sur papier pour la détection des NoVs 

(https://www.medgadget.com/2019/08/smartphone-and-paper-microfluidic-device-for-norovirus-detection.html) 

 

7.5 LES MUCINES GASTRIQUES PORCINES 

Les mucines sont des glycoprotéines produites par des cellules sécrétoires spécialisées 

présentes dans tout le tractus gastro-intestinal et forment les principaux constituants 

macromoléculaires de la salive et du mucus. La salive, présente dans la bouche et 

l'œsophage, lubrifie ces tissus et constitue la première barrière contre les agents pathogènes 

entériques ingérés (McGuckin et al., 2011; Schomig et al., 2016).  

Les mucines sont composées d'environ 80% de glucides, principalement de la N-

acétylgalactosamine, de la N-acétylglusosamine, du fucose, du galactose et de l'acide 

sialique (acide N-acétylneuraminique) et de traces de mannose et de sulfate. Parmi les 

sucres présents à la surface des mucines, on retrouve les HBGA. Sur la base de la capacité 

des NoVs à se fixer aux HBGA, Canon et Vinje (2008) ont utilisés des HBGA synthétiques liés 

à des billes magnétiques afin de récupérer les NoVs dans des échantillons de selle. 

https://www.medgadget.com/2019/08/smartphone-and-paper-microfluidic-device-for-norovirus-detection.html
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Cependant, la production d’HBGA synthétique reste limitée considérant les coûts de 

production élevés (Moore et al., 2016). En raison des similitudes génétiques existantes entre 

les humains et les porcs, les mucines gastriques porcines (PGM) ont été utilisées pour leur 

capacité à lier les NoVs. Les résultats ont montré que les PGM contiennent certains HBGA, 

tels quels les antigènes A, H1 et Lewis b (Tian et al., 2005; Tian et al., 2007). Ces mucines, 

conjuguées à des billes magnétiques (PGM-MB), ont été donc utilisés pour capturer les 

particules de NoVs à partir d'échantillons alimentaires ou environnementaux, suggérant ainsi 

une capside intacte. Cette approche semble pouvoir différencier les NoVs potentiellement 

infectieux des non-infectieux et minimiser la présence d'inhibiteurs dans l’échantillon 

(Cannon and Vinjé, 2008; Tian et al., 2012). Toutefois, les particules de capside partialement 

endommagées mais avec le domaine P2 intacte, peuvent être capables de se lier aux PGM-

MB (Afolayan et al., 2016). De plus la répétabilité de la méthode dépend de la présence de 

composants additionnels capables d’interférer pendant l’analyse, par une qualité et/ou une 

proportion d’HBGA variable en fonction de l'animal à partir duquel ces mucines ont été 

extraites, et avoir une réactivité souche-dépendante (Moore et al., 2016). 

 
7.6 VIRUS TULANE COMME MODELE DE NoVs 

Après la mise en évidence du virus Tulane (TV) à partir des selles de macaque rhésus, 

l’analyse phylogénétique du génome a montré que ce virus constituait un nouveau genre, 

appelé Recovirus au sein de la famille des Caliciviridae. Par ailleurs ce virus Tulane et les 

autres souches caractérisées par la suite présentent de nombreuses similitudes avec les 

NoVs (Farkas et al., 2008; Farkas, 2015). Biologiquement le TV se comporte comme les NoVs 

Humains, notamment dans la transmission par voie féco-orale, dans l’interaction avec les 

HBGA et les signes cliniques chez les singes (Farkas et al., 2015). L'intérêt de sa multiplication 

relativement aisée sur des cellules de rein de singe rhésus (LLC-MK2) a renforcé l’utilisation 

de ce virus comme modèle des NoVs, par rapport aux autres virus modèles tels que le 

calicivirus félin, les NoVs murins ou encore les virus Aichi (Cromeans et al., 2014). La 

pertinence du modèle TV pour étudier le comportement des NoVs lors de la contamination 

des huîtres a été démontrée au laboratoire (Drouaz et al., 2015). Ainsi après 

bioaccumulation dans des huîtres, la répartition tissulaire du TV était comparable à celle du 

virus Norwalk, prototype du NoV GI, avec la majorité des particules virales de TV et du virus 

de Norwalk détectées dans les tissus digestifs. Un virus contrôle, le mengovirus appartenant 

à la famille des Picornaviridae, était détecté de façon homogène dans les branchies, le 

manteau, et les tissus digestifs. Le suivi de la persistance de ces virus par détection du 

génome a montré cependant des différences après plusieurs semaines. Les virus de Norwalk 

et de Tulane ont présenté des demi-vies assez similaires, alors que le mengovirus a disparu 

plus rapidement. Une autre étude a permis de démontrer la persistance de particules 

infectieuses pendant trois semaines dans des huîtres en bassin (Figure 35) (Polo et al., 2018). 

Ces observations corroborent des observations réalisées par l'équipe lors d'épidémies liées à 

la consommation d'huîtres pour lesquelles l'évènement contaminant a pu être estimé (Polo 

et al., 2016; Le Mennec et al., 2017).  
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Figure 35 Persistance du virus Tulane (TV) dans les huîtres, déterminée par détection génomique (lignes noires) 

et test d'infectivité (lignes rouges). Les lignes en trait plein représentent la courbe de décroissance moyenne et 

les lignes pointillées les intervalles de prédiction à 95%, tels que produits par l'analyse de régression inverse. 

Axe X: temps (en jours), axe Y: nombre de copies d'ARN ou de particules TCID50 / g de DT. (Polo et al., 2018) 
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8. REPLICATION DES NOVs SUR CULTURE CELLULAIRE 
 

Pendant longtemps l’impossibilité de cultiver les NoVs en laboratoire a représenté la limite 

majeure pour une complète compréhension des mécanismes biologiques et pathogéniques 

de ce virus. Finalement en 2016, environ 50 ans après la découverte des NoVs, un système 

de réplication virale sur cellules éphitéliales intestinale humain a été développé (Ettayebi et 

al., 2016). Ces avancées permettront de mieux comprendre les interactions existantes entre 

NoVs et l’hôte et les mécanismes d’infectiosité virale. Des études pour évaluer la persistance 

du caractère infectieux des NoVs dans l’environnement pourront également être réalisés 

avec d’importantes répercussions sur la compréhension de l’épidémiologie de ce virus.  

 
8.1 PHYSIOLOGIE ET ANATOMIE DE L’INTESTIN GRÊLE CHEZ L’HOMME  

L’intestin est l’un des organes les plus complexes du point de vue architectural et 

fonctionnel. D’une longueur de 5 à 7 mètres et d’un diamètre de 3 cm, l’intestin grêle fait 

suite à l’estomac et est prolongé par le gros intestin. Il se différencie en trois segments, le 

duodénum (où commence la digestion par action des acides biliaires et des enzymes 

digestives), le jéjunum et l’iléon qui débouche sur le gros intestin (Wells and Spence, 2014).  

L’intestin grêle se compose d’une paroi et un lumen. La paroi est formée de 4 enveloppes : 

- la muqueuse : couche la plus interne contenant des nombreuses glandes pour la 

production du mucus protecteur. Elle est constituée d’un épithélium qui repose sur 

un fin tissu conjonctif (ou lamina propria). Les replis de l’épithélium et du tissu 

conjonctif forment des cryptes et des villosités qui augmentent la surface intestinale 

pour une meilleure absorption des nutriments lors de la digestion. 

- la sous-muqueuse : couche intermédiaire où passent les vaisseaux et les nerfs 

- la musculeuse : couche externe constituée des fibres musculaires 

- le péritoine : fin enveloppe qui recouvre la paroi externe de l’intestin  

La muqueuse intestinale est recouverte d’une couche de cellules (épithélium) comprenant 

des types cellulaires différents selon leur localisation (Figure 36) :  

 

- sur les villosités : les entérocytes, cellules hautes et étroites, présentent un pôle 

apical pourvu de microvillosités afin d’augmenter la surface de contact et jouent un 

rôle d’absorption des nutriments et d’eau ; les cellules caliciformes (ou cellules en 

gobelet) productrices du mucus ; et les cellules entéroendocrines, qui produisent des 

hormones ayant une action locale ou sur d'autres organes.  

- au fond des cryptes : les cellules de Paneth secrètent des enzymes digestives et 

participent à la défense  immunitaire en secrétant des enzymes antimicrobiens (les 

lysozymes) et les cellules souches, cellules principales indifférenciées, cylindriques, 

se divisent activement de manière asymétrique, donnant les différentes cellules qui 

constituent l’intestin et au fil de la différenciation cellulaire remontent les cryptes 

pour rejoindre la partie apicale des villosités intestinales (Wells and Spence, 2014; 

Mahe et al., 2015).  
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Figure 36 Organisation de l’épithélium intestinal : entérocytes (rose), cellules caliciformes (jaune), cellules 

enteroendocrines (vert), cellules de Paneth (violet), cellules souches indifférenciées (rouge) et en voie de 

différentiation (bleu).  

(https://www.stemcell.com/technical-resources/area-of-interest/organoid-research/intestinal-

research/overview.html) 

 

8.2 MISE EN CULTURE DE CELLULES SOUCHES ET LEUR DIFFERENTIATION  

Pendant longtemps, la culture de cellules épithéliales intestinales humaines n'a pas été 

concluante pour la multiplication des NoVs car les entérocytes en culture primaire, cultivés 

directement à partir de tissu humain, subissaient une apoptose trop rapide pour permettre 

l'évaluation de la réplication virale (Estes et al., 2019). Des lignées de cellules épitheliales 

intestinales existent, issues de carcinome comme les cellules Caco2, mais ne permettent par 

la réplication des NoVs, probablement car elles sont dé-différenciées. Suite à la mise au 

point d’une culture en trois dimensions (3D) de ces céllules, et inoculation d’une souche de 

NoVs, un effet cytopathique avait été noté, avec une faible augmentation de la 

concentration en particules mais la reproducibilité de la technique était faible et aucune 

suite n’a été donnée  (Straub et al., 2011, 2013).  

Les avancées scientifiques et le développement du système de culture de cellules souches, 

ont permis de reconstruire un épithélium intestinal, de souris d’abord et humain ensuite, en 

laboratoire à partir de cellules souches (Sato and Clevers, 2013; Mahe et al., 2015; Yin et al., 

2016; Workman et al., 2017). Ces cellules souches sont isolées à partir de biopsies ou des 

prélèvements intestinaux issus de donneurs adultes sains, dont on isole les cryptes (Figure 

37).  

 

https://www.stemcell.com/technical-resources/area-of-interest/organoid-research/intestinal-research/overview.html
https://www.stemcell.com/technical-resources/area-of-interest/organoid-research/intestinal-research/overview.html
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Figure 37 Modèle de culture des entéroïdes.  

A) Les cryptes intestinales peuvent être isolées à partir de prélèvements de chirurgie ou de biopsies, suivis d'une 

culture en entéroïdes 3D. B) Les entéroïdes reconstituent l’architecture d’un intestin sain contenant des 

villosités et des cryptes (adapté de Yin and Zhou, 2018). 

 

Les cryptes ainsi isolées sont incorporées dans un gel mimant la matrice extracellulaire 

(Matrigel) et cultivées en 3D dans un milieu enrichi en facteurs de croissance essentiels 

destinées à favoriser la croissance de cellules souches (Sato and Clevers, 2013; Fujii et al., 

2019). Les facteurs nécessaires à cette culture sont produits par des lignées cellulaires 

stables: 

- Wnt : Protéine produite et secrétée à partir de la lignée cellulaire de souris LWnt3A. 

Ces cellules sont des fibroblastes qui composent le tissu conjonctif sous-cutané. Le 

gène Wnt-3a code pour la protéine Wnt, qui aide à réguler la division cellulaire et la 

spécialisation des organes pendant le développement et la régénération tissulaire 

(Willert et al., 2003) ; 

- R-Spondin : la protéine RSP01 appartient à la famille des R-spondines. Elle induit la 

prolifération de cellules épithéliales de cryptes intestinales, augmente la guérison 

épithéliale intestinale et soutient le renouvellement des cellules souches épithéliales 

intestinales (Warner et al., 2015). De plus, elle potentialise la voie de signalisation 

activée par Wnt (Mah et al., 2016) ; 

- Noggin : Cette glycoprotéine est utilisée comme supplément du milieu de culture 

pour favoriser le maintien des cellules souches dans un état pluripotent empêchant 

leur différenciation spontanée. En outre elle favorise la croissance cellulaire (Lugli et 

al., 2016). 

Une seule cellule souche forme une structure symétrique 3D initialement sphéroïdale avec 

un domaine apical qui fait face à l'intérieur du lumen nouvellement formé et une surface 

basolatérale en contact avec le Matrigel. Suite à multiplication des cellules, la symétrie est 
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brisée par la formation de « bourgeons » latérales ressemblante aux cryptes intestinales 

(Figure 38). Ces structures sont appelées entéroïdes (dérivés de l'intestin grêle) et 

contiennent tous les types de cellules épithéliales typiques de l’intestin. Ils sont différents 

des organoïdes qui contiennent en plus du tissu mésenchyme (Mahe et al., 2015). 

 

 
Figure 38 Schématisation des phases de développement des enteroïdes.  

En évidence, les cellules souches représentées en jaune et les cellules de Paneth en bleu. (Sato and Clevers 

2013) 

 

Les entéroïdes ont des tailles variables (plusieurs µm à mm) et doublent de taille 

généralement en 24h. Après environ cinq jours de culture et le retrait des facteurs de 

croissance essentiels, les entéroïdes se différencient pour former un épithélium composé 

d’entérocytes matures, de cellules entéroendocrines et de cellules caliciformes, 

reconstituant l’architecture d’un épithélium intestinal sain contenant des villosités et des 

cryptes (Zachos et al., 2016). Pour la culture des NoVs, les enteroïdes en 3D non différenciés 

sont dissociés à l’aide de la trypsine et sont ensemencés sur des plaques de culture enduites 

de collagène afin de former un tapis cellulaire en monocouche, dont la face apicale est 

accessible pour l’infection virale (Figure 39). Le milieu de culture est ensuite appauvri en 

facteurs de croissance, ce qui favorise alors la différentiation cellulaire des cellules souches 

dans les différentes cellules adultes qui composent l’épithélium intestinal. Après quatre à 

cinq jours de différenciation, les cellules sont prêtes à être infectées (Ettayebi et al., 2016; 

Costantini et al., 2018; Estes et al., 2019). 
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Figure 39 Diagramme schématisée du passage des enteroides de 3D à 2D pour la formation de monocouche 

(Yin and Zhou, 2018) 

 

8.3 PREPARATION DE L’INOCULUM ET INFECTION  

L’inoculum, l’échantillon contenant le virus purifié et préalablement filtré (le plus souvent 

une solution de selle ou du virus en suspension dans de l’eau), est d’abord quantifiée par RT-

PCR en temps-réel. Environ 103 particules virales sont nécessaires pour une infection réussie 

(dose infectieuse 50%, ID50), avec une dose légèrement inférieure pour GII.4 que pour GII.3 

(Estes et al., 2019). Ces valeurs d’ID50 correspondent aux valeurs calculées lors des essais 

chez les volontaires humains (Atmar et al., 2014). Toutefois, la quantification par RT-PCR 

prend en consideration toutes les particules virales dans l’inoculum, sans différencier entre 

infectieuses et non infectieuses. Des adaptations de la concentration estimée de l’inoculum 

peuvent être necessaires et sont probablement liés aux conditions des stockages des selles 

ainsi que de l’âge du donneur. Costantini et al. (2018) ont mis en evidence une correlation 

entre succes de la replication virale et selles collectées d’individus ≤2 ans et stockes à -70°C. 

