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INTRODUCTION

La biodiversité virale est extrémement abondante. On estime que le corps humain contient
100 fois plus de virus (10™) que de cellules (10™). Plus largement, 10*" virus sont estimés
étre contenus dans la biosphere (Wobus et al., 2012 ; Zarate et al., 2017). Dans les océans,
plus de 200.000 populations virales ont été identifiées lors de I’expédition scientifique Tara
Oceans qui entre 2009 et 2013 a prélevé 35.000 échantillons de plancton marin autour de la
planéte (Gregory et al., 2019).

Outre cette immense abondance, les virus sont également caractérisés par une variabilité
trés 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'intérét en santé publique. Ces virus, parasites intra-cellulaires obligatoires, possedent des
capacités de résistance trés importantes et peuvent re-infecter I'Homme apres 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 a ARN, présent dans le monde entier, le norovirus
(NoV), agent majeur de gastroentérite virale aiglie chez 'homme.

Les NoVs sont parfois détectés dans I'environnement littoral, ou ils parviennent suite a des
rejets humains (rejet direct, pluie torrentielle...), avec pour conséquence majeure leur
accumulation par les huitres, élevées en zone littorale. Leur consommation peut ensuite étre
source de nouvelles épidémies, montrant la capacité de résistance de ces virus qui restent
infectieux aprés ce cycle de transfert par I’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 a
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’insere 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 'Homme ou I‘animal en utilisant les nouveaux outils du
séquencage génomique. Cette approche novatrice permet de détecter et d’identifier tous les
génomes contenus dans un échantillon.

Ma thése, s'incluant dans ce projet, a comme objectif le développement méthodologique
pour I'application de la métagénomique a I'analyse d'échantillons de I'environnement tels
qgue les eaux usées et les huitres. L'approche métagénomique est séduisante pour I'étude
d’échantillons environnementaux car elle offre la possibilité d'identifier d’autres virus
entérigues humains éventuellement présents. Cette technique ouvre de nouvelles
perspectives comme |'utilisation des eaux usées comme outil de surveillance (Nieuwenhuijse
and Koopmans, 2017). En effet, le séquencage agnostique d'un échantillon d'eau usée peut
révéler la diversité des virus en circulation dans la population locale, et étre plus
représentatif que des échantillons d'individus. Les difficultés majeures rencontrées lors des
études de métagénomique virale sont souvent liées a I'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 séquencage a utiliser et de la préparation de
I'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 possedent
un génome relativement petit en comparaison avec d'autres micro-organismes.

Parallelement aux progrés technologiques du séquencgage a haut débit, une autre avancée
majeure a écrit un nouveau chapitre dans I'histoire des NoV: le développement d’un
systéme 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 I'utilisation de virus modeles ou des études sur
volontaires humains (Estes et al., 2019). Les travaux réalisés sur la culture d'épithélium
intestinal humain a 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 I'environnement, point
majeur pour le développement des stratégies pour la prévention ou le contréle des
infections par les NoVs.

Dans ce manuscrit la premiére partie comprend une revue bibliographique exposant les
caractéristiques des NoVs, et l'impact du rejet de ces virus sur la contamination de
I'environnement littoral et des huitres. Les différentes approches de métagénomique ainsi
gue les méthodes de culture des entéroides, sont également exposées. La seconde partie
comprend des travaux originaux avec les premiers deux chapitres présentant des résultats
préliminaires, données acquises mais incomplétes qui devront étre finalisées, et les articles
publiés ou soumis.

Ce mémoire se termine par une discussion sur l'intérét 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 aigué non-bactériennes étaient
simplement connues comme « grippe hivernale » ou « winter vomiting disease », sans
identification d'un agent pathogene, mais avec |'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 premiere 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’ou le premier nom attribué a la premiére souche identifiée, le virus de Norwalk.

Figure 1 Agrégation des particules du diametre de 27nm observées par immunomicroscopie électronique
(Kapikian et al., 1972)

C’est dans les années 90, grace a I’évolution de la biologie moléculaire que les études sur les
NoV progresseront. Le premier événement marquant est le séquencage du génome complet
de la souche Norwalk dans I'équipe de M.K. Estes (Jiang et al., 1992).

A I'heure actuelle les NoV humains sont reconnus comme la premiére cause de
gastroentérite aigiie d'origine virale toute classe d’age confondue dans le monde.

1.2 LES CALICIVIRUS

La famille des Caliciviridae est constituée de virus a ARN simple brin, dépourvus d’enveloppe
(également appelés virus nus) leur conférant une résistance importante dans
I'environnement. L'enveloppe virale, étant lipoprotéique, est en effet thermolabile, sensible
aux enzymes et a de nombreux agents chimiques et constitue un facteur de fragilité chez un
virus. Selon la derniére 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 I'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 a celles des calicivirus pouvant étre regroupés dans le genre

Recovirus sont en attente de classement (Tableau 1).