Cependant, un article récent démontre que la concentration est plus importante que l’âge 

du donneur (Chan et al., 2019). 

Dans notre laboratoire la dose utilisée est de 104 à 105 particules virales. 

Deux plaques sont préparées et mises en contact avec l'inoculum en parallèle pendant une 

heure. Après lavages pour éliminer les particules non fixées, une plaque sera congelée 1h 

après infection et lavage, et représentera le « temps zéro » (T0) (nombre de particules 

virales fixées sur les cellules). Dans l'autre plaque, incubée à 37°C, le virus commence à se 

multiplier environ 12h après infection et atteint un plateau en 24-72h. A partir de ce délai, la 

plaque est congelée et servira à quantifier le nombre de particules produites.   
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8.4 REPLICATION DES SOUCHES DE NoVs 

Les études conduites sur des volontaires humains avaient donné des indices importants sur 

la réplication des NoV. Ils avaient nettement mis en évidence la nécessité de la bile et des 

acides biliaires (par exemple les glycochenodeoxycholic, GCDCA) comme facteurs de 

croissance dans des lignées cellulaires et ils avaient aussi noté la présence d’antigènes viraux 

et d’une réponse immunitaire dans les entérocytes de la lamina propria de l’intestin grêle 

(Estes et al., 2019).  

De plus, selon le statut génétique de la personne infectée (sécréteur ou non-sécréteur), les 

HBGA seront exprimés (ou non-exprimés) au niveau des villosités intestinales, affectant la 

liaison et la réplication de certaines souches de NoVs (Estes et al., 2019; Graziano et al., 

2019). Par exemple des NoVs GII.3 peuvent infecter des individus non-sécréteurs  (Ruvoën-

Clouet et al., 2013; Ettayebi et al., 2016).  

Plusieurs souches de NoVs sont cultivables, comme par exemple GI.1, GII.1, GII.3, sept 

souches différentes de GII.4 et GII.17 (quantifiées par RT-PCR) et GII.6, GII.8, GII.12 et GII.14, 

déterminé par immunofluorescence (Estes et al., 2019). Une synthèse des souches testées 

en culture cellulaire est reportée en Annexe II. La plupart nécessite l’addition de bile pour la 

réplication, mais des différences peuvent exister, comme la souche GII.4 qui se développe 

sans bile bien que la réplication soit renforcée en présence de bile (Ettayebi et al., 2016).  

Malgré de multiples effets connus de la bile sur les fonctions cellulaires (action de détergent, 

augmentation de la digestion et de l'absorption des graisses, régulation des processus 

métaboliques et inflammatoires en activant diverses voies de signalisation…), le mécanisme 

qui affecte la réplication de certaines souches de NoVs n’est pas encore clairement élucidée 

(Estes et al., 2019). Une augmentation du titre viral n'a été observée que lorsque les 

enteroïdes, et non le virus, étaient traités avec de la bile, ce qui indique que la bile joue une 

action sur les cellules et non sur le virus (Ettayebi et al., 2016).  

La réplication virale peut être quantifiée par RT-PCR ou par d'autres méthodes telles que la 

cytométrie en flux (détermination du pourcentage de cellules infectées), par 

immunofluorescence, par la détection du traitement protéolytique de protéines exprimées à 

l'aide de Western blots ou par visualisation directe de particules de virus produites par 

microscopie électronique (Ettayebi et al., 2016). Il semble donc que le succès de la 

réplication dépende de la concentration virale de départ et de la souche composant 

l’inoculum (Ettayebi et al., 2016 ; Costantini et al., 2018). Des taux de réplication plus 

importants ont été reportés pour GII.4 (avec augmentation moyenne du titre de 670 fois) 

que pour GII.3 (accroissement du titre en moyenne de 48 fois) (Ettayebi et al., 2016).  

Dans un échantillon de selle positif en NoVs, une valeur de Ct ≤30.1 mesurée par RT-PCR 

pourrait indiquer la présence de NoVs infectieux (Chan et al., 2019). Les auteurs proposent 

cette valeur affirmant au même temps la nécessité d’être vigilants dans l’interprétation d’un 

valeur seuil fixe en contexte clinique car un protocole de référence capable d’harmoniser la 

variabilité des tests entre différents laboratoires fait défaut pour la quantification des NoVs. 

De plus la sensibilité du protocole de réplication actuel nécessite d’autres développements 

car les variations entre les échantillons et les génotypes du virus mis en culture sont 

importantes.   
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8.5 APPPLICATION ET DEVELOPPEMENTS FUTURS  

La réplication in vitro des NoVs va permettre de nombreux développement jusqu'alors 

impossibles. Par exemple cette approche a permis d’évaluer l’efficacité de différentes 

techniques d’inactivation. Le contact des virus avec des solutions à base d’alcool (70% 

d’éthanol ou isopropanol) pendant 5 min n’a pas été suffisant pour inactiver complètement 

les virus, alors que des solutions à base de chlore (≥50 ppm) ont inactivé le virus en 1 min 

(Costantini et al., 2018). Considérant les traitements thermiques, une exposition du virus à 

60°C pendant 15 minutes suffit pour l'inactivation (Ettayebi et al., 2016). 

Ces résultats montrent l’importance et les applications possibles de ce système de culture 

pour évaluer des mesures de désinfection. Toutefois cette approche est encore en cours 

d’optimisation. Augmenter le nombre des souches cultivables et simplifier le protocole 

actuellement existant, représenteraient des avancées importantes.  

En terme de recherche plus fondamentale, la culture d’enteroïdes pour la réplication des 

NoVs, permettra de mieux connaître et comprendre la biologie du virus (identification du 

récepteur, des voies d’internalisation, des mécanismes de réplication virale) et d’avancer sur 

les approches à utiliser pour induire la neutralisation du virus afin de développer des 

stratégies pour la prévention ou le contrôle des infections par les NoVs (Ettayebi et al. 2016 ; 

Estes et al., 2019).   
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OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE 
 

Cette thèse se situe dans un moment particulier pour l’étude des NoVs, avec d’importantes 

avancées biologiques et technologiques, telles que la mise au point d’un système de culture 

d’enteroïdes pour étudier la réplication virale, et le développement de la métagénomique 

pour identifier les souches présentes dans l’environnement. 

 

Ces avancées ont constitué les deux lignes conductrices de mes travaux, avec une 

implication plus forte sur la métagénomique. Mes travaux comportent deux parties:  

 

- Travail de développement méthodologique pour optimiser la détection de ce virus, 

améliorant les taux de récupération du génome virale lors des étape d’élution et 

concentration en vue de la préparation des librairies pour le séquençage 

metagenomique. Le Chapitre 1 décrit les études sur la spécificité des mucines 

gastriques porcines (PGM) à lier les capsides des NoVs. Cette approche avait comme 

objectif d’enrichir les extraits en NoVs et potentiellement de donner des 

informations biologiques sur l’état du virus concentré, basée sur l’intégrité de la 

capside virale. Les articles, publiés ou soumis, présentent les travaux 

méthodologiques réalisés afin d’optimiser la détection des NoVs par un approche 

métagénomique. Je me suis pleinement investie dans l'analyse des séquences et 

ayant eu l'opportunité de réaliser un séjour chez M. Koopmans je me suis formée à la 

bio-informatique ; 

 

- Étude de la persistance de l'infectiosité de souches de NoVs en utilisant les 

entéroïdes (modèle développé par M. Desdouits dans notre laboratoire en lien avec 

l'équipe de M.K. Estes). Ce travaux, encore preliminaires, sont presenté dans le 

Chapitre 2. 
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TRAVAUX ORIGINAUX 

CHAPITRE 1 : ETUDE DE LA SPECIFICITÉ DES PGM 
 
INTRODUCTION  

Les mucines représentent l'élément principal du mucus, gel très hydraté (95% d’eau) qui 

recouvre la paroi interne des organes creux de l’organisme. Les mucines appartiennent à la 

famille des glycoprotéines et sont produites par des cellules sécrétrices caliciformes 

présentes tout au long du tractus gastro-intestinal (Madsen et al., 2016).  

 

Les différentes mucines rencontrées chez les mammifères partagent certaines 

caractéristiques communes (Dekker et al., 2002) : 

- Il s'agit de polymères de grande taille, composés de sous-unités (monomères) de 

glycoprotéines hautement glycosylées avec un noyau central peptidique entouré 

d'une série d'oligosaccharides. 

- Les chaînes latérales glucidiques représentent classiquement 80-85% du poids de la 

mucine. Elles sont constituées des sucre complexes tel quel le galactose (Gal), fucose 

(Fuc), N-acétyl-galactosamine (GalNAc), N-acétyl-glucosamine (GlcNac) et d'acides 

sialiques en quantités variables selon les types de mucines.  

 

Certains sucres exprimés sur la surface des mucines sont semblables aux sucres qui 

composent les antigènes tissulaires de groupe sanguin (HBGA), responsables d’une liaison 

spécifique de la capside des NoVs (McGuckin et al., 2011; Le Pendu et al, 2014). Pour ces 

raisons, les mucines gastriques porcines (Porcin Gastric Mucins, PGM) ont été proposées 

pour étudier l’intégrité du site de reconnaissance de ce ligand dans la capside virale et en 

conclure des informations sur le pouvoir infectieux du virus, la résistance à certaines 

conditions environnementales ou comme méthode de sélection des NoV parmi les autres 

microorganismes présents dans l’échantillon (Cannon and Vinjé 2008; Tian et al., 2011 ; Tian 

et al., 2017 ; Dancho et al., 2012 ). Cependant à la lecture de certains articles il nous a 

semblé que des détails concernant des contrôles de spécificité et de sensibilité étaient 

absents. Nous avons voulu compléter ces aspects dans le but d’utiliser cette méthode de 

sélection des NoVs parmi les autres microorganismes présents dans l’échantillon et d’en 

déduire des informations biologiques complémentaires, comme des informations sur 

l’intégrité de la capside virales et  des sites de reconnaissance responsables de la liaison du 

virus aux récepteurs cellulaires, étapes primordiales pour la multiplication cellulaire.    

Afin de vérifier leur spécificité, nous avons comparé les PGM et les mucines bovines extraites 

des glandes sous-maxillaires (Bovin Submaxillary Mucin, BSM). Les deux typologies des 

mucines sont caractérisées par leur présence à la surface de la membrane cellulaire et pour 

former un gel muqueux. Toutefois, elles diffèrent dans la quantité d’acides sialiques (1% et 

9-17% pour les PGM et BSM, respectivement) et dans la structure des sucres qui les 

composent (Figure 40), ce qui peut avoir un effet sur la charge moléculaire impactant la 

liaison des NoVs aux mucines.  
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Figure 40 Structure et composition des mucines porcines et bovines.  

Les structures de base des chaines de O-glycosylations sont représentées. Les mucines bovines portent des 

chaînes de O-glycosylations courtes de type Tn (N-acétyl-galactosamine seul) ou « core 1 » (Galß1,3GalNAc ou 

antigène T), largement sialylées. Les mucines porcines portent plutôt des O-glycosylations de type « core 2 » 

(Galß1,3(GlcNAcß1,6)GalNAc) qui peuvent en plus être décorées par des motifs fucosylés de type HBGA 

(antigène H, antigène A ...) non représentés sur le schéma (Modifié de Limacher and Acres, 2007) 

 

Objectifs de l’étude :  

- vérifier la spécificité des PGM dans la reconnaissance des VLP GI.1 et GII.4 ; 

- évaluer la sensibilité de liaison en utilisant différentes concentrations de PGM ; 

- inclure des contrôles négatifs tels que les BSM et les BSM désialylés ; 

- évaluer la présence d’un effet souche-dépendant. 

 

MATERIEL ET METHODES :  

Pour répondre à ces questions un test ELISA semi-quantitatif et une approche ‘In-Situ-

Capture-PCR’ (ISC-PCR) ont été développés. La mise au point du test ELISA a commencé par 

différents essais d’optimisation de la méthode (sélection du tampon de « coating », durée et 

température d’incubation de la plaque pour favoriser la fixation des mucines, dosage 

protéique, gamme de dilution des VLPs et des anticorps). Le test ELISA a été réalisé en 

utilisant des VLPs GI.1 et GII.4 et leurs anticorps spécifiques.  

Nous avons également utilisé le protocole ISC-PCR pour évaluer le comportement de 

souches de NoV envers ces mucines. Dix-huit  échantillons de selles positives en NoV (6 

souches de GI et 12 de GII) ont été testés basé sur le protocole publié par Zhou et al. (2017) 

(Annexe III présentant le détail des souches utilisées ; Annexe IV avec le chemin des 

protocoles ELISA et ISC-PCR). 

 

- Dé-sialylation des BSM  

Une solution à 1 mg/mL de BSM (Sigma-Aldrich) a été incubée avec H2SO4 (concentration 
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finale de 0,2 M) pendant 1h à 80°C dans un bain à sec. Puis la solution est neutralisée avec 

1,10 volumes de NaOH 0,2 M et dialysée avec du PBS en utilisant des concentrateurs 

Vivaspin Turbo 15 capable de retenir les protéines >30 KDa (Sartorius) (travail réalisé par A. 

Breiman). 

 

- Dilution et préparations 

Tampon coating (TC) : Carbonate de Sodium 0.1 M et Bicarbonate de sodium 0.1 M, pH 9,5 

 

Préparation des mucines : des dilutions en série de 10 en 10 ont été préparées avant 

chaque essai en utilisant du TC. Pour les PGM les concentrations obtenues étaient entre 100 

mg/mL et 0.1 µg/mL. Pour les BSM et les dBSM, elles étaient comprises entre 10 mg/mL et 

0.1 µg/mL.  

 

Purification des selles : une solution de selle à 10% en PBS a été préparée, mélangée au 

Vortex (30 sec) et FastPrep (20 sec) avant traitement aux ultrasons (3 fois pendant 1 min 

intercalé d’une minute sur la glace) suivi d’une centrifugation pendant 10 min à 1500 x g. Le 

surnageant a été récupéré et re-centrifugé avec les mêmes conditions. Le surnageant a été 

filtré en série (de 5 à 0.22 µM), répartis dans différents tubes et stocké à -20°C.  

 

- test ELISA 

Les dilutions de mucines ont été distribuées dans les puits de plaques Nunc Maxisorp 

(ThermoFisher Scientific, Roskilde, Denmark) (100 µL/puit), ainsi que des VLPs (1 µg/mL) 

pour le contrôle positif (T+) et du TC pour le contrôle négatif (T-). Trois puits ont été 

préparés pour chaque condition testée avec une incubation pendant la nuit à 37°C en 

chambre humide. Le lendemain, seuls les puits du T+ ont été lavés 3 fois avec le tampon de 

lavage (PBS-tween 0.05). Tous les puits ont été saturés avec une solution de Bovine Serum 

Albumine (BSA) à 3% en PBS, pendant 40 min à 37°C. Après trois lavages par du PBS-Tween 

0,005% (TPBS) les VLPs (10µg/mL) ont été ajoutées dans les puits et l'ensemble a été incubé 

pendant 1h à 37°C. Après trois lavages une nouvelle incubation a été réalisée avec 

l’anticorps (Ac) Iaire pendant 1h à 37°C, puis l’Ac IIaire de nouveau pendant 1h à 37°C, avec 

trois lavages entre chaque étape.  La révélation a été effectuée par addition de 

tétraméthylbenzidine, (TMB) 100 µL dans chaque puit et incubation entre 12 et 15 min à 

l'obscurité avant arrêt de la réaction par addition de H3PO4 50 µL/puit. La densité optique 

(DO) a été lue à 450nm avec un spectrophotomètre (Safire ; Tecan).  

Ce test permet d’avoir une approche semi-quantitative en calculant un ratio (R) qui 

correspond à la DO de l’échantillon divisée par la DO des témoins négatifs constitués du 

tampon de « coating » sans les VLPs mais avec les anticorps afin de représenter le bruit de 

fond. Une valeur seuil a été fixée sur la base des expériences précédentes (Maalouf et al., 

2010). Si R est ≥ 2 l’échantillon est considéré positif, significatif d’une liaison spécifique.  

 

- ISC-PCR 

La préparation des plaques a été effectuée comme décrit ci-dessus avec deux puits par 

dilutions de PGM (identique à celles décrites ci-dessus) et incluant un T- (TC). Après 
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saturation par du PBS-BSA 3% pendant 40min à 37°C et trois lavages, les extraits de selles 

(100 µL/puit) ont été ajoutés et incubés pendant 1h à 37°C. Les duplicats ont été ensuite 

extraits séparément et quantifiés par rRT-PCR. Une dilution des selles à 10% en PBS et 

extraite directement a été utilisé comme témoin.  

  

 

 
RESULTATS PRELIMINAIRES  

Lors de la mise au point du test ELISA, deux températures (4°C et 37°C) et deux durées 

d’incubation (1h et toute la nuit) ont été comparées. Une température de 37°C pendant 

toute la nuit a été retenue comme la meilleure condition pour favoriser le « coatting » des 

PGM et a été sélectionnée pour le reste de l’étude (Figure 41).  

 

 
 

Figure 41 Choix des conditions à adopter pour favoriser le « coatting » des mucines. Les PGM ont été testés à 

37°C pendant 1h (ligne bleu), 37° toute la nuit (o/n) (gris) et 4°C o/n. 

Un test ELISA a été mené afin d’évaluer la composition des ligands glycosylés exprimés par 

les PGM et les BSM avant et après désialylation (Figure 42). Nous disposions d’anticorps anti-

Tn qui reconnaît le GalNAc seulement quand il est bien exposé (non masqué par des autres 

molécules comme les acides sialiques) ainsi que d’un anticorps qui reconnaît le GalNAc 

sialylé (STn). Comme attendu, les mucines bovines sont fortement positives pour le STn et le 

signal disparaît après traitement à l’acide sulfurique, alors que la quantité de Tn augmente. 

Par ailleurs, les PGM sont négatives pour le STn, mais sont environ 3,5 fois plus riches en 

antigènes fucosylés (A et H type 2) que les BSM. Nous avons également constaté que le 

marquage par UEA-I était diminué par le traitement de dé-sialylation ce qui suggère que 

l’acide sulfurique altère aussi les antigènes fucosylés, quoique dans une moindre mesure. 
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Figure 42 Test ELISA qui montre les ligands glycosylés exprimés par les mucines de porc (bleu) et de bœuf 

(gris) ainsi que l’efficacité de la désialylation (mucines de porc désialylés en orage, de bœuf en gris) (Adrien, 

INSERM) 

 

 

Après validation des conditions de « coating » des plaques ELISA et de la désialylation 

correcte des BSM, des tests ELISA ont été réalisés pour vérifier la specificité de liaison entre 

PGM, BSM, dBSM et VLPs de NoVs GI.1 et GII.4. Pour chaque plaque, des contrôles positifs 

(puits « coatés » avec les VLP, sans mucines), et négatif (puits avec tampon BSA) ont permis 

de valider l’analyse et de calculer le ratio entre la DO de l’échantillon et du contrôle négatif. 

Un effet dose-réponse en cloche a été mis en évidence pour la fixation des VLPs des deux 

souches NoVs sur les PGM, avec un maximum de liaison à une concentration de 0.1 µg/mL 

(Figures 43 et 44). Une réponse non spécifique a été observée pour les mucines bovines, 

BSM et dBSM, avec une seule expérience positive pour les VLP GI.1, sans effet considerable 

de la désialylation.   



94 

 

 
Figure 43 Courbe effet dose-dépendante de la fixation des VLP GII.4 sur les PGM.  

La limite de positivité est fixée à 2 (ligne rouge). Les BSM (lignes grises) et les dBSM (marron) sont inférieures 

à la limite de positivité. Les PGM (lignes bleues), dépassent cette limite, avec la fixation maximale est observée 

pour une concentration en mucine de 0,1mg/mL.  

Les différentes courbes correspondent à différentes expériences indépendantes. 

 

 

 
Figure 44  Courbe effet dose-dépendante des liaisons entre PGM et VLP GI.1.  

La limite de positivité est fixée à 2 (ligne rouge). Les BSM (lignes grises) et dBSM (jaune) sont inférieures à la 

limite de positivité. Pour les PGM (orange), le maximum de fixation est obtenu, comme avec les capsides GII, 

pour une concentration de 0,1 mg/ml.  

Les différentes courbes correspondent à différentes expériences indépendantes. 
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Après avoir démontré la présence d’une interaction spécifique entre PGM et VLPs, nous 

avons voulu appliquer une approche ISC-PCR pour étudier l’affinité de liaison sur différentes 

souches de NoVs à partir d’échantillons de selles purifiées. Les résultats préliminaires ont 

montré un écart moyen (∆Ct) de 9 Ct entre le témoin et après capture avec PGM, sans effet 

dose-réponse (Tableau 8). Malgré divers essais d'optimisation du protocole en variant le 

nombre des lavages et le temps d’incubation, aucun résultat satisfaisant n'a été obtenu à 

l’heure actuelle.  

 
Tableau 8 Exemple d’une manip faite en utilisant une souche GI.1 (S538). 

PGM mg/mL Moyenne Ecart-type ∆Ct 

100 37,2 0,6 8,0 

10 36,7 0,4 7,6 

1 37,9 1,1 8,7 

0,1 37,3 0,6 8,1 

0,01 37,5 0,8 8,4 

0,001 38,1 0,8 9,0 

0,0001 38,6 0,1 9,5 

TC No Ct No Ct No Ct 

S538 direct 29,14 0,2  

S538 1/10 31,98 0,1  
La moyenne et l’écart-type sont calculés sur les Ct des trois réplicas pour chaque concentration de PGM. Le ∆Ct 

est la différence entre le contrôle (selle extrait sans utilisation des PGM et la valeur de Ct obtenue avec PGM) 
 
DISCUSSION 

Nos résultats montrent une spécificité de liaison entre PGM et les VLP de NoVs GI.1 et GII.4 

avec une relation dose-réponse dite non-monotone. L'analyse graphique des données 

montre une courbe en forme de cloche avec une liaison évidente à faible dose mais pas à 

forte dose. La même concentration optimale a été observée pour les deux souches testées. 

Des fixations non spécifiques ont été observées pour les BSM et les BSM désialylées (dBSM). 

En utilisant des selles de NoVs GI.1 et GII.4, une faible fixation a été observée une seule fois 

mais sans effet dose-réponse évidente. De façon plus surprenante cette même approche en 

utilisant les PGM et des selles de GI.1 et GII.4 n’a pas donnée de résultats concluants. Ce 

protocole ISC-PCR nécessite vraisemblablement une optimisation en variant l'impact de la 

durée et de la température d’incubation, en considérant le nombre des lavages et en 

ajoutant des contrôles avec les VLP en parallèle. Un aspect également important à 

considérer est la concentration en particules virales utilisées (1,73 x 105 et 2,68 x 106 pour 

GI.1 et GII.4 respectivement) dans les selles, inférieure à celles utilisées avec les VLP (1011 

VLP/mL). L’utilisation d’une série de dilutions de selles pourrait être également intéressante 

pour la bonne réussite de l’ISC-PCR. Inversement des dilutions de VLP pourraient permettre 

d'évaluer l'impact de la quantité de capside mise en contact avec les PGM pour la sensibilité 

de ce test. La récente découverte des vésicules contentant plusieurs particules virales lors de 

l’excrétion du virus dans les selles (Santiana et al., 2018) suggère que ces vésicules 

pourraient empêcher l’interaction entre les capsides virales et les PGM. Des lavages des 

selles avec des détergents tels que Tween, Trizol ou Pyrophosphate pourraient être 

nécessaires. Cependant la méthode utilisée ici est proche de celle utilisée pour mettre en 

évidence du NoVs infectieux sur entéroïdes et devrait être suffisante. Un surnageant de 
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NoVs provenant de la culture cellulaire pourrait être comparé à un surnageant de selles 

(lavées et non lavées). 

Enfin, pour assurer que le lavage ne soit pas trop agressif sur les capsides, des VLP soumises 

au même protocole de lavage pourraient être utilisées comme contrôle. 
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CHAPITRE 2 : ETUDE DE LA PERSISTANCE DES NOVs DANS L’EAU DE MER 
 
INTRODUCTION 

Les NoVs humains excrétés à forte concentration par les individus infectés, résistent dans 

l’environnement, et ainsi contaminent les eaux de surface et les zones côtières. Une conséquence 

majeure de la contamination de ces eaux est la contamination possible d'aliments lors de leur 

production et ainsi la survenue d'épidémies alimentaires.   

Comme indiqué précédemment, à l'heure actuelle, seule la rRT-PCR est utilisée pour détecter les 

virus dans les aliments et donc sans information sur l'infectiosité du virus détecté. La 

multiplication in vitro des NoVs étant une technique récente, un virus de substitution a souvent 

été utilisé pour évaluer la persistance du pouvoir infectieux en se basant sur des similitudes 

permettant l'extrapolation des résultats. Parmi les Caliciviridae, le virus Tulane, un virus simien, 

est celui qui semble biologiquement le plus proche des NoVs, notamment dans la transmission par 

voie fécale-orale, dans l’interaction avec les HBGA et les signes cliniques chez les singes, tout en 

étant facilement cultivable in vitro (Cromeans et al., 2014; Arthur and Gibson, 2015; Farkas, 2015). 

Dans les huîtres, des travaux réalisés antérieurement au laboratoire ont montré que la distribution 

dans les différents tissus et la persistance du virus Tulane étaient similaires au virus de Norwalk 

(GI.1) comme démontré par rRT-PCR (Drouaz et al., 2015). La poursuite de ces travaux a montré 

une persistance de virus Tulane infectieux pendant environ trois semaines au sein des tissus de 

l'huître (Polo et al., 2018). L’équipe de M. Estes (BCM, Houston) nous ayant transmis les cellules 

souches intestinales humaines permettant la réplication des NoVs, nous avons mis en place cette 

technique au sein de l'équipe (M. Desdouits) et l’avons appliqué à l’étude de la persistance des 

NoV dans l’environnement littoral.   

 

Objectifs de cette étude : 

 

- Estimer la persistance de l'infectiosité des NoVs dans l'eau de mer en utilisant le modèle de 

culture cellulaire des enteroïdes (Ettayebi et al., 2016) ; 

- Comparer la stabilité des NoVs à celle du TV infectieux. 

 
MATERIEL ET METHODES 

Deux expériences indépendantes, chacune ayant duré un mois, ont été réalisées. Pour chaque 

expérience, des flacons stériles contenant 100 mL d’eau de mer naturelle passée sur filtre à sable 

(provenant de la station Ifremer de Bouin) ont été contaminés séparément avec du TV et NoV 

GII.3 pour la première expérience, et avec du TV, NoVs GII.3 et GII.4 pour la deuxième. Après 

homogénéisation, le mélange a été distribué dans 10 tubes en verre de 10mL pour chaque virus. 

Les tubes ont été incubés à 12°C sous agitation à l'obscurité. Pour l'analyse de la persistance du 

génome et de l'infectiosité, un tube a été prélevé à intervalles réguliers pour chaque virus. Des 

tubes d’eau de mer sans virus ont également été préparés et traités en parallèle, en tant que 

témoins négatifs pour s’assurer de l’absence de contamination au cours de l’expérience. 

Pour le suivi par RT-PCR, 100 µL de l'échantillon ont directement été mélangé au tampon de lyse 

du kit NucliSENS (BioMérieux, France) puis les diverses étapes du kit ont été suivies.  

Pour le test d'infectiosité, le protocole mis au point pour la récupération de TV infectieux depuis 

les tissus d’huîtres (Polo et al. 2018) a été adapté. Brièvement, 9.9 mL d’eau de mer ont été filtrés 
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en série (de 5 µm jusqu’à 0.22 µm) et concentrés par filtration tangentielle en utilisant des tubes 

Amicon® retenant les molécules de plus de 100 kDa. Le retentât a été transféré sur des colonnes 

de dessalage Sephadex (PD-10) préalablement conditionnées avec du milieu d’infection. A partir 

de cet éluât de 1,5 mL, 100 µL sont prélevés pour vérifier l'efficacité des étapes de concentration 

et purification par rRT-PCR et le reste est utilisé pour les tests d’infection : TCID50 sur cellules LLC-

mk2 pour le TV, réplication sur entéroïdes pour les NoVs. Les protocoles détaillés pour la 

préparation des plaques TCID50 et des enteroïdes en monocouche sont décrits dans l’ANNEXE V et 

VI. Après l'incubation, la multiplication des NoVs a été calculée par la comparaison de la quantité 

de génome viral après 1 h et 72 h, suivant le protocole de Ettayebi et al. (2016). Pour le TV, l’effet 

cytopatique dans les plaques de culture a été évalué 5 jours après infection et la concentration 

virale a été calculée selon le modèle mathématique proposé par Reed et Muench (1938).  

 
RESULTATS PRELIMINAIRES 

Suite au protocole de récupération et purification des virus, aucun effet de toxicité cellulaire n'a 

été observé.  Ce protocole a été aussi efficace pour concentrer les NoVs que le TV et aucune perte 

de particules virales n'a été constatée. Pour chaque point de mesure, un pourcentage de 

récupération (inoculum/eau de mer) a été calculé afin d’évaluer l’efficacité du processus de 

purification. 

Des petites variations peuvent cependant être notées selon les virus.  Ainsi pour les deux souches 

de NoVs, la proportion de virus récupéré après purification montre peu de variabilité tout au long 

de l ‘étude, alors que pour TV la variabilité a été beaucoup plus importante avec une efficacité 

moindre de l’étape de purification en fin d'expérimentation (Figure 45). Le rendement moins 

homogène de TV et la tendance à une diminution de la récupération virale au fil du temps 

suggèrent une fragilité de TV plus importante par rapport aux NoVs. Cependant des résultats 

complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces premières observations.  
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Figure 45 Diagramme en violon de la récupération d’ARN de NoVs GII.3, GII.4 et TV suite au protocole de 

purification des échantillons d’eau de mer. Les points représentent chaque prélèvement du début de l’étude (temps 0 

jour) au dernier prélèvement (T34 jours) dans une échelle de couleurs du bleu foncé au bleu clair.  