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

(Desselberger, 2019)

Genus Type Species

Established:

Noroviris (INoV) Norzalk virus (INV)

Sapovirus (5aV) Sappora virus (5V)

Lagonig (LeN) E e.ri Jﬂ;ﬁ F:?I J1 1 Jl:rii::: ';’;i"t::‘r:: ]:; j‘r rtujllurl.l: rililglﬂ_ﬁg‘d )

Vesicular exanthema of sivine virns (VESV)
Vesiirus (VeV) Feline calicivirus (FCV)
Sam Migue! sea lion virus (SMSV)

Nebowirus (MeV) Newbury-1 virns (NBV)

Proposed:

Eecotirus (ReV)

Tulane virus (simian)

Vialorirus (VaV)

St Valérian virus (porcineg)

Bavowirus (BaV)

Bayern virus (avian)

MNacovirns (NaV)

MNovel avian calicioirus (chicken, turkey)

Salovinies (SaV)

Atlantic salmon calicivirus (salmon)

Minorirus (MiV)

Fatlread nrivmote calicioirys (minnow )

Parmi les calicivirus infectant 'Homme, les sapovirus provoquent également des gastro-
entérites aigués, et ont souvent été identifiés au Japon (Oka et al., 2015). L'augmentation du
nombre d'épidémies impliquant ces virus suggére qu'ils doivent étre considérés dans les
problématiques de santé publique (Torner et al., 2016). Ces virus sont également
fréqguemment retrouvés dans I'environnement et les coquillages, confirmant leur présence
chez I'Homme (Fusco et al., 2017).

L'absence d’'un modele 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 modéles d’étude ou
de virus de substitution en utilisant des calicivirus comme prototype. Parmi les modéles les
plus utilisés pour I'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 premiere fois en 2008 a partir de selle de singe rhésus. L'analyse
de son génome et de ses caractéristiques physicochimiques ont conduit a 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 premieres étapes de l'infection
(reconnaissance de mémes ligands), et la possibilité de le cultiver in vitro sur cellules de rein
de singes qui renforcent l'intérét du TV comme virus modele pour étudier la physiologie des
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NoVs (Farkas, 2015). Pour notre thématique, ce virus est intéressant car sa distribution
tissulaire suite a des contaminations d'huitre en bassin est identique a celle des NoVs
(Drouaz et al., 2015). Sa longue persistance dans les tissus, comparable a celle observée pour
les NoVs, nous a confirmé sa pertinence comme virus modele (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 |'interaction avec les cellules hotes 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 a 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).

Genomic RNA ORF 2 ORF 3
e - HVAVAVAVAV VAV SVAVAVAN Y VAVAVAVAV gV v v LR
p48 NTPase p22 VPg Pro Pol VP1 VP2

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, 'ORF2 code la protéine structurale majeure VP1
et I'ORF3 code la protéine structurale mineure VP2 contribuant a 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 a I'ARNm de facon 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 a
|'assemblage de la capside.
VP2 (Viral Protein 2) Protéine mineure de la capside, réle probable dans la
production de virus infectieux et dans I'encapsidation du
génome.

1.4 STRUCTURE DE LA CAPSIDE VIRALE

Les virions sont constitués d’une seule protéine de capside VP1 organisée en 90 dimeres
assemblés avec une symétrie icosaédrique pour former une capside de 28-35 nm de
diametre. 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 a 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 role dans |'assemblage de la capside mais
aussi dans sa stabilité et le contréle de sa taille (Choi et al., 2008).

5’ 3
ORF1 ORF2 ORF3
VPg AAAAAA
NS1-2 | |\(No3 || Nsa {‘,3; NS6 NS7 VP1 )

Protease | | Polymerase l

Detail of the
VP1 subunit

X-ray structure of the
Norwalk virus capsid

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 facon spontanée des Virus Like Particles (VLPs) (ou pseudo-
particules en francais), 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 systeme immunitaire (Prasad et al., 2000; Ruvoén-Clouet et
al., 2013; Tan and Jiang, 2014). Ces VLPs ont également trouvé un intérét pour étudier les
interactions entre les NoVs et les tissus de coquillages telles que I'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 Gl a GVII, eux-
mémes divisés en génotypes. Les NoVs infectent divers hotes : les Gl, Gll et GIV infectent
I'Homme, le Glll 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, entrainant une augmentation des cas de gastro-entérites dans le monde (Kroneman et
al., 2013; Atmar et al., 2018).