 

La quantification du génome viral dans l’eau de mer (Edm) par qRT-PCR a permis de détecter la 

présence de NoVs et TV tout au long de l’étude (Figure 46). La concentration de TV, un log plus 

élevée au début de l’expérience (T0) montre une diminution rapide dès le premier prélèvement et 

1log de perte est observé après une semaine (T7). La forte décroissance de TV montre une fragilité 

d’ARN par rapport aux NoVs, plus stables. Pour les souches GII.3 et GII.4, la diminution en terme 

de copie de génome est moins importante (<1log) et la pente de décroissance est similaire pour 

les deux souches. Les variations observées par exemple pour la souche GII.4 peuvent être dues à 

l'imprécision de la rRT-PCR pour la quantification ou à la présence d'agrégats viraux prélevés 

aléatoirement lors de l'échantillonnage.  
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Figure 46 Concentration de l’ARN viral de TV et des souches GII.3 et GII.4 de NoVs quantifiées par rRT-PCR et 

exprimées en copies génome par mL (cg/mL) dans l’eau de mer. Le halo représente l’intervalle de confiance. 

Outre le suivi du génome viral, nous avons pour la première fois pu évaluer directement la stabilité 

des NoVs GII.3 et GII.4 infectieux par leur réplication sur entéroïdes humains. Il est important de 

se rappeler que l’approche de culture cellulaire sur enteroïdes est qualitative et non quantitative. 

Le génome viral est quantifié 1h et 72h après infection des cellules, en triplicat, et la moyenne des 

différences (∆Ct) entre ces deux mesures permet de calculer un ratio d’amplification (2∆Ct). Un 

ratio > 3 indique la présence d’un virus infectieux, et a été observé pour les deux virus tout au long 

de la deuxième expérience, et pour le GII.3 jusqu’à 24 jours lors de la première expérience (Figure 

47). De plus, le ratio d’amplification montre une décroissance pour les deux souches lors des deux 

expériences, qui pourrait refléter la dégradation du virus et sa moindre capacité à se répliquer. Sur 

la plupart des échantillons, deux mesures ont pu être obtenues en utilisant des inoculums viraux 

purifiés depuis l’eau de mer, frais ou après congélation à 80°C, et montrent des résultats 

similaires. Parfois, la mesure à partir d’inoculum frais n’a pas été possible, ce qui peut expliquer 

une partie des variations observées pour la souche GII.4 notamment. Ces aléas et la probable 

variabilité naturelle des virus soulignent la nécessité de répéter ces expériences.  
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Figure 47 Ratio de réplication des souches NoVs GII.3 et GII.4 au cours du temps. 

Chaque point représente un échantillon prélevé lors de la première ou de la deuxième expérience, et la ligne pleine 

représente le modèle de régression linéaire. La ligne pointillée indique la valeur seuil d’infectieosité (fixé à 3). 

 

Pour le TV, la méthode TCID50 permet de quantifier le titre viral infectieux, exprimé en TCID50/mL 

(Figure 48). La décroissance est assez rapide avec un titre infectieux atteignant le seuil de 

détection en deux à trois semaines. 

 
Figure 48 Décroissance du titre infectieux de TV indiquée par TCDI50/mL.  

Chaque point représente un échantillon prélevé lors de la première ou de la deuxième expérience, et la ligne pleine 

représente la droite de régression linéaire. La ligne pointillée indique la valeur seuil de détection de l’infectiosité (fixé  

à 5 TCID50/mL). 
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DISCUSSION  

Cette étude constitue une première approche pour évaluer la persistance du pouvoir infectieux 

des NoVs dans l'eau de mer. Cette approche est novatrice et aucune donnée n'a jamais été publiée 

à l'heure actuelle. Basé sur nos expériences précédentes nous avons utilisé en parallèle le TV, 

modèle pertinent biologiquement, déjà validé dans les huîtres, et facile d’utilisation. La diminution 

du titre infectieux du TV est comparable aux données précédentes obtenues dans les tissus 

digestifs des huîtres (Polo et al. 2018). Les deux souches de NoVs sont restées infectieuses plus 

longtemps ce qui confirme la grande résistance de ces virus dans l'environnement. D'autres 

expériences sont nécessaires pour confirmer ces résultats préliminaires, et d'autres souches de 

NoVs doivent être évaluées. Le point limitant pour réaliser ces expériences est la disponibilité 

d'échantillons de selle contenant du NoVs infectieux. L'interprétation par rapport au TV doit 

considérer que les deux systèmes cellulaires sont différents, et également que le TV utilisé pour 

inoculer l'eau de mer est issu de culture cellulaire alors que les NoVs sont issus de selles humaines, 

ayant potentiellement un impact sur la stabilité du virus. Cette fragilité expliquerait la 

récupération virale moins efficace pour TV suite au protocole de purification et la perte rapide 

observée lors de la 1ere semaine d'expérience et qui continue toute le long de l’étude, 

phénomène que nous avions déjà observé lors des travaux précédents (Polo et al., 2018).  
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ARTICLE I 
 
1.1 INTRODUCTION A L’ETUDE  

Les virus entériques présents dans les eaux usées sont excrétés par les individus infectés. Les 

traitements des eaux usées n'éliminant pas la totalité des particules virales, ceux-ci se retrouvent 

dans l'environnement où ils peuvent alors contribuer à l'infection de nouveaux individus via la 

consommation d'eaux ou d'aliments contaminés. La variabilité des virus entériques est 

importante, plus de 100 espèces différentes ont été identifiés dans les eaux usées (Fernandez-

Cassi et al., 2018 ; Hoque et al., 2019 ; Gerba et al., 2018). L’étude des souches virales dans les 

eaux usées est de particulière importance car elle reflète les souches en circulation dans la 

population humaine. Ces données peuvent avoir un rôle dans le développement de nouvelles 

stratégies de préventions de la propagation virale. Cependant, l’approche de détection et 

quantification par biologie moléculaire nécessitant l'utilisation d'amorces sélectives restreint 

l'identification aux seuls virus déjà connus et soupçonnée être présents dans l’échantillon. Le 

séquençage haut débit permet une analyse plus large identifiant tous les virus présents dans un 

échantillon sans a priori (Forbes et al., 2017). La fragmentation des génomes d’abord et 

l’assemblage des fragments (reads) en contigs ensuite, sont des étapes clés du séquençage haut 

débit. Leur succès est inévitablement lié à la concentration virale initiale dans l’échantillon et au 

nombre de reads correspondantes produites lors du séquençage. L’obtention de longues 

séquences est nécessaire pour garantir la spécificité de l'identification considérant le nombre très 

important de séquences produites par cette technique.  

Par exemple pour NoVs l'identification des zones spécifiques du génome (ORF1 et ORF2) est 

primordiale pour le typage des souches détectées. 

De plus, seul un nombre de reads important peut garantir une bonne couverture des séquences 

assemblées, et permettra de différencier une souche variante d’une erreur ponctuelle lors du 

séquençage.   

Toutefois l’abondance de microorganismes présents dans les eaux usées ou dans les échantillons 

fécaux est très importante incluant une grande variété de virus, bactéries, parasites, 

bactériophages pas seulement humains mais aussi des plantes et des insectes. Lors du séquençage 

haut débit, ceci constituera le bruit de fond, communément appelé le background utilisant un 

nombre parfois très important de reads et diminuant la possibilité de séquencer les 

microorganismes d’intérêt. Dans la metagénomique environnementale ciblée à la détection des 

virus humains une approche spécifique est donc indispensable afin de se débarrasser de la 

majorité des autres microorganismes pendant les étapes d’élution et d’extraction des acides 

nucléiques. Les caractéristiques physico-chimiques des particules virales peuvent alors être 

utilisées pour sélectionner les virus d’intérêt, en utilisant par exemple des caractéristiques 

connues de la capside virale, sa taille ou le point isoélectrique. 

La présence de sites de liaison spécifiques peut aussi être utilisée comme méthode de sélection et 

d'enrichissement. Les NoV ainsi que des autres virus entériques humains tels que les rotavirus 

interagissent avec la famille des glycoprotéines de type mucine par des sites de liaison spécifiques 

présents sur la capside (Le Pendu et al., 2014 ; Hu et al., 2018). La capacité des mucines gastriques 

porcines (PGM) a lier la capside des NoV a ainsi été précédemment étudiée avec un approche 

immuno-enzymatique (ELISA) et de PCR in situ (Tian et al., 2008 ; Li et al., 2015 ; Dancho et al., 

2012). 
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L’application des méthodes de séquençage haut débit peut aujourd’hui apporter des informations 

complémentaires à la détection par PCR. 

 
1.2 OBJECTIF DE L’ETUDE  

L'objectif de cette étude était d'évaluer trois différentes approches d’élution et d’enrichissement 

des virus entériques à partir d’échantillons d’eaux usées et de selles pour optimiser l'analyse par 

metagénomique. Une attention particulière a été donnée à l’identification des souches de NoVs, 

souvent détectées dans les eaux usées et première cause de gastroentérite aigüe non bactérienne 

chez l’Homme (Sano et al., 2016 ; Schaeffer et al., 2018 ; de Graaf et al., 2017). Afin d’enrichir nos 

librairies en séquences de NoVs nous avons sélectionné trois protocoles basés sur les propriétés 

connues de ces virus. La première méthode est basée sur l’utilisation d’une puce d’enrichissement 

(SureSelecte) développée spécifiquement pour cibler les NoV après extraction des acides 

nucléiques. La deuxième méthode est uniquement basée sur la résistance au pH de la capside 

virale, en utilisant des variations de pH (acide puis basique) favorisant la précipitation et la 

récupération des particules virales. La troisième méthode est basée sur la présence de sites de 

liaison aux glycanes sur la capside des NoVs. En raison de la forte homologie des mucines entre 

l’Homme et le porc, les PGM ont été utilisées pour sélectionner les NoVs pendant l’étape 

d’élution. 
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1.3 ARTICLE I  
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1.4 DISCUSSION 

La détection par séquençage haut débit des virus entériques à partir d’échantillons d’eaux usées 

présente diverses difficultés. Tout d’abord les eaux sont souvent peu contaminées (en 

comparaison d'un échantillon clinique par exemple). Le prélèvement de larges volumes d’eaux est 

ainsi une stratégie souvent utilisée pour assurer une représentativité correcte de 

l'échantillonnage, augmenter la diversité des microorganismes et les chances de détecter le virus 

d’intérêt. Toutefois les techniques de concentrations utilisées à partir de larges volumes 

entrainent souvent également la concentration d’inhibiteurs des enzymes utilisés en biologie 

moléculaire. Détergents, additifs alimentaires, médicaments et autres composants chimiques 

présents dans les eaux usées peuvent interférer avec les réactions enzymatiques et empêcher 

l’analyse (Hata et al., 2017). Des étapes de purification sont donc nécessaires afin de limiter ce 

phénomène. L’échantillonnage d’un volume réduit d’eaux usées mais collecté régulièrement 

pendant 24h est une stratégie tout aussi efficace. Enfin, la présence d’un grand nombre de 

microorganismes, de plantes, d’algues et de résidus chimiques et organiques compliquent 

l’analyse metagénomique. 

Trois approches ont été utilisées pendant cette étude afin d’enrichir les échantillons en virus 

entériques en vue de l’analyse metagénomique.  

La première approche (Methode A) a été basée sur l’utilisation d’un système d’enrichissement sur 

puce (SureSelect), développée par Brown et collègues (2016) en sélectionnant un pool d’amorces 

spécifiques pour la détection des séquences appartenant á la famille Caliciviridae. Cette méthode 

s’est révélée être extrêmement sensible et a permis l’obtention d’un génome complet de NoVs GI 

à partir de deux échantillons d’eau usée faiblement contaminés (3 RNAc/µL). De plus plusieurs 

génomes presque complets de NoVs ont été séquencées permettant la caractérisation de 2 

souches GI et 7 souches GII. La moitié d’une souche GIV, a également été obtenue. Toutefois les 

reads identifiés comme NoVs étaient encore très peu représenté sur la totalité des reads obtenues 

(<1%), suggérant une spécificité faible. Par ailleurs, les conditions de liaison et de lavage étant 

spécifiées par le fabricant et les séquences et concentrations des amorces n'étant pas publique, 

les marges d’améliorations sont limitées.  

La méthode B a utilisé l’action du polyéthylène glycol (PEG) pour précipiter et concentrer les 

particules virales en modifiant leur gradient d’hydratation, et en jouant sur le point isoélectrique 

(PI) des NoVs pour l’élution virale. Les particules virales ont été adsorbés aux particules organiques 

et inorganiques contenues dans l’échantillon en variant la conductivité de l’échantillon (2000 µS) 

et le pH (3) afin d’induire leur précipitation pendant une première étape de concentration avec 

PEG et centrifugation. Le changement du pH à 9 a ensuite permis l’élution de ces particules virales. 

Cette approche avait déjà été proposée pour isoler des NoVs à partir d’échantillons de selles (Jiang 

et al., 1992). Ici nous avons ajouté des étapes de filtration en série (de 5 µm jusqu’à 0.22) 

permettant d'éliminer certaines bactéries et de purification afin d’adapter le protocole à 

l’approche metagénomique.  

Cette méthode a été efficace pour la détection de longues séquences de NoVs y compris cinq 

génomes complets. De plus, des séquences appartenant à d’autres virus ont été identifiées 

(coxsackievirus, sapovirus, astrovirus et rotavirus).  

La méthode C a utilisé une stratégie de capture des particules virales en utilisant les mucines 

gastriques porcines. Cette étape intervient après les étapes prévues dans la méthode B et inclue la 

liaison des PGM type III (Sigma, France) préalablement fixées à des billes magnétiques (MagnaBind 
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TM-carboxyl-derivatized beads). Les PGM ainsi liées aux billes constituent une structure capable 

de lier les capsides virales présentant des sites de liaisons intactes et favorisant leur concentration 

grâce à des étapes d’incubation et de lavage sur un support magnétique. L’application de cette 

stratégie a permis d’augmenter le nombre de reads de NoVs et aussi d’autres familles virales telles 

quelles Astroviridae, Reoviridae, Nodaviridae et Picobirnaviridae suggérant la présence d’autres 

interactions. Toutefois, l’action des mucines n’a pas été toujours reproductible et effective en 

termes de nombre et taille des séquences virales obtenues.  

 
1.5 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES  

Un objectif de cette étude était d’évaluer la diversité des souches de NoVs par le séquençage de 

longs fragments ou des génomes entiers. L’enrichissement par capture en utilisant la puce 

SureSelect a donné le plus grand nombre de séquences complètes. Mais tout développement de 

cette méthode est limité car les étapes clés du protocole, ainsi que la composition du pool 

d’amorces utilisées, sont contrôlées par le producteur. De plus, l’utilisation de sondes peut se 

révéler être un facteur limitant dans l’identification de nouvelles variantes de NoVs qui ne seraient 

pas reconnues par les amorces et donc pas amplifiées.  

Les difficultés de reproductibilité rencontrées dans l’utilisation des PGM et la présence des liaisons 

aspécifiques représentent un facteur limitant dans l’application future de cette méthode.  

La méthode B, qui utilise une précipitation par le PEG comme stratégie de concentration, a permis 

l’identification de longues séquences et de génomes entiers de NoVs. De plus d'autres familles 

virales ont été détectées permettant de profiter de la stratégie de séquençage metagénomique 

pour l’étude du virome. D'autres avantages de cette technique résident dans la bonne répétabilité 

des résultats d’analyse, l’utilisation d’un équipement de laboratoire basique et de coûts de 

préparation de l'échantillon abordables.  