Pour étre classées dans un méme génogroupe, les souches doivent partager au moins 60 %
des séquences en acides aminés de la VP1, alors qu’entre les deux génogroupes Gl et Gll
cette similarité est inférieur a 50 %. Au sein d’'un méme 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 a recombinaison (voir paragraphe 1.7), un double systéeme de
nomenclature a été proposé, basé sur la séquence de la polymérase (P) dans I'ORF1 et de la
capside (VP1) dans I'ORF2 (Kroneman et al., 2013). Cette nomenclature inclue également des
informations concernant I'espéce hote, les abréviations du nom de la ville et du pays
d'identification de la souche, ainsi que I'année de la premiere identification, le génogroupe
et le génotype (ORF1 et ORF2) et, en cas de nouveaux variants, le nom du lieu
d’identification et I'année de la 1lére identification. Pour exemple, la nomenclature pour la
souche de Norwalk, prototype des NoV humains est : GI /Hu/US/1968/GI.P1-Gl.1/Norwalk,
indiquant qu’il s’agit d'une souche du génogroupe I, dont I’'h6te est I’'Humain (Hu), identifiée
aux Etats-Unis (US), au cours de I'année 1968, dans la ville de Norwalk. GI.P1-Gl.1 se réfere
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 Gl, Gll et GIV infectent I’'homme, a exception des virus GIl.11, GlI.18 et GII.19, qui infectent le porc, et les
GIV.2 le chien. Les souches Gll.15, détectées uniquement chez ’'homme font I'objet d’une proposition d'un
nouveau génogroupe. La barre d'échelle refléte le nombre de substitutions d'acide aminé par site (de Graaf et
al., 2016).

Depuis la derniére mise a jour de la classification des NoVs en 2013, I'utilisation croissante
du séquencage génomique a conduit a l'identification de plusieurs séquences candidates
pour étre classifiées comme nouveaux génogroupes et génotypes de NoV. Afin de fournir
une classification uniforme face aux recombinaisons et pour éliminer le systeme de
dénomination des souches « orphelines » pour 'ORF1 (par exemple, Gl.Pa, GI.Pb, Gll.Pa,
Gll.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-Gl.1 est désormais désignée GI.1[P1]
et les séquences orphelines telles que GIl.Pa, GI.Pb ont été intégrées et normalisées (par
exemple GI.P10 et GI.P11, respectivement).

Ce manuscrit de these, 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 a ARN, I'accumulation des mutations est un des

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

infectant I’'Homme, les NoVs Gll.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 Gll.4
devient prédominant remplagant la souche précédente et causant des nouvelles épidémies
(Belliot et al., 2010). Une comparaison entre I’évolution des souches Gll.4 et les souches
non-Gll.4, indique que les souches non-Gll.4 sont moins soumises a la pression adaptative et
qgue les variants pandémiques Gll.4 ont un taux d’erreur de la polymérase cinqg a 40 fois
supérieur a celui des souches non pandémiques, engendrant une augmentation dans la
vitesse d’évolution de cette souche (Belliot et al., 2010 ; Ruvoén-Clouet et al., 2013; De Graaf
et al., 2016).

1996 2000 2004 2008 2012 2016

1995/96 s Gll.17
Gll.4 variants 2002 Gll.2
Grimsby/1996 ey =
Farmington Hills/2002 2006a
Hunter/2004 2006b
Yerseke/2006a e
Den Haag/2006b 2009 2012
New Orleans/2009 N
Sydney/2012 2015
Sydney/2015

Figure 5 Evolution temporelle de apparitiond’apparition des variants GI1.4 et d'autres génotypes récents (Atmar
etal., 2018)

Un certain nombre de mécanismes déterminent I'évolution de cette souche, comme la
possibilité de se lier a un plus large panel d'antigénes 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 modeles 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-Gll.4), ciblant
essentiellement les enfants (plus exposés et infectés par des souches différentes en raison
d'un systéme immunitaire encore immature), et les virus évolutifs, virus accumulant
continuellement des mutations (souches GlI.4 mais aussi Gll.17) (Chan et al., 2016). Ces
derniers infecteraient préférentiellement les individus plus agés ayant acquis une immunité
contre un certain nombre de génotypes statiques (Mori et al., 2017 ; Parra et al., 2017). Ce
modele est en accord avec les observations de Simmons et al. (2013) qui estiment la durée
d’une immunité souche-dépendante jusqu’a 9 ans.
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Model of Norovirus Reinfection

Evolving
Genotype

Figure 6 Modele d'évolution de NoVs.

Les souches Gll.4 acquiérent des modifications phénotypiques de leurs principales protéines de capside au fil du
temps (génotype en évolution), tandis que les virus non-Gll.4 conservent une protéine de capside hautement
conservée pendant des décennies (génotype statique). Ce modéle prédit que les enfants sont constamment
exposés et infectés par des souches de chacun des différents immunotypes (jusqu'a ce qu'une immunité étendue
se développe), tandis que les individus plus dgés sont plus susceptibles de tomber malades a cause de I'évolution
des génotypes. Ce modele 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 GENETIQUES

La recombinaison est la formation d’'un génome chimére a partir des génomes parentaux
d’origines différentes. Ce mécanisme participe a I’évolution continuelle des NoVs et a leur
diversité avec un impact sur la virulence de la nouvelle souche, la capacité d’évasion au
systeme immunitaire de I’'hote et la résistance dans I'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 I'enzyme polymérase
lors de la réplication, généralement au niveau de la jonction entre ORF1 et ORF2. La région
du génome impliguée 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 ameéne a 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 a ARN, la réplication du génome entraine des erreurs
liées a l'activité de la polymérase (De Graaf, Van Beek and Koopmans, 2016).
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2. NOROVIRUS CHEZ 'HOMME

2.1 SENSIBILITE GENETIQUE AUX NOVs

Les souches de NoVs reconnaissent des motifs glycanniques, similaires aux antigenes de
groupe sanguin, ce qui induit une différente sensibilité aux infections (Ruvoén and Le Pendu,
2013). Les HBGA sont présents sur les érythrocytes mais également sur la surface des
cellules épithéliales de différents tissus dont le systéeme 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 génes 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 I'absence de I'une ou de
I'autre de ces enzymes génere une diversité du profil de glycosylation dans la population
humaine. Comme schématisé dans la Figure 7, les individus sécréteurs, porteurs du géne
codant pour I’'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 géne, sont
globalement résistants a I'infection par les NoVs bien que certaines souches les infectants
aient été caractérisées. De facon similaire, la présence/absence de I'enzyme FUT3 permet de
distinguer les individus Lewis positifs des Lewis négatifs, alors que la variabilité du géne 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 (Ruvoén and Le Pendu, 2013). Ces antigénes ABH et
Lewis étant présents dans les mucines salivaires, un test utilisant des salives et des VLPs
permet de discriminer leur sensibilité éventuelle a l'infection en considérant la capacité de
fixation des VLPs (Le Pendu et al., 2006).
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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, tres résistants dans
I’environnement et en évolution continue, les NoVs ont acquis un caractere épidémique qui
fait de ces virus la premiére cause de gastroentérite aiglie non bactérienne dans le monde,
toutes classes d’ages confondues (Hall, 2012).

Les raisons de son succes sont multiples :

- Excrétion virale

La quantité de virus excrétée par les individus infectés est importante et varie de 10° a 10"
particules virales par gramme de selles et cette excrétion peut se prolonger au moins 15
jours apres la rémission des symptomes (Aoki et al., 2010; Atmar, 2010; Hall, 2012).

La présence de plusieurs particules de NoVs au sein de vésicules membranaires (diametre
<200 nm) libérées dans les selles des personnes infectées, pourrait contribuer a leur
diffusion (Santiana et al., 2018). Ces vésicules pourraient protéger les virus lors de leur
passage dans |'appareil gastro-intestinal, et favoriser leur propagation en transportant
plusieurs particules virales collectivement vers I'h6te suivant, améliorant la MOI (Multiplicity
Of Infection) et la gravité de la maladie.

- Dose infectieuse

La Dlsp correspond a la dose de virus qui entraine des signes cliniques chez 50 % des
individus infectés. L'incapacité de cultiver les NoVs humains in vitro et I'absence d'un modele
animal ont conduit a l'utilisation des volontaires humains pour étudier la pathogenese virale
et I'immunité. Considérant I'impossibilité de différencier entre particules infectieuses et non,
la PCR de lI'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 extrémement basse, moins de 18
particules virales suffisent pour transmettre I'infection (Teunis et al., 2008). Toutefois, la
compréhension de la dose infectieuse est en outre compliquée par la sensibilité génétique
individu-dépendant et par I'agrégation des particules virales dans I'inoculum (Hall, 2012 ;
Atmar et al., 2014). Les NoVs font partie des agents pathogenes 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 a d’autres individus en négligeant les regles
d'hygiéne élémentaires. De plus, I'excrétion des virus par les individus asymptomatiques est
presque aussi importante que celle des individus malades, avec des variations importantes
(de 10° 3 10° particules virales/g de selle), et une durée estimée entre 8 et 60 jours (Teunis et
al., 2015).

2.3 PATHOGENESE

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

la compréhension des mécanismes liés a I'infection virale. Pour pallier a ces difficultés, des

études physiologiques et histologiques sur des volontaires humains et des modeéles animaux
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en utilisant des virus modeéles 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 a
I'introduction dans I'organisme, les particules virales infectent les entérocytes du petit
intestin (duodénum, jéjunum et iléum). Les cellules du systéme immunitaire (cellules B,
macrophages et cellules dendritiques), comme suggérées dans certaines études, ne
semblent pas jouer un réle majeur, en raison de I'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 a une
diminution de I'activité des enzymes de la bordure en brosse entrainant une malabsorption
(Karst et al., 2010).