De futurs développements sont néanmoins nécessaires pour augmenter la quantité de reads de 

NoVs par rapport au total de reads obtenus, en optimisant les étapes de concentration et 

d’élution virale. Un des points faibles de cette étude, compliquant parfois l’interprétation des 

résultats a été le nombre limité d'échantillons. L’utilisation d’un plus grand nombre d’échantillon 

et l‘addition de réplicats techniques permettraient de mieux évaluer l’efficacité des protocoles 

testés malgré la variabilité des échantillons.  
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ARTICLE II 
 
2.1 INTRODUCTION A L’ETUDE  

Les eaux usées sont des échantillons constitués d'excrétas de milliers de personnes, incluant 

urines, matières fécales et desquamation cutanées, ainsi que les différentes espèces de bactéries 

commensales ou pathogènes, les phages, les protozoaires et les virus constituant le microbiote 

(Nieuwenhuijse et al., 2017; Adriaenssens et al., 2018; Fumian et al., 2019). Parmi cette microflore 

hautement diverse et variée, les particules de NoVs, petit virus à ARNsb non enveloppé, considéré 

comme la principale cause de gastro-entérite humaine dans le monde, sont rejetés dans 

l’environnement via les excrétas des individus infectés. Résistants dans l’environnement et n'étant 

pas totalement éliminés par les traitements dans les stations d'épuration, les NoVs contaminent 

les eaux de surface et potentiellement l’environnement marin (Sano et al., 2016). Les huîtres 

élevées dans la zone côtière au travers de leur activité de filtration de l'eau de mer pour leur 

besoin physiologique, concentrent des particules y compris les NoVs. La présence dans les tissus 

digestifs de l’huître de sites de liaisons spécifiques, similaires aux antigènes tissulaires de groupe 

sanguin (HBGA) chez l’Homme, favorisent l’accumulation de certaines souches de NoVs (Le 

Guyader et al., 2012). Ces carbohydrates, dont l'expression varie selon la saison, favorisent par 

exemple la bioaccumulation de la souche de Norwalk GI.1 par rapport aux génotypes qui sont plus 

fréquemment détectés dans les cas cliniques, tels que les souches de NoVs GII.3 ou GII.4 (Maalouf 

et al., 2011; Yu et al., 2015). Lorsque des huîtres présentent une contamination par plusieurs 

souches de NoVs, le risque d'évènements de recombinaison entre la jonction ORF1 et ORF2 du 

génome du virus peut exister lors de la réplication chez un consommateur infecté par ces diverses 

souches (Le Guyader et al., 2008 ; van Beek et al., 2018). Connaitre la diversité des souches de NoV 

en circulation dans l’environnement est donc important pour estimer les souches présentes, 

sources potentielles de nouvelles épidémies.  

Ces dernières années, le séquençage de nouvelle génération a été utilisé pour étudier les 

populations microbiennes dans des échantillons cliniques, permettant ainsi la détection de divers 

microorganismes cultivables et non cultivables (Nooij et al., 2018; Osunmakinde et al., 2018). 

L'application de cette même technique aux échantillons environnementaux pose des difficultés en 

raison des faibles concentrations de NoVs, de la persistance d'inhibiteurs potentiels susceptibles 

d'empêcher certaines réactions enzymatiques et de la grande diversité d'autres micro-organismes 

qui composent le bruit de fond lors de l’analyse des séquences obtenues (Strubbia et al., 2019; 

Hata et al., 2017; Adriaenssens et al., 2018; Flaviani et al., 2018; Osunmakinde et al., 2018). 

Pour ces échantillons, la préparation utilisée en amont pour concentrer et purifier les acides 

nucléiques peut avoir un impact sur la concentration du virus dans l'échantillon et sur le nombre 

de reads produites lors du séquençage (Hjelmso 2017; Oechslin et al., 2018; Fernandez-Cassi et al., 

2018). En effet, différents types d'échantillons peuvent nécessiter des approches adaptées pour 

optimiser la récupération du virus (Wylezich et al., 2018 ; Bartsch et al., 2018). Afin d’augmenter la 

sensibilité du séquençage et enrichir en séquences de NoVs, des systèmes de capture et 

amplification sélectives peuvent être appliqués. Wylie et collègues (2015) ont développé un 

système d’enrichissement des séquences (VirCapSeq-VERT) ciblant les virus ADN et ARN 

susceptibles d’infecter les vertébrés, y compris l’Homme. Cette approche pourrait être un outil 

valide dans le séquençage d’échantillons environnementales faiblement contaminés.  
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2.2 OBJECTIF DE L’ETUDE  

Ce travail présente des développements méthodologiques axés sur l'identification des NoVs. Trois 

échantillons d’eaux usées ont été prélevés dans une station d’épuration pendant la période 

hivernale (février – mars 2018). Après quantification par dPCR, chaque échantillon a été utilisé 

pour contaminer un bac contenant de l'eau de mer et des huitres (B1, B2 et B3).  

Différents protocoles d'élution ont été appliqués aux échantillons d’eaux usées et aux huitres ainsi 

bioaccumulées. Les échantillons d’huitres ont été séquencés selon une double approche, direct 

(ou agnostique) et ciblée, utilisant le système de capture VirCapSeq-VERT. La technologie Illumina 

MiSeq a été utilisée pour séquencer les librairies préparées. L’étude ayant nécessité trois runs 

indépendants, (un pour chaque expérience de bioaccumulation), un échantillon de référence a été 

utilisé pour contrôler la variabilité du séquençage haut débit.  

L'objectif final était d’obtenir de longs fragments pour caractériser les souches de NoVs en 

identifiant les séquences codant les régions ORF1 et ORF2. Cette approche devrait permettre 

d'identifier la diversité des NoVs dans les échantillons d'eaux usées et d'évaluer la sélection en 

NoVs exercée par les huitres. 
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2.3 ARTICLE II  
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2.4 DISCUSSION 

Il y a un nombre limité de protocoles publiés pour l’analyse metagénomique et n’existe pas une 

méthode universelle. L’approche utilisée doit impérativement être adaptée en fonction de la 

matrice analysée et de la question scientifique. Notre objectif était d’évaluer différents protocoles 

d’élution et de concentration des NoVs pour favoriser leur détection lors du séquençage 

metagénomique. 

Pour les échantillons d'eaux usées, deux méthodes ont été utilisées, appelées méthode PEG et 

Pyro-PEG. La première est basée sur l’acidification de l’échantillon afin de favoriser l’attachement 

de la capside virale aux particules en fonction de leur point isoélectrique avant concentration par 

addition du Polyéthylène glycol (PEG) (Atmar et al., 1995), alors que l'autre méthode comprend 

tout d'abord une étape d'élution chimique utilisant du pyrophosphate de sodium associée à une 

étape de sonication, avant la concentration par PEG (Bisseux et al., 2018). Cette étape de 

sonication favorise la dissociation des agglomérats, améliore l'élution des particules virales à partir 

de fragments organiques et réduit la quantité de bactéries (Ettayebi et al., 2016 ; Santiana et al., 

2018).  

La méthode Pyro-PEG s'est révélée être la plus efficace permettant une meilleure récupération 

des NoVs lors de l’étape d’élution. Le nombre de particules NoVs GI et GII ont augmenté de 2 et 1 

log respectivement en utilisant la méthode Pyro-PEG par rapport à la méthode PEG. Cette 

concentration plus élevée a permis d'obtenir un nombre plus élevé de reads et des contigs de 

tailles plus longues, avec six génomes complets identifiés pour NoVs GI, et trois séquences de 

NoVs GII couvrant plus de la moitié du génome identifié. De plus, un petit nombre de reads 

appartenant au GIV a été obtenu à partir des échantillons traités avec la méthode Pyro-PEG, mais 

pas avec la méthode PEG.   

Deux méthodes d’élution ont été appliquées aux échantillons d’huitre. La première basée sur une 

digestion enzymatique des tissus digestifs utilisant la protéinase K (méthode PK), et une deuxième, 

appelée méthode PK-PEG, qui associe une étape de concentration des particules virale par PEG 

suite au traitement par PK. Cette deuxième approche a permis d’obtenir des concentrations de 

NoVs plus élevées par rapport à la méthode PK. Cependant, cette optimisation de la méthode 

d’élution des particules virales s’est avérée insuffisante pour une analyse metagénomique 

concluante. En effet, seulement 21 reads de NoVs ont été produits, montrant la nécessité d’une 

approche metagénomique ciblée. L’utilisation du système de capture VirCapSeq-VERT, a permis de 

séquencer un nombre de reads suffisant pour poursuivre l’analyse et générer un total de 57 

contigs de plus de 500nt dans les échantillons traités selon la méthode PK-PEG, et 19 contigs avec 

la méthode PK. 

Une plus grande diversité de souches du GI plutôt que GII a été détectée dans les échantillons 

d'eaux usées et parallèlement dans les tissus d'huître. 

Plusieurs souches ont été identifiées dans les eaux et dans les huitres, alors que des souches de 

NoVs GI.1 étaient identifiées seulement dans les tissus d’huitre confirmant la sélection active 

souche-dépendante opérée par les huitres lors de la filtration, expliqué par la présence de sites de 

liaisons similaires aux HBGA chez l’homme (Maalouf et al., 2011 ; Le Guyader et al., 2012). 

Bien que les méthodes ont été développées pour cibler les souches de NoV, l’approche 

métagénomique a permis de détecter un certain nombre de contigs appartenant à d'autres 

familles de virus entériques humains, telles que Reoviridae, Picornaviridae, Caliciviridae et 

Astroviridae. Le nombre de reads obtenu était beaucoup plus élevé pour toutes les familles virales 
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détectées dans les échantillons traités avec la méthode Pyro-PEG, pour les eaux usées, et PK-PEG 

pour les huitres. 

La diversité des génotypes de NoVs identifiés dans l'échantillon de référence au cours des trois run 

était comparable. Toutefois, un nombre plus élevé de reads ayant été obtenu lors du troisième run 

de séquençage, cela a permis l’identification des souches GI.3 et GII.P16 non détectées dans les 

analyses 1 et 2. Cela confirme l’importance de générer une quantité des reads suffisante pour 

pouvoir détecter la variabilité des souches présentes dans l’échantillon. 

 
2.5 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES  

Lors de l’optimisation des méthodes d’élution et de concentration des virus, une approche 

metagénomique peut permettre d'évaluer les impacts au-delà de la simple quantification des 

acides nucléiques extraits. En effet, à concentration égale, certaines étapes d’élution et de 

purification peuvent avoir un effet sur la qualité du matériel génétique et de ce fait sur la qualité 

et la taille des contigs obtenues après le séquençage haut débit. De la même façon certains 

traitements peuvent ne pas augmenter les concentrations de NoVs, mais avoir une action plus 

efficace sur l’élimination des acides nucléiques qui constituent le bruit de fond (hôte, bactéries..) 

et ainsi augmenter le rapport des reads de NoVs sur la totalité de reads obtenus. Pendant cette 

étude l’approche Pyro-PEG pour le traitement des eaux usées s’est révélée être prometteur. 

L’efficacité et la bonne reproductibilité de cette méthode ont été montrées par l’augmentation 

proportionnelle existante entre la concentration de NoVs et le nombre de reads.  

Une retombée importante de ce travail a été la corrélation entre l'obtention d'un plus grand 

nombre de reads et l’identification d'une plus large diversité de NoVs, point important lorsqu'il 

s'agit d'échantillons environnementaux faiblement contaminés. Ce point est même critique dans 

l’analyse des huitres pour lesquelles l’utilisation d’un système de capture s’est révélée 

indispensable.  

Le traitement par PK-PEG a permis l’identification d’un nombre important de reads et une bonne 

variabilité des souches de NoVs. Toutefois le pourcentage de reads de NoVs par rapport aux reads 

totaux dans l ‘échantillons est encore très faible (<0.1%) mettant en évidence la nécessité 

d’optimiser ultérieurement la méthode d’élution et de concentration des NoVs ou alors de 

développer une approche visant à réduire le bruit de fond (beaucoup de reads étant identifiés 

comme du génome de l'huitre).  

L’utilisation d’un échantillon de référence nous a permis de comparer les trois run de séquençage 

et d’observer un nombre total de reads similaire dans les trois occasions. En termes de variabilité 

de souches identifiées, considérant la variabilité de contamination l’identification des mêmes 

séquences était peu envisageable, toutefois les distributions de séquences globales étaient 

comparables. Dans le futur, des contrôles négatifs pourront être intégrés dans le run afin de 

vérifier l'absence de contaminations pendant le traitement des échantillons ou lors du séquençage 

haut débit.  
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ARTICLE III 
 
3.1 INTRODUCTION A L’ETUDE  

Les mollusques bivalves, tels que les huîtres cultivées dans les environnements côtiers, sont 

considérés depuis de nombreuses années comme un aliment à haut risque. Si les réglementations 

actuelles basées sur des indicateurs bactériens permettent de réduire efficacement les épidémies 

dues à la contamination bactérienne, ces mollusques restent en effet l’un des aliments les plus 

fréquemment identifiés dans les épidémies virales (Yu et al., 2015). Différents facteurs, tels que 

leur mode de consommation principalement cru et leur capacité à accumuler des virus, expliquent 

leur rôle dans les épidémies virales, la plupart dues à une contamination par des norovirus (NoVs) 

(McLeod et al., 2017; Venugopal et al., 2018; Bellou et al., 2013). Appartenant à la famille des 

Caliciviridae, les NoV sont la principale cause de gastro-entérite aiguë chez l'homme et sont donc 

fréquemment détectés dans les eaux usées (Atmar et al., 2018; Sano et al., 2016). 

Le séquençage métagénomique appliqué à une grande variété d'échantillons a démontré son 

intérêt dans divers domaines (Kallies et al., 2019; Giu et al., 2019; Alberti et al., 2017). Cependant, 

malgré l'abondance de virus sur la terre, le virome est encore peu connu (Rosani et al., 2019).  

Dans la metagénomique virale, la forte abondance de séquences encore inconnues et la 

prédominance de séquences appartenant à l’hôte ou au microbiote, compliquent l’analyse 

metagénomique (Hjelmso et al., 2017 ; Nooij et al., 2018 ; Bibby et al., 2013). Une élimination 

efficace autant que possible des acides nucléiques de l’hôte et des bactéries, suivie d'un 

traitement à la nucléase pour éliminer les acides nucléiques libres, sont des étapes indispensables 

pour identifier la présence des virus entériques humains, qui possèdent pour la plupart des petits 

génomes à ARN. Cela signifie qu'une conversion en ADN et des étapes d'enrichissement ou 

d'amplification sont également nécessaires. 

Des hexamères aléatoires, appelés communément random, sont souvent utilisés pour la synthèse 

du double brin d’ADN (New England Biolabs (NEB), USA). En 2005, Endoh et collègues, ont 

sélectionnés un pool d’hexamères non ribosomiques favorables à la retro transcription du virus à 

ARN. L’utilisation de ces hexamères s'est révélée utile pour la détection de virus de mammifères 

indépendamment de l'espèce échantillonné (Endoh et al., 2005). 

Des systèmes de captures ont également été développés afin de favoriser la metagénomique 

virale et permettant d’enrichir l'extrait d'acides nucléiques à l'aide d'une capture de séquence 

ciblée (Brown et al., 2016 ; Wylie et al., 2018).    

Enfin, pour exploiter pleinement le potentiel de la métagénomique appliquée aux échantillons 

faiblement contaminés, des contrôles de qualité et de bonnes pratiques de laboratoire sont 

essentiels. L'ARN est sensible à la dégradation et peut être facilement perdu au cours des 

différentes étapes du protocole. Cependant, le principal défi consiste à prévenir la contamination, 

comme cela a déjà été observé pour de nombreuses autres méthodes de détection moléculaire. 

Des réplicats techniques et/ou biologiques peuvent en outre être utilisés pour vérifier la bonne 

répétabilité de détection et pallier aux faibles concentrations virales, permettant de séquencer 

plusieurs fois le même échantillon et de fusionner les données de sortie suite à l’analyse 

metagénomique (au niveau des contigs assemblés).  
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3.2 OBJECTIF DE L’ETUDE  

L’objectif de ce travail était l’évaluation de la diversité des virus entériques humains, et la 

caractérisation des souches de NoVs accumulés par des huîtres contaminées par un échantillon 

d’eau usée. L’impact de différentes amorces utilisées lors de l’étape initiale de transcription 

inverse a été évalué comparant les hexamères random, le set sélectionné par Endoh et al. (2005) 

et un set conçu en interne (In-house designed, I-HD) pour réduire la transcription des ARN des 

huîtres et des moules au cours de la préparation de l'ADNc en ciblant les séquences des NoVs. 

Trois lots d’huitres ont été utilisés pour étudier l’accumulation souche-dépendante dans les tissus 

digestifs d’huitre : Ostrea edulis (O. edulis) et Crassostrea gigas (C. gigas-2) élevées dans une 

plateforme scientifique avec de l'eau de mer traitée aux UV et nourris avec du phytoplancton et 

Cassostrea gigas (C. gigas-1) acheté auprès d'un producteur local (ouest de la France).  

Chaque échantillon a été séquencé trois fois afin d’évaluer l’impact des réplicats techniques dans 

l ‘analyse de la diversité des NoV par métagénomique. 

Plusieurs contrôles négatifs en NoVs ont été ajoutés, incluant des tissus d’huîtres non contaminées 

(pour chaque lot), l’eau UltraPure™ utilisée en laboratoire pour le traitement des échantillons et 

l’eau de mer.  

Une méthode d’élution et concentration précédemment mise au point a été utilisée : la méthode 

Pyro-PEG pour les échantillons d’eau et PK-PEG pour les tissus d’huitre.  
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3.3 ARTICLE III  
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3.4 DISCUSSION 

Cette étude visait à fournir une méthode permettant d’identifier les NoVs et d’autres virus 

entériques humains dans le virome du tissu digestif d’huître, comparant trois lots d’huîtres. Une 

approche metagénomique virale inclue toutefois des défis qui peuvent représenter une limite à 

son applicabilité. L’élution et la récupération des particules de NoVs à partir des tissus d’huîtres 

représentaient le premier challenge. La présence de liens spécifiques entre les NoVs et les tissus 

d’huitre complique cette étape (Di Girolamo et al., 1977; M cLeod et al., 2009; Le Guyader et al., 

2012). 

L’élution et la récupération des particules de NoVs a nécessité de plusieurs étapes. D’abord un 

traitement enzymatique pour digérer les tissus et libérer les particules attachées, ensuite une 

étape de sonication pour réduire la population bactérienne et pour favoriser la désagrégation 

d’agglomérats viraux. Après une élution chimique avec du pyrophosphate de sodium les particules 

virales ont été concentrées par le Polyéthylène glycol (PEG).  

Compte tenu des connaissances limitées sur l'association de NoVs ou d'autres virus entériques 

humains aux bactéries, aucune étape de filtration n'a été appliquée après l'étape de concentration 

en PEG afin de prévenir toute perte de particules virales (Conceicao-Neto N. et al., 2015; Amarasiri 

et al., 2019).  Toutefois une élimination par taille, ajoutant une étape de filtration jusqu’à 0.45 µn, 

pourrait être considérée.  

Ensuite nous avons testé trois pools d’hexamères (Endoh, random et I-HD) pendant la phase de 

RT-PCR afin de limiter le nombre de séquences bactériennes et de l’hôte qui composent le 

background. Le pool d’hexamères que nous avons selectionnés, I-HD, a réduit le nombre de 

séquences de l'hôte d'environ 10% par rapport aux hexamères random. Toutefois le background 

était encore extrêmement élevé représentant 87% des reads sur les échantillons traités avec le 

pool I-HD et 97% sur les échantillons traités avec les hexamères random. Ces résultats mettent en 

évidence la nécessité d’une ultérieure optimisation dans cette étape.  

Par rapport à l’identification du virus cible, les échantillons traités avec les hexamères I-HD ont 

produit un nombre inférieur de reads de NoVs comparé aux échantillons traités avec les 

hexamères random, dans les trois lots d’huître. 

L’obtention d’un plus grand nombre de reads de NoVs suite au traitement des échantillons avec 

les hexamères random a confirmé la présence d’une corrélation entre nombre de reads et 

concentration virale dans l’échantillon.  

La taille des contigs est également un critère important pour choisir une méthode efficace, car des 

contigs plus longs permettent une meilleure caractérisation de la souche. Les reads obtenues en 

utilisant le pool sélectionné par Endoh et al. ont généré des contigs de NoVs de taille inférieure à 

500 nt et n’ont donc pas été pris en compte pour l’analyse metagénomique.  

L’utilisation des hexamères random a permis de récupérer les plus longs contigs pour tous les 

échantillons, avec deux génomes entiers de NoVs identifiés à partir des huitres O. edulis.  

Pour le lot C. gigas-2, la plupart des contigs obtenus n’ont pas permis le typage des souches de 

NoVs identifiées. Cependant, dans le même lot d’huître, quatre séquences couvrant plus de la 

moitié du génome ont été détectées, trois souches NoVs GI et une GII. Cinq autres souches de plus 

de 1000nt ont permis la caractérisation de la région ORF1 ou ORF2. 

Malgré l’abondance de reads obtenues à partir des échantillons d’eau usée ( > 63% du totale de 

reads produites) la plus part des contigs obtenus étaient courts et n’ont pas permis le typage des 

souches, ce qui laisse penser à des problèmes pendant la phase d’assemblage, probablement à 
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cause d’une redondance d’information.  

Dans l’ensemble, cinq familles virales ont été identifiées : Reoviridae, Picornaviridae, 

Picobirnaviridae, Caliciviridae et Astroviridae, dans l’échantillon d’eaux usées et dans les trois lots 

d’huîtres bioaccumulées.  

L’utilisation des hexamères random a fourni les nombres de reads les plus élevés pour les cinq 

familles virales, avec Astroviridae et Picobirnaviridae comme les familles les plus représentées.  

Concernant les contrôles négatifs utilisés pendant l’étude, seul le contrôle du lot C. gigas-1 a 

montré des positivités avec des reads identifiées comme NoVs. L’absence de détection de NoV par 

PCR quantitative lors des analyses préliminaires de ces échantillons, laisse penser à une 

contamination en laboratoire pendant le traitement de l'échantillon ou de la librairie, car ce 

contrôle négatif se trouvait dans le pool contenant l'échantillon le plus contaminé (eau usée). 

Des reads de coquillages ont été détectés dans l’eau UltraPure, probablement dû à une 

amplification non spécifique qui peut s’être produite au cours des cycles d’amplification 

supplémentaires effectués pour atteindre une concentration suffisante en ADN lors de la 

préparation de la librairie ou en raison d'une contamination de laboratoire pendant l'étape de 

préparation. 

 
3.5 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES  

Les échantillons environnementaux tels que les tissus d'huîtres sont des matrices complexes 

généralement caractérisées par une faible concentration en virus. Toutefois la grande variabilité 

des NoVs et leur capacité à générer des recombinaisons, accroit la nécessité de développer une 

méthode de détection sensible et efficace. L’apport de la metagénomique peut à cet égard être 

extrêmement intéressant, bien que des améliorations méthodologiques soient encore nécessaires. 

L’identification des souches nécessite des longs contigs permettant l'identification des régions de 

typage ORF1 et ORF2 (Kroneman et al., 2013).  

L’intérêt scientifique pour le développement d’une approche capable de réduire le background de 

l’hôte est élevé et doit être approfondi. Une optimisation du pool d'hexamères que nous avons 

conçu peut-être envisagée prenant en compte un nombre plus élevé de séquences de NoV de 

référence lors de leur sélection. 

La variabilité des génomes de NoV, et le nombre élevé des reads produits lors du séquençage 

metagénomique, peuvent poser un problème pendant la phase d’assemblage des reads de NoV, 

comme reporté ici pour les échantillons d’eaux usées. Des nouveaux outils et d’autres stratégies 

pourront être évalués, dont l'assemblage à niveau des protéines plutôt que à niveau des 

nucléotides (Steinegger et al., 2019). 

Enfin, l'utilisation de triplicats est recommandée afin d’augmenter les chances de détecter les 

virus présents à faible concentration. Des données fiables sont également assurées par l'utilisation 

de contrôles négatifs qui doivent toujours être inclus dans une analyse métagénomique. 
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES 
 

Cette thèse s'est développée autour de deux axes principaux: l’utilisation des technologies de 

séquençage haut débit pour étudier la diversité des souches de NoVs présents dans 

l’environnement et l'utilisation la culture d’enteroïdes pour étudier la durée de persistance des 

NoVs infectieux dans l’environnement.  

 

Le premier objectif a été méthodologique. Il s’agissait d’intervenir sur les étapes de préparation 

des échantillons et des librairies avec une approche polyvalente de concentration des virus 

entériques, ciblant préférentiellement les NoVs et applicables à l’analyse d'eaux usées ou d’huîtres 

contaminées. Afin de tirer le meilleur bénéfice de l'approche metagénomique, une adaptation 

méthodologique spécifique à la matrice analysée et aux micro-organismes ciblés est importante. 

Sélectionner un volume d'eaux usées (ou de surface) garantissant une bonne représentativité est 

une question difficile. Le plus souvent l’échantillonnage de grands volumes, qui sont ensuite 

concentré avant la poursuite de l’analyse, est l'option sélectionnée. Par exemple la concentration 

de 100 L d'eau de surface en utilisant un système de filtration tangentielle a permis de caractériser 

la diversité de virus (Bisseux et al. 2018). Mais cette approche, applicable essentiellement sur les 

eaux faiblement chargées en particules, peut conduire à concentrer les inhibiteurs, ou induire une 

perte de certaines particules virales selon leur fixation à différents types de particules. Une option 

souvent utilisée au laboratoire consiste dans l'utilisation de préleveur automatique, mais cette 

technique n'est applicable qu'avec une source d'énergie. Les capteurs passifs, technique 

développée au laboratoire constitue une approche séduisante. En effet ces capteurs sont des 

membranes immergées sur lesquelles les micro-organismes vont se fixer. Le choix des membranes 

(nylon, PVDF..) peut éventuellement privilégier certains micro-organismes (Vincent-Hubert et al. 

2017). Cette approche vient également d'être proposée avec une détection en utilisant un simple 

téléphone portable (Chung et al., 2019).  

Cette question de l'échantillonnage se pose également pour l'autre matrice étudiée dans ce 

travail, les huîtres. En effet il y a encore peu de données sur l'homogénéité de la contamination de 

lot d'huître en milieu naturel (Le Mennec et al., 2017). Ce travail ayant pour objectifs de 

développer des méthodes nous avons opté pour des huîtres bio-accumulées en laboratoire, 

technique mise au point depuis de nombreuses années au laboratoire et qui nous permet de 

travailler avec des lots présentant une contamination homogène, tout en restant proche des 

concentrations observées en milieu naturel (Maalouf et al., 2010). La prochaine étape de ce travail 

sera de vérifier sur des échantillons prélevés sur le littoral.  

 

Les virus entériques sont le plus souvent rejetés sous formes d'agglomérats, ou fixés sur des 

particules ou encore des bactéries (Miura et al., 2013). Une des premières étapes pour optimiser 

leur récupération est de favoriser leur élution en jouant sur le pH, la conductivité ou en favorisant 

leur adsorption sur des molécules connues telles que les mucines gastriques porcines (PGM) 

(Mullendore et al. 2001 ; da Silva et al., 2011). Bien que plusieurs publications aient mentionné 

l'intérêt de ces mucines pour la sélection des NoVs nous avons été surpris du manque de 

reproductibilité de cette approche. En effet, si nos essais in vitro avec les VLPs de NoV GI.1 et GII.4 

ont montré un effet dose-dépendant, l'application à des souches de NoVs purifiées de selles 
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humaines n'a pas donné de résultat satisfaisant. Un autre intérêt des PGM est que la fixation des 

NoVs se réalisant sur des sites spécifiques présents sur la capside, des informations sur l’intégrité 

du virus pouvaient être obtenus (Afolayan et al., 2016 ; Tian et al., 2012). Mes travaux, bien que 

nécessitant des compléments, montrent de nombreuses limites à leur utilisation et à cette 

interprétation. Par exemple, selon la ou les souches de NoVs présents dans l'échantillon, une 

sélection préférentielle pourrait se faire et ainsi biaiser le résultat final. Les interactions 

aspécifiques et la présence de nombreux acides sialiques laissent également présager de 

nombreux résultats difficilement interprétables. Lorsque nous avons utilisés cette approche pour 

enrichir les NoVs dans des échantillons de selles ou d'eaux usées avant analyse métagénomique si 

le nombre de reads de NoVs a été augmenté l'effet a également été notable sur d’autres familles 

virales. En particulier les résultats observés sur les astrovirus nous ont surpris (Article N°1). 

Néanmoins l'approche de capture sur des billes permettant de concentrer les virus est séduisante 

et les développements futurs pourraient considérer l'utilisation de ces PGM en associant d'autres 

molécules telles que des antigènes synthétiques de groupes sanguins, ou des polysaccharides 

extraits de bactéries marines ou entériques portant des structures glycanniques proches 

reconnues par les NoVs. Cette approche sélective pourrait aider en effet à une détection plus 

spécifique des NoVs ou d'autres virus reconnaissant ces sites et donc présentant un éventuel 

risque en santé publique. Associé à des détections en temps réel (type smartphone) cette 

approche constituerait un outil d'alerte pour prévenir les phénomènes de contamination.  

La concentration par le PEG est une technique ancienne utilisée pour la mise en évidence de virus 

entériques dans l'environnement. Son utilité s'est vérifiée dans mes travaux et cette technique 

simple nous a permis l’identification de longues séquences de NoVs ainsi que d’autres familles 

virales (Article N°1 et N°2). Cependant, le nombre de reads correspondant aux séquences virales 

représentait moins de 1% du nombre total de reads, montrant la nécessité d'optimiser la méthode 

afin de diminuer ce 'bruit de fond'. L'addition d'étape de traitement chimique ou physique a eu un 

effet bénéfique aussi bien en terme de récupération de quantité de NoVs qu'en terme de qualité 

des séquences obtenues après traitement bio-informatique (article N°2). Cependant chaque étape 

doit être considérée avec précaution car, par exemple, appliquer une filtration pour éliminer les 

bactéries peut conduire à une perte en NoVs si un traitement pour les éluer n'a pas été appliqué 

au préalable.  

Nous avons suivi la même logique de mise au point pour optimiser la récupération des virus à 

partir des tissus d’huitres. Ainsi l'association de la digestion enzymatique par protéinase K, la 

concentration par le PEG et un traitement chimique a donné des résultats satisfaisant mais le % de 

reads correspondant à la composante bactérienne et au génome de la matrice était encore trop 

abondante. D'autres traitements tels que la sonication et/ou une filtration pourraient être 

envisagés.  