Le microbiote pourrait également jouer un role 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). Apres pénétration
dans la cellule héte et multiplication, la mort cellulaire conduit a la libération des particules
virales néoformées. Des |ésions intestinales spécifiques ont été mises en évidence, comme le
raccourcissement des microvillosités intestinaux, la vacuolisation des cytoplasmes et
I',edéme 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 symptomes
apparaissent avec de la fiévre, des nausées souvent accompagnées de vomissements
violents et de diarrhées aqueuses (Atmar et al., 2018). La pathogénicité des NoVs semble
étre souche-dépendante avec certaines souches Gll.4 plus souvent associées a des
vomissements, diarrhées prolongées et une excrétion dans les selles de particules plus
importantes en comparaison aux autres génotypes de NoVs Gll. La pathogénicité des NoVs
et la quantité de virus excrétés pourraient également étre en relation avec I'age et I'état de
santé de l'individu infecté (De Graaf et al., 2016).

2.4 VOIE DE TRANSMISSION

La transmission se fait majoritairement de personne a personne (féco-orale) due a un
manque d'hygiene. Cette voie de transmission représente environ 90% des cas et concerne
essentiellement les souches Gll.4. Ainsi, de nombreuses épidémies impliquant le génotype
Gll.4 ont été décrites dans les établissements de soins et de santé, di au contact direct entre
personnes (Ahmed et al., 2013; De Graaf et al., 2016; Atmar et al., 2018). Les autres souches
sont transmises de facon plus diverses comme montré par les données d’épidémiologie
moléculaire. Par exemple, les souches du Gl sont fréguemment identifiées suite a 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 Gl sont également plus fréquemment transmises
par les coquillages ou les huitres contaminées (Le Guyader et al.,, 2012; Yu et al., 2015).
Hormis les souches Gll.4, les souches plus communément reconnues comme cause
d’épidémie de gastroentérite sont les Gll.3 (6.1%), GII.6 (5.7%) et Gll.2 (4.6%) (Burke et al.,
2018).

La transmission par les aliments est une voie de dissémination importante des NoVs a
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travers le monde, d0 a la globalisation de la chaine alimentaire. Les NoVs constituent les
agents les plus fréqguemment impliqués dans les épidémies d'origine alimentaire aux Etats-
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’a la commercialisation mais
également pendant la manipulation des aliments. Parmi les 14% d'épidémies d’origine
alimentaire, 10% sont causées par une souche Gll.4, 27% par tous les autres génotypes et le
37% par des mélanges de Gll.4 et d'autres NoVs (Verhoef et al., 2015). La compréhension
exacte du role des NoVs dans les épidémies d’origine alimentaire est difficile a estimer en
raison des disparités des méthodes de surveillance selon les pays. La présence d’un systéme
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 I'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).
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Figure 8 Alerte RASFF (https.//tW|tter.com/ceeramtools)

2.5 CYCLE DE REPLICATION

La réplication virale est un procédé de biosynthése au cours duquel le virus entre en
interaction avec une cellule héte afin d'y introduire son génome viral, détourne la
machinerie cellulaire a son profit, pour fabriquer de nouveaux virus. Les étapes de
réplication varient selon les caractéristiques du virus. Comme de nombreux autres virus a
ARN, le génome des NoVs permet une réplication rapide, mais non encore totalement
élucidée. La premiere étape dans le cycle de réplication est I'entrée en contact du virus et de
la cellule (résumé dans la figure 9). Pour les NoVs cette phase d'attachement se fait par
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reconnaissance de structures carbohydrates connues comme les HBGA, selon une spécificité
lite aux génogroupes (Ruvoén-Clouet et al., 2013), et vraisemblablement également de
facon aspécifique par reconnaissance d'acides sialiques ou d'autres structures aujourd’hui
encore inconnues qui permettraient la pénétration du virus a 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'antigenes et d'ARN viraux dans des biopsies de patients infectés.
Ensuite, méme si les détails précis ne sont pas encore élucidés apres 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).
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Figure 9 Modéle d'entrée du NoVs.