 

Les étapes de préparation des échantillons sont importantes pour enrichir en particules virales et 

éliminer autant que possible la matrice relative à l'échantillon, mais d’autres approches 

d’enrichissement sont possibles après extraction et purification des acides nucléiques. Lorsque 

l’on cible les virus entériques humains, constitués essentiellement de virus à ARN, la première 

étape est la synthèse de l'ADNc avant la préparation des librairies. Si cette étape de transcription 

inverse est réalisée le plus souvent en utilisant un mélange de courtes amorces aléatoires 

(hexamers random), l'utilisation d'hexamères ciblant les virus infectant les mammifères a été 
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publié (Endoh et al., 2005). Basé sur ce principe nous avons sélectionné des hexamères 

reconnaissant des génomes viraux d'intérêts pour notre thématique tout en présentant une 

reconnaissance la plus faible possible des génomes de mollusques bivalves. Le pool que nous 

avons sélectionné (I-HD) a réduit le nombre de séquences d’huitre d'environ 10% par rapport aux 

hexamères random (Article N°3) nous confortant dans cette approche, malgré un bruit de fond 

encore trop élevé. Sélectionner un nombre plus important d'hexamères reconnaissant un panel de 

génomes viraux plus importants semble donc une piste prometteuse. Cependant un outil de ce 

type se limiterait à l'analyse des données aux mollusques marins et ne nous permettrait pas de 

comparer avec les eaux environnantes. En effet le biais de sélection pourrait être différents et il 

est important de considérer les facteurs pouvant influencer les résultats.  

Une autre option, applicable à tout type d'échantillon, est d'enrichir en séquence virale au cours 

de la librairie comme par exemple la puce développée spécifiquement pour cibler les génomes de 

NoVs (SureSelect, Brown et al., 2016) ou VirCap-SeqVERT, ciblant 207 taxons viraux infectant des 

vertébrés (Briese et al., 2015). Si la puce spécifique des génomes de NoVs nous a donné des 

résultats intéressants (Article N°1), son application limitée aux séquences connues de NoVs et 

prévenant la détection des autres virus entériques semble inappropriée pour les échantillons de 

l'environnement. La seconde approche, ciblant un large panel de virus à ARN, semble plus en 

adéquation avec les potentialités du séquençage metagénomique, même si des génomes très 

divergents ou non identifiés dans les bases de données, pourraient échapper à la capture et donc 

ne pas être détectés. Cependant les résultats obtenus (Article N° 2 et N° 3) sont prometteurs tant 

par la qualité des séquences obtenues (longs fragments) que par la diversité des génomes 

identifiés. L'optimisation des sondes fixées ciblant davantage de virus entériques est un axe à 

développer.  

 

La préparation de l'échantillon et les 'défis de la paillasse' sont importants, mais le challenge de 

l'analyse des reads obtenus est loin d'être négligeable. Parmi les étapes qui constituent le pipeline 

d’analyse metagénomique, la phase d’assemblage des reads en contigs constitue une des 

difficultés majeures principalement à cause de l’abondance de données de départ et de la 

variabilité des séquences. Ainsi, l'abondance des reads peut parfois présenter un écueil comme 

observé lorsque nous avons réalisé le séquençage en utilisant la technologie Illumina NextSeq, qui 

a produit 120 Gb de données (au lieu de 15 Gb obtenus avec un MiSeq). Nous avons dû adopter 

une normalisation in silico (BBnorm) pour réduire cette complexité en filtrant la couverture en 

excès par élimination des séquences redondantes (Rose et al., 2016) (Article N°3). Une autre 

stratégie possible aurait pu être le sous-échantillonnage aléatoire d’un nombre défini de reads sur 

la totalité des reads de l’échantillon, mais avec le risque de perdre des séquences uniques. Malgré 

l‘étape de normalisation, aucun génome complet de NoVs n’a pas pu être assemblé, alors que lors 

de l'analyse précédente, utilisant le même échantillon, plusieurs génomes complets avaient été 

obtenus (Article N°2). D'autres stratégies comme la conversion des reads en protéines (algorithme 

Plass) afin de réduire la variabilité pourrait faciliter l’assemblage (Steinegger et al., 2019) ou 

encore procéder à l’identification directe des courts reads (Kaiju), préalablement convertis en 

protéines, mais dépassant l’étape d’assemblage (Menzel et al., 2016). Ces approches sont 

séduisantes pour l’analyse de génomes viraux à ARN tels que ceux des NoVs, présentant un taux 

de mutation élevé. Cependant, la simplification de l’information obtenue par ces deux approches 

peut également diminuer l'information sur la diversité observée. Cet inconvénient possible 
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pourrait être lié au fait que Kaiju se limite à la caractérisation de séquences très courtes (reads) et 

que Plass réduit la variabilité du génome lors du passage en séquence protéique. Cet aspect 

d'analyse des données est très importants et commence à être considéré par la comparaison des 

différentes pipelines publiés (Nooij et al., 2018) et par des essais inter-laboratoires d'analyse de 

jeu de données (Sala et al., submitted).   

Détecter de faibles concentrations d'acides nucléiques par biologie moléculaire a toujours 

constitué un enjeu pour l'analyse d'échantillon de l'environnement. Au sein de notre laboratoire, 

l'utilisation de triplicat d'extraction a été appliqué lors de diverses études (Le Mennec et al., 2017, 

Maalouf et al., 2011, Grodzki et al., 2014). Considérant la sensibilité importante du séquençage 

haut débit et supposant que des variations sont inévitables d’un run à l’autre ou d’une librairie à 

l’autre, nous avons dans un premier temps inséré un échantillon de référence lors de trois runs de 

séquençage (Article N°2). Comme attendu des différences ont été observées, liées à la complexité 

de la matrice, à l’opérateur et au caractère aléatoire lors du pipetage des petits volumes requis 

pour la préparation de la librairie, à l’amplification random et la pré-amplification mais également 

aux erreurs qui peuvent se produire pendant le séquençage. Cet échantillon contrôle nous a 

semblé important, et l'intérêt des réplicats biologiques a été démontré lors de ma dernière étude 

(Article N°3).  Ces approches montrent l'importance de la conception du plan d'expérience selon la 

question posée et de l'échantillon à analyser. L’utilisation des réplicats soulève également une 

question analytique. En effet, si des différences peuvent se présenter lors de la préparation de 

l’échantillon et lors du séquençage, l’introduction d’une certaine variabilité est également possible 

lors du traitement bio-informatique des données. La question « A quel moment est-il approprié 

d’unifier les informations provenant des différentes réplicats ?» peut alors se poser. Effectivement 

les informations peuvent être fusionnées dès le début de l’analyse (traitement des reads des 

triplicats en même temps), ou analyser chaque librairie séparément et avoir une vue d’ensemble 

sur la totalité des séquences produites à la fin de l’assemblage. Nous avons sélectionné cette 

dernière option mais il pourrait être intéressant d'évaluer d'autres approches comme 

l’assemblage protéique ou l’identification des reads cumulés.   

 

Au final mes travaux ont montré l'importance des étapes de préparation de l'échantillon pour 

enrichir en particules virales, et l'intérêt des contrôles et des réplicats biologiques et techniques. 

La métagénomique appliquée aux virus est encore peu développée et il est important de vérifier 

les points-clésde l'analyse qui permettront l'interprétation des résultats. Cette considération 

implique également l'analyse bio-informatique, domaine en pleine évolution, indispensable à une 

bonne interprétation des données. L'analyse d'échantillons de l'environnement ou d'aliments, 

sans contexte biologique et sans données sur les sources éventuelles de contamination constitue 

un challenge pour les années futures. Si la métagénomique, par sa sensibilité et sa capacité à 

permettre l'identification des agents pathogènes sans a priori, ouvre de nouvelles opportunités 

pour l'analyse, il est important de considérer d'ors et déjà son utilisation et son application pour 

d'éventuelles analyse de routine. En effet le développement technologique est rapide et 

l'utilisation d'unité de séquencage de type MinIOn (Oxford Nanopore) au sein de laboratoires de 

contrôle peut être envisagée dans un futur assez proche. Il est donc important que les techniques 

de préparation de l'échantillon permettent d'obtenir des ARN nettoyés autant que possible des 

matrices et de bonne qualité afin d'obtenir des séquences de bonne qualité également. 

Considérant la variabilité des virus à ARN, l'identification est plus précise sur des séquences 
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longues et avec une bonne profondeur. Trouver deux reads d'un virus dans un extrait d'aliment 

impliqué dans une épidémie peut conforter l'étude épidémiologique, mais en revanche, peut 

poser des questions pour la gestion du risque en dehors de tout contexte.  

 

Considérant les NoVs, sujet de ma thèse, le développement de la mise en évidence de l'infectiosité 

pourra aider à répondre en partie à ces questions. En effet si la technique sur entéroïde est encore 

complexe et délicate à appliquer, elle va permettre d'acquérir des données sur la persistance de ce 

virus dans certaines conditions. Comme démontré lors de mon travail de thèse, en collaboration 

avec Marion Desdouits, les NoVs peuvent rester infectieux pendant plus de 20 jours dans l’eau de 

mer à 12°C. Cette grande résistance supposée par les observations épidémiologiques, va ainsi 

pouvoir être caractérisée. Un des prochains défis sera de mettre au point cette méthode pour 

suivre l'infectiosité dans les huîtres. Pour cela un développement méthodologique pour purifier et 

concentrer les NoVs est nécessaire. Ces développements pourront s'appuyer sur les approches 

développées pour l'analyse par métagénomique (élimination de la matrice, élution des 

bactéries…). L'autre point d'écueil réside dans le peu de souches des NoVs cultivables à l'heure 

actuelle. Ce modèle va certainement se simplifier dans les années à venir et permettra 

l'identification du récepteur cellulaire, important pour comprendre la physiologie de ce virus. Pour 

notre thématique, ces aspects fondamentaux aideront aux développements de tests 

complémentaires pour caractériser l'état physique de la capside (intégrité du site reconnaissant le 

récepteur cellulaire par exemple). Ils devraient également faciliter la validation de virus de 

substitution présentant des caractéristiques de résistance similaire mais plus facilement 

multipliable en culture cellulaire.   

 

Après des années où seule la technique de PCR permettait de détecter les NoVs dans 

l'environnement, ces avancées technologiques que constituent la métagénomique et les 

entéroïdes ouvrent des perspectives nouvelles pour analyser leur devenir et évaluer l'impact du 

microbiome de l’environnement sur leur capacité de persistance. Ces outils vont permettre de 

répondre plus efficacement au challenge que constitue l'étude de ces virus à ARN présentant une 

forte diversité génomique, des différences d'évolution selon les souches, une sensibilité génétique 

humaine, et pour lesquels l'environnement joue un rôle essentiel.   
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ANNEXE I 
 

Résumé et caractéristiques des plateformes HTS des différents générations (Adapté de Kchouk, Gibrat and Elloumi, 2017) 
 
Plateforme Technologie Reads par 

run 
Taille des 
reads 
(moyenne) 

Type de 
reads 

Type d’erreur Taux d’erreur Données générées par run 
(Gb) 

Année 

Première génération 

ABI Sanger 3730xl 96 650 SE NA 0.3 0.00069 à 0.0021 2002 

Deuxième génération  

454 GS20 200 100 SE, PE Indel 1 0.02 2005 

454 GS FLX 400 250 SE, PE Indel 1 0.1 2007 

454 GS FLX 
Titanium 

1 M 450 SE, PE Indel 1 0.45 2009 

454 GS Junior+ 100 700 SE, PE Indel 1 0.07 2014 

Illumina MiniSeq 25M 
(max) 

150 SE, PE Mismatch 1 7.5 (max) 2013 

Illumina MiSeq 25M 
(max) 

150 ou 300 SE, PE Mismatch 0.1 15 (max) 2011 

Illumina NextSeq 400M 
(max) 

150 SE, PE Mismatch 1 120 (max) 2014 

Illumina HiSeq 5B (max) 150 SE, PE Mismatch 0.1 1.5 Tb (max) 2012 

Illumina HiSeq X 6B (max) 150 SE, PE Mismatch 0.1 1.8  Tb (max) 2014 

SOLiD 5500 W 3B 75 SE Mismatch ~0.1 160 2011 

SOLiD 5500xl W  6B 75 SE Mismatch ~0.1 320 2013 

Ion Torrent PGM 314 chip 
v2 

400.000-
550.000 

400 SE Indel  1 0.06 à 0.1 2011 

Ion Torrent PGM 318 chip 
v2 

4M – 
5.5M 

400 SE Indel 1 1.2 à 2 2013 

Ion Torrent Ion Proton 60M - 
80M 

200 SE Indel 1 10 2012 

Ion Torrent Ion S5/S5XL 
520 

3M – 5M 400 SE Indel 1 1.2 à 2 2015 
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Ion Torrent Ion S5/S5XL 
530 

15M – 
20M 

400 SE Indel 1 0.3 à 0.5 2015 

Ion Torrent Ion S5/S5XL 
540 

60M – 
80M 

400 SE Indel 1 ND 2015 

Troisième génération  

PacBio RS C1 432 1300 SE Indel 15 0.5 2011 

PacBio RS C2 432 2500 SE Indel 15 0.5 à 1 2012 

PacBio RS C2 XL 432 4300 SE Indel 15 0.5 à 1 2012 

PacBio RS II C2 XL 564 4600 SE Indel 15 0.5 à 1 2013 

PacBio RS II P5 C3 528 8500 SE ND ND 7 2016 

PacBio RS II P6 C4 660 13500 SE Indel 12 0.5 à 1 2014 

PacBio Sequel 350 10000 SE Indel 12 0.5 à 1 2014 

Oxford 
Nanopore 

MiniION Mk 100 9545 1D, 2D Indel/mismatch 12 1.5 2015 

Oxford 
Nanopore 

PromethION ND 9846 1D, 2D ND ND 2Tb à 4Tb 2016 

ND : Non disponible ; SE : Single End ; PE : Paired End ; M : Million ; B : Billion ; GB : Gigabytes : Tb : Terabytes  
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ANNEXE II 
 

Souches de NoV testés en culture cellulaire 
 

Genotype_variante P-type* Réplication Moyenne RNA 
copies/µL 

Taux de 
réplication  

Reference 

GI.1 GI.P1  0.5- 19.3 x 103 
 Costantini et al, 2018 

GI.3 GI.P3  0.3-59.4 x 104 
 Costantini et al, 2018 

GI.3 GI.Pd  1.2-8.7 x 104 
 Costantini et al, 2018 

GI.4 GI.P4  2.2 x 102 
 Costantini et al, 2018 

GI.7 GI.P7  2.6-16.4 x 103 
 Costantini et al, 2018 

GII.1 GII.Pg oui 1.4 x 105 696 Costantini et al, 2018 

GII.2 GII.P16 oui 0.2-52.6 x 103 56 Costantini et al, 2018 

GII.3 GII.P21  1.0-6.4 x 105 
 Costantini et al, 2018 

GII.3 GII.P12 oui 1.6-4.4 x 106 181 Costantini et al, 2018 

GII.3 GII.P16  0.2-141.1 x 104 
 Costantini et al, 2018 

GII.4_DenHaag GII.P4 oui 1.3-161.6 x 104 155 Costantini et al, 2018 

GII.4_NewOrleans GII.P4 oui 4.1 x 105 227 Costantini et al, 2018 

GII.4_Sydney GII.Pe oui 3.5 x 103 – 2.1 x 107 121-1236 Costantini et al, 2018 

GII.4_Sydney GII.P16 oui 0.4 x 103 – 6.1 x 106 340 Costantini et al, 2018 

GII.4_Sydney GII.P4  0.6-14.9 x 104 
 Costantini et al, 2018 

GII.5 GII.P22  1.1 x 104 
 Costantini et al, 2018 

GII.6B GII.P7  7.6 x 104 
 Costantini et al, 2018 

GII.6 GII.P7  0.1-8.4 x 106 
 Costantini et al, 2018 

GII.7 GII.P7  0.3-9.1 x 106 
 Costantini et al, 2018 

GII.14 GII.P7 oui 6.1 x 104 47 Costantini et al, 2018 

GII.17 GII.Pe oui 3.4 x 105 96 Costantini et al, 2018 

GIV GIV.P1  0.3-13.6 x 103 
 Costantini et al, 2018 

GI.1 GI.P1 oui 5.7 x 106 ND Ettayebi et al, 2016 

GII.3 GII.P21 oui 8.5 x 106 10-173 Ettayebi et al, 2016 

GII.4/2006a GII.P4 oui 7.0 x 107 34-6730 Ettayebi et al, 2016 

GII.4/2006b-1 GII.P4 oui 1.5 x 107 34-6730 Ettayebi et al, 2016 

GII.4/2006b-2 GII.P4 oui 5.3 x 106 34-6730 Ettayebi et al, 2016 

GII.4/2006b-3 GII.P4 oui 1.1 x 107 34-6730 Ettayebi et al, 2016 

GII.4/2009 GII.P4 oui 3.0 x 107 34-6730 Ettayebi et al, 2016 

GII.4/2012-1 GII.Pe oui 1.8 x 108 34-6730 Ettayebi et al, 2016 

GII.4/2012-2 GII.Pe oui 3.0 x 106 34-6730 Ettayebi et al, 2016 

GII.17 GII.Pn  1.4 x 107 ND Ettayebi et al, 2016 

*Polymérase ; ND : non disponible 
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ANNEXE III 
 

Souches NoV prévenantes da selles purifiées et utilisées pour ISC-PCR 
 

Selles ORF2 ORF1 Ct approx Année Cg/mL (30/10/17) 

s55 GI.3 GI.P3 30,6 2003 6,36 x 104 

s318 GI.2 GI.P2 30,8 2009 5,52 x 104 

s382 GI.6 GI.Pb 33,4 2008 9,58 x 103 

s383 GI.7 X 32,2 2008 4,41 x 104 

s505 GI.4 GI.P4 25,4 2012 2,01 x 106 

s538 GI.1 GI.P1 29,1 2014 1,73 x 105 

S582 GII.17 GII.P17 17 2016 7,55 x 108 

S287 GII.3 GII.P21 12 2009 2,88 x 107 

S596 GII.1 GII.Pg 23 2017 1,16 x 107 

S597 GII.4 (Sydney) GII.P4 (New Orleans) 18 2017 1,99 x 108 

S598 GII.2 GII.P16 19 2017 1,87 x 107 

S570 GII.4 (Sydney) GII.Pe 19 2015 2,68 x 106 

S555 GII.6 GII.Pe 19 2014 1,56 x 106 

S514 GII.2 GII.P2 24 2013 5,46 x 106 

S510 GII.7 GII.P7 19 2012 8,07 x 106 

S23b GII.12 GII.Pr 20 2007 1,98 x 109 

S53 GII.7 GII.P7 27 2003 
 s602 GII.14 x 19 2018 9,40 x 107 
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ANNEXE IV 
 

 

Protocole pour le test ELISA: 

 
 

 

 

Protocole pour ISC-PCR : 
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ANNEXE V 
 

Protocole de quantification virale pour TV selon la méthode TCID50 (50% tissue culture infective 
dose) 
 

- Préparation plaque 96 puits pour TCID50 

1. Attendre que la lignée des cellules LLC-MK2, cultivé en flasque T75, atteigne une confluence de 

90% (plus ou moins 3 jours) 

2. Aspirer le milieu avec le VacuSafe et laver les cellules avec 10mL PBS à 37°C  

3. Ajouter 5mL trypsine à 37°C et incuber 5 min à 37°C 

4. Ajouter 10mL de milieu de croissance à 37°C et à la pipette aspirer - refouler plusieurs fois afin 

de bien séparer les cellules 

5. Ajouter encore 30mL milieu de croissance et bien mélanger  

6. A la pipette multicanaux déposer 200µL/puit dans une plaque 96 puits  

7. Incuber les plaques 96 puits à 37°C o/n  

8. Les cellules pourront être infectées 2 - 3 jours après ensemencement. 

 
- Préparation de l’inoculum  

9. Filtrer le surnageant sur filtres 5 – 1,2 – 0,45 et 0.22µm montés sur seringue en transférant 

directement le filtrat sur un tube Amicon 100kDa 

10. Centrifuger l’Amicon® pendant 5 à 10 min à 4300g à 4°C 

11. Pendant ce temps conditionner les colonnes Shephadex en laissant passer 5x5mL de milieu 

d’infectivité. Jeter le milieu qui coule par gravité. Avec les deniers 5mL, centrifuger 1000g 2min 

et transférer les colonnes dans de nouceaux tubes. 

12. Suite à la centrifugation des Amicon, récupérer le rétentât, ajuster son volume à 1,5ml avec du 

milieu d’infection et transférer sur la colonne Shephadex conditionnée.  

13. Centrifuger les colonnes 1000g pendant 2min et récupérer l’éluat (inoculum) 

14. A partir de l’inoculum pur, préparer dilutions dégressives 1/10 (tot. 8 dilutions) : 4.5mL milieu 

d’infectivité plus 500µL inoculum pure.  

15. Laisser en incubation à 37°C pendant la préparation/lavages de la plaque 96 puits  

 
- Infection des plaques 96 puits 

16. Laver les plaques 96 puits précédemment préparées avec une monocouche cellulaire. Vider les 

plaques du milieu de croissance et rincer avec du PBS à 37°C à l’aide de la pipette multicanaux. 

Répéter 3 fois.  

17. Ajouter 100µL/puit dans dix puits d’une même ligne pour chaque dilutionen faisant couler le 

liquide sur la paroi des puits pour ne pas déranger le tapis cellulaire. 

18. Garder les derniers deux puits de chaque ligne de dilution comme contrôle négatif (100µL 

milieu d’infectivité sans virus). Préparer la deuxième plaque en duplicat. 

19. Incuber à 37°C pendant 1h puis rajouter 100µL/puit de milieu de maintien pauvre en sérum 

fétal bovin.  

20. Lecture des effets cytopatiques 5 jours après infection.  
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ANNEXE VI 
 

Protocole d’infection d’entéroïdes différenciés en monocouche par NoV GII (Ettayebi et al., 2016) 
 
Différents types de milieux ont été utilisés pour établir, maintenir ou différencier les enteroides : 
 
- Milieu complet sans facteurs de croissance (milieu CMGF -) est composé de milieu commercial 
Advanced DMEM-F-12 (Invitrogen) complété de 100 U/mL de pénicilline-streptomycine 
(Invitrogen), tampon HEPES 10 mM (Invitrogen) et 1 × GlutaMAX (Invitrogen). 
 
- Milieu complet avec facteurs de croissance (CMGF +), constitué de milieu CMGF (-) additionné de 
50 ng/mL de facteur de croissance épidermique (EGF) (Invitrogen), 10% de Noggin, 20% de R-
spondin et 50% Wnt3A (milieux conditionnés fournis par M.Estes, BCM, Houston), nicotinamide 10 
mM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri), 10nM gastrine I (Sigma-Aldrich), 500 nM A-83-01 (Tocris 
Bioscience, Bristol, Royaume-Uni), 10 μM SB202190 (Sigma-Aldrich), B27 (Invitrogen), N2 
(Invitrogen) et 1 mM d’acétylcystéine (Sigma-Aldrich). 
 
Le milieu de différenciation est constitué des mêmes composants que ceux du milieu CMGF + 
sans addition de Wnt3A, SB202190 et nicotinamide, ainsi que d’une réduction de 50% des 
concentrations de Noggin et de R-spondin. 
 
Le milieu d’infection : CMGF- avec 1/100 de GCDCA 
 
Culture d’entéroïdes intestinaux humains : 
Les entéroïdes, des cellules souches intestinales humaines issues du jéjunum d’un donneur de 
phénotype sécréteur (lignée J2), et fournies par M. Estes (Baylor College of Medecine, Houston, 
USA) sont cultivées en 3 dimensions dans du Matrigel (Corning) en présence de milieu CMGF+ 
(renouvelé tous les 2-3 jours, dans un incubateur à 37°C et 5% CO2). 
Au bout de 7 jours les entéroïdes sont dissociées par la trypsine 0,05% EDTA (Invitrogen), les 
cellules sont re-suspendues en milieu CMGF+ additionné de Y-27632 (10 μM, Sigma Aldrich) et 
déposées en deux plaques 96 puits recouvertes de collagène humain (type IV, Sigma Aldrich) à 
raison de 100 à 200x103 cellules/puit, afin d’obtenir des monocouches cellulaires indifférenciées. 
La différenciation des cellules est ensuite obtenue en remplaçant le lendemain le milieu CMGF+ 
par du milieu de différenciation, renouvelé tous les deux jours pendant 4 jours  
 
Préparation de l’inoculum : 
Comme décrit pour le virus Tulane (Annexe 3) 

Infection des entéroïdes en monocouche : 

Les cellules en monocouche différenciées sont lavées une fois avec 200µl de CMGF- froid. Le 

milieu est retiré avant ensemencement de l’inoculum (100µL/puits). Pour chaque point de 

mesure, 6 puits sont inoculés avec le même inoculum : 3 puits dans chacune des deux plaques, qui 

constituent 3 réplicats. Les plaques sont incubées 1h à 37°C avec 5% CO2. Ensuite les puits sont 

lavés 3 fois avec du CMGF- (température ambiante) et 100µL de milieu d’incubation (milieu de 

différenciation + GCDCA) sont ajoutés délicatement dans chaque puit des deux plaques. Une 

plaque sera alors placé à -20°C (annoter : 1hpi) et l’autre à 37°C 5% CO2 pendant 3 jours (72h) puis 

congelée à -20°C (annoter : 72hpi).  

 

Mesure de la réplication virale par qRT-PCR : 
Après avoir décongelé les plaques, 100µL de tampon de lyse BioMérieux sont déposés dans 
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chaque puit et incubés 10 min à température ambiante. Le mélange milieu de culture – cellules – 

tampon de lyse est homogénéisé et transféré dans 2mL de tampon de lyse. L’extraction des acides 

nucléiques a été automatisé en utilisant EasyMag suivant le programme d’extraction classique 

avec silice magnétique.  

Apres extraction les acides nucléiques sont transferés en tube eppendorf et conservés à 4°C si 

analyses dans les 24h, sinon sont conservés à -20°C ou -80°C. 

Le génome viral est quantifié par rRT-PCR NoV GII (Méthode ISO, kit UltraSens), chaque point en 

duplicat avec une gamme 6 points en duplicats également. 

Pour chaque duplicat, la moyenne des Ct est utilisé pour calculer la concentration dans chaque 

puit lors de l’infection.  

 

Analyse des résultats 

La moyenne des 2 Ct est calculé pour chaque duplicat de PCR quantitative, est utilisé pour calculer 

le ∆Ct entre 1h et 72h pour chaque condition et chaque point de triplicat de culture cellulaire. Ceci 

permet de calculer une ratio d’amplification, égal à 2^∆Ct, pour chaque réplicat de culture 

cellulaire. La moyenne géométrique des 3 ratios d’amplification est ensuite calculée et si le 

résultat est > à 3, on considère que le virus s’est répliqué et qu’il est bien infectieux.  
  



197 

 

 

COMMUNICATIONS AFFICHÉES  
 

 

 



198 

 

 

 
 

 

 

 

 



199 

 

 

 
 

 



200 

 

 

 
 

 



201 

 

 

 
 



202 

 

 

 



203 

 

 

 
 

 

  



204 

 

 

 

 
 

 

 

Titre : Norovirus et huître, infectiosité et approche génomique 

Mots clés : Norovirus, huîtres, eaux usées, metagénomique, infectiosité 

Résumé :   Cette thèse a été réalisée dans le 
cadre du projet Européen H2020 COMPARE qui 
a pour ambition d’améliorer et de faciliter la 
détection et la prise de décision face à la 
survenue d'épidémies chez l’Homme ou l‘animal 
en utilisant des nouveaux outils de séquençage 
génomique.  
Mes recherches ont ciblé les norovirus, connus 
comme les principaux agents de gastroentérite 
virale humaine. Leur variabilité génétique élevée 
et les fréquents évènements de recombinaisons 
associés à une forte résistance dans 
l’environnement contribuent à la survenue 
régulière de ces épidémies de gastroentérites 
hivernales. Les huîtres élevées dans des zones 
côtières contaminées peuvent accumuler les 
norovirus pendant leur activité de filtration. 
L’utilisation des nouvelles techniques de 
séquençage haut débit et d'infectiosité sur 
entéroîdes, nous ont permis de progresser dans 

la compréhension des mécanismes de survie 
et de dissémination des souches de norovirus. 
La préparation de l'échantillon (eaux usées ou 
coquillages), est primordiale pour concentrer et 
purifier les norovirus avant d'appliquer les 
méthodes de metagénomique. Les méthodes 
développées et optimisées dans cette thèse 
pour ces matrices, nous ont permis de 
caractériser des génomes complets de 
norovirus. Disposer de méthode sensible 
permettant d'identifier les norovirus mais 
également les autres virus entériques humains, 
émergents ou re-émergents permettra dans le 
futur de limiter leur transmission. L'utilisation 
des cellules souches intestinales nous a permis 
de démontrer, pour la première fois, la 
persistance des norovirus dans l'eau de mer.   

 

Title : Norovirus and oysters, infectivity and genomic approach 

Keywords : Norivurs, oysters, sewage, metagenomics, infectivity 

Abstract : This thesis is part of the H2020 
COMPARE project, which aims to accelerate the 
detection and decision-making of humans and 
animals outbreaks through the use of new 
genomic sequencing tools. 
My research focused on noroviruses, known as 
the main agents of human viral gastroenteritis. 
Their great genetic variability, the recurrence of 
new recombination and the high resistance in 
the environment contribute to the regular 
occurrence of winter gastroenteritis outbreaks.  
Oysters farmed in contaminated coastal areas 
may accumulate noroviruses during their 
filtration activity.  The use of new high 
throughput sequencing techniques and the 
novel cell culture approach to study norovirus 
infectivity has enabled us to progress in  

understanding the mechanisms of survival and 
dissemination of norovirus strains. 
Sample preparation (sewage or shellfish), is 
essential to concentrate and purify noroviruses 
before applying metagenomic methods. The 
methods developed and optimized in this thesis 
for theses matrices, allowed us to characterize 
complete genomes of norovirus.  Having a 
sensitive method for identifying noroviruses but 
also other human, emerging or re-emerging, 
enteric viruses will help in the future to limit 
their transmission.  
The use of intestinal stem cells has allowed us 
to demonstrate, for the first time, the 
persistence of noroviruses in seawater. 

 