La premiére étape est I'attachement du virus a la surface de la cellule, qui peut étre facilité par les glycanes
hétes associés aux cellules, y compris les HBGA. La deuxiéme étape est I'engagement du récepteur, protéine
membranaire contenant un domaine d'immunoglobuline (Ig) encore inconnu pour les NoVs humains. Aprées
I’'engagement du récepteur, le virus pénétre par endocytose. Si le calicivirus félin constitue un bon modéle, 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 a NoVs est restée difficile a
comprendre. La réponse immunitaire est généralement de courte durée et souche-
dépendante rendant possible une nouvelle infection chez un méme individu (Dolin et al.,
1975; Ruvoén-Clouet et al., 2013; Zhu et al., 2013). En cas de déficit immunitaire, I'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, a I'impossibilité du systéeme immunitaire
d’éliminer les virus (De Graaf et al., 2016). Chez I'h6te immunocompétent la réponse
immunitaire suite a une infection est de courte durée et souche-dépendante (Atmar et al.,
2018). Les nouvelles souches échappent plus facilement a la réponse immunitaire de
I'organisme hote, 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'age sont susceptibles d'étre contaminés par les NoVs, la majorité de la
morbidité et de la mortalité concerne la population pédiatrique et les personnes agées
(Robilotti et al., 2015). Les gastro-entérites a NoVs sont aussi communément appelées
«winter vomiting desease», en raison de la prévalence plus élevée d'infections a NoVs
enregistrées pendant les mois d'hiver, principalement de novembre a avril. Pour expliquer
cette tendance, il semble que la température, I'humidité et les conditions climatiques en
général pourraient jouer un réle (Hall, 2012). Dans I'hémisphére nord, rassemblant les pays
pour lesquels le plus de données sont disponibles, la saison associée a la pluie et a la natalité
semblent constituer les facteurs déterminants (Ahmed et al., 2013). La transmission est
facilitée par les activités intérieures (Grgndahl-Rosado et al., 2014). Une corrélation avec le
début de I'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 I’'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 pathogénes 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 a 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, I’hiver 2012-2013 se différencie avec
un pic tres important de cas de gastroentérites, liés a I'apparition d’un recombinant de la
souche GlI.4 avec la polymérase Gll.Pe (Figure 11 et 12). Une évolution soudaine similaire a
été rapportée par la souche Gll.17 dans I'hiver 2015-2016, confirmant la définition des
souches évolutives de Parra et colléegues (2017). Si cette souche s’est rapidement répandue
dans des nombreuses villes d’Europe, Etats-Unis et Australie, elle n'a pas remplacé la souche
Gll.4 (De Graaf et al., 2016). Bien que la majorité des épidémies soient liées aux Gll, I’hiver
2016-2017 a montré une importante augmentation des infections liées a des souches de
NoVs Gl.
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3. LES VIRUS ENTERIQUES HUMAINS ET L'ENVIRONNEMENT

3.1 VIRUS ENTERIQUES

Les rejets humains contiennent un mélange de matieres, 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 étre 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 I'homme (organismes
pathogénes) 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 I'excrétion dans les selles des individus infectés. Ces virus sont essentiellement
des petits virus (autour de 30 nM), non enveloppés et possédant un génome a ARN. Leur
taille et I'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 I'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 a démontrer l'importance de I'environnement pour
leur transmission (George, 1916; Metcalf, 1995; Sadeuh-Mba et al., 2019). Apres
contamination féco-orale et multiplication dans l'intestin, ces virus migrent vers d’autres
organes (comme le systeme nerveux central) et sont responsables d'un large éventail
d'infections chez I'nomme présentant divers syndromes cliniques (paralysie, cardiopathie,
méningite...) (Montazeri et al., 2015).

Les virus excrétés dans les selles humaines appartiennent a de nombreuses familles virales
et induisent des pathologies variées (Tableau 3) :
- Gastroentérite : Caliciviridae (NoVs et sapovirus), Astroviridae, Rotaviridae,
Adénoviridae, Picornaviridae.
- Hépatite : Picornaviridae (virus de I'hépatite A) et Hepeviridae (virus de |I'hépatite E).
- Maladies diverses : Picornaviridae (poliovirus, coxsackievirus, échovirus...).
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Tableau 3 Principaux virus entériques humains rejetés dans [’environnement (Adapté de Parnaudeau et al.,

2014)

Calicivirus icosaedre
Astrovirus Icosaédre
Rotavirus Icosaedre, triple
Adénovirus Complexe

Aichi virus Icosaédre

V. Hépatite A Icosaedre

V. Hépatite E Icosaedre
Entérovirus icosaedre

*sb : simple brin
**db : double brin
***pb : pair de baise

3.2 NOVs DANS L’ENVIRONNEMENT

27-32nM
27-32nM
70nM

70nM

27-32nM
27-32nM
27-32nM
20-30nM

ARNsb* 7642pb*

ARNsb 6797pb
ARNdb**
667pb

ADNdb  35900pb
ARNsb 8251pb
ARNsb 7478pb
ARNsb 7500pb
ARNsb 7200pb

11 genes de 3302-

hiver
hiver
Hiver

Toute I'année
Toute I'année
Toute I'année
Toute I'année
été

Les concentrations dans les eaux usées changent notablement au cours de I'année, avec des

concentrations plus faibles pendant I'été (entre < 10% et 10° copies d’ARN/L) et des pics en
hiver (entre 10° et 10° copies d’ARN/L) (Kazama et al., 2016; Schaeffer et al., 2018). En
corrélation avec I'épidémiologie, la concentration de NoVs Gll est toujours significativement
plus élevée que la concentration de NoVs Gl, phénoméne 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

étre conjugué a l'objectif de I'élimination des polluants chimiques et biologiques afin de

réduire les impacts négatifs pour I'environnement, et la contamination des aliments (Hoque

etal., 2019).
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Figure 13 Distribution saisonniére et concentration de NoVs Gl (noir) et Gll (rouge) dans les échantillons

d'eaux usées (Adapté de Fumian et al., 2019)
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En effet, de par leur capacité a s’infiltrer dans les sols ou leur résistance importante, les
NoVs peuvent contaminer les eaux souterraines,les rivieres 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 I'écosystéme marin via des fosses septiques défaillantes, des
débordements de station d’épuration ou encore des inondations (Maalouf et al., 2010). Une
fois rejetées dans I'environnement cétier, les particules virales sont soumises a un processus
de sédimentation et/ou de dilution di 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 a différents
traitement physiques, chimiques et biologiques afin de recycler ou purifier les eaux usées
avant de les réintroduire dans I'environnement (le plus souvent dans les eaux de surface ou
parfois en milieu cétier) (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 a disparaitre en raison des difficultés d’entretien, du
manque de place disponible et de sa faible efficacité pour I’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 |'eau a travers des grilles ou des filtres a sable
(dégrillage ou dessablage) suivie par le traitement primaire par décantation des eaux
permettant le dépo6t et I'élimination des parties solides (boues), et secondaire dans des
bassins d’aération ou 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 excés peuvent
étre utilisées pour I'épandage en agriculture ou encore dans la production de biogaz, apres
une étape d’élimination de I'eau et d’inactivation des particules virales a 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 matiéres en suspension et la pollution organique avant que les eaux usées
soient rejetées dans l'environnement ou réutilisées pour l'irrigation agricole et I'arrosage
d’espaces verts. Les procédés les plus courants sont la microfiltration (MF), I'ultrafiltration
(UF), la nanofiltration (NF), 'osmose inverse (Ol) 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 lI'eau (Abdessemed, Nezzal and Aim, 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 | ‘environnement (car ne prévoit pas I'utilisation de
substances chimiques), le probléme principal est le colmatage de la membrane qui provoque
une diminution du flux de perméat dans le temps et une limitation de ['efficacité de
séparation (Salladini et al., 2007).
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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 contrélée par ['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 'eau (Ashbolt,
Grabow and Snozzi, 2001) :

Indicateurs microbiens généraux de processus : groupes d'organismes qui démontre
I'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 pathogenes peuvent étre
présents.

Organismes Index et organismes modéles : groupe/espéce indicative de la présence et du
comportement de I'agent pathogene, tels que E. coli en tant qu'indice pour Salmonella et les
coliphages ARN-F cultivables en tant que modéles 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 a 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 I'efficacité des traitements (Montazeri et al.,
2015). Ces systémes d'épurations montrant leurs limites pour I'élimination des virus, ils sont
souvent complétés par un traitement tertiaire d'ultrafiltration (Sima et al., 2011; Schaeffer et
al., 2018). Cependant aucun systeme de traitement des eaux usées ne peut garantir
I'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 huitres : 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 I’homme un milieu de ressources. De nombreuses
traces fossiles témoignent du réle des coquillages comme source d’alimentation pour les
peuples anciens ou primitifs habitants le littoral. Les huitres 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-Sanchez et al., 2011).
Aprés consommation, les coquilles pouvaient étre utilisées pour élaborer des objets destinés
a la vie quotidienne, rituelle ou religieuse. Nombreux sont les restes de coquilles retrouvés
dans les tombes afin d’orner, nourrir et protéger les étres chers aprés leur mort (Prieur,
2008; Bonnardin, 2012).

Les grecques conféraient aux huitres des propriétés aphrodisiaques et utilisaient les
coquilles comme bulletin de vote en y gravant le nom de I'homme politique qu’ils
souhaitaient bannir de la cité (d’ou le terme ostracisme)
(http://www.ostreiculteurtraditionnel.fr/histoire/histoire.html).

Les premiers ostréiculteurs semblent remonter a plus de 3000 ans et étaient situés au sud
de I'actuel Extréme-Orient russe, ou des amas de coquilles, principalement Crassostrea gigas
(huftre creuse dite japonaise), ont été retrouvés sur les rives d’une lagune d’eau salée. En
Europe, les Romains sont les fondateurs de I'ostréiculture en créant le premier parc a huitres
et en maitrisant tout le cycle de vie. De la fin de I'Empire romain a la naissance de
I'ostréiculture moderne francaise en 1860, I'huitre plate Ostrea edulis était la seule espéce
consommée (Lescroart, 2017). Plusieurs épizooties successives ont fortement réduit la
production d’huitres plates a partir de 1920, date a partir de laquelle I'huitre portugaise
Crassostrea angulata est devenue l'espéce trés majoritairement produite. En 1970 une
nouvelle épizootie éradique I'huitre portugaise des cOtes francaises. L’huitre japonaise est
introduite en France notamment grace a I'opération « Résur » en 1971 (Bernard, 2011).
Aujourd’hui, Crassostrea gigas représente 99% de la production ostréicole frangaise, qui se
situe au premier rang Européen et au troisieme rang mondial (http://www.ostrea.org).
Rapidement les huitres sont apparues comme un vecteur possible de maladies infectieuses
et une note dans les Comptes Rendus de I’Académie des Sciences en 1912, décrit les bassins
de purification construits a Paris pour les purifier (Fabre-Domergue, 1912). En 1913, des
restaurateurs parisiens fondent I’AEIO (Association d’Encouragement des Industries
Ostréicoles), pour inciter les producteurs a purifier leurs produits et a réaliser les premiers
contréles sanitaires. A compter de 1923, I'état Francais prend le premier décret rendant le
contrdle sanitaire des huitres obligatoire (Garry, 2015). Depuis 1939, il existe une obligation
de classement des zones de production selon leur qualité microbiologique. Aujourd’hui, le
chapitre Il de I'annexe Il du réglement (CE) n° 854/2004 prévoit un classement de I’'ensemble
des zones de production de coquillages en trois catégories selon leur qualité
microbiologique (A, B ou C). Ce classement est établi selon des criteres de concentration de
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la bactérie indicatrice de contamination fécale Escherichia coli dans les coquillages (Piquet,
2018). Les huitres peuvent étre commercialisées directement si elles proviennent de zones
classées A, mais doivent étre purifiées dans des bassins a terre si elles proviennent de zone
classées B. Pour les zones classées C, les coquillages doivent étre reparquées pour une
longue durée ou traités thermiquement avant de pouvoir étre consommeés.

4.2 ANATOMIE DE L'HUTTRE

L'huitre est un bivalve et sa coquille est constituée de deux valves articulées par une
charniere et qui s‘ouvrent et se ferment sous I'action du muscle adducteur (Figure 15). Ce
systeme permet a I’huitre de se protéger des prédateurs et de maintenir sa coquille fermée
lors des marées basses, quand elle se retrouve hors de I'eau. Le manteau, constitué d’un
tissu conjonctif, adhére a la coquille et participe a sa formation en secrétant du carbonate de
calcium (Miossec et al., 2009). L’huitre, est un organisme filtreur, filtrant '’eau de mer pour
capter I'oxygéne et les particules nécessaires a 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-feces, les autres,
présentant un intérét nutritif, étant dirigées vers la bouche. Les tissus digestif (TD),
comprennent I'estomac et un intestin, et se terminant avec un anus qui permet I’élimination
des déchets. De mai a ao(t, lors de la phase de reproduction, la masse gonadique est
largement diffusée dans toute la chair et atteint jusqu'a 70% du poids total de I'animale
adulte, I'huitre est alors dite « laiteuse ». Le cceur envoie ’"hémolymphe, liquide circulant
dont le role est analogue au sang, vers les branchies ou il s'enrichit d'oxygene (Lescroart,
2017).

Anatomie de ["huitre creuse Anatomie de ['huitre plate

charniére __bouche

.

Figure 15 Anatomie de [’huitre creuse et de [’huitre plate (Lescroart et al., 2017).
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4.3 LES HUITRES 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 a la consommation d’huitres, les
épidémies de gastro-entérites virales persistent et les NoVs constituent |'agent pathogene le
plus fréquemment impliqué dans ces épidémies. Pour cela plusieurs facteurs y contribuent
comme leur consommation le plus souvent crues, leur capacité a accumuler les NoVs et
leurs zones d’élevage situées le plus souvent a proximité des cétes (MclLeod 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 huitres; les salades et les framboises étaient également reportées (Hardstaff
etal., 2018).

Des chercheurs de l'université de Shanghai ont étudié la diversité des séquences de NoVs
impliquées dans des épidémies liées a la consommation d’huftre 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 a la
survenue d’épidémies liées a la consommation d’huitre, ils ont montré une trés grande
diversité de séquences de Nov démontrant que plus de 80% des souches de NoVs rejetées
par I'hnomme ont par la suite été détectées dans les huitres. Les pays cotiers,
traditionnellement producteurs et consommateurs d’huitres sont les principaux pays
décrivant ces épidémies. Leurs études montrent également une fréquence plus élevée de
NoV Gl dans les épidémies liées a la consommation d’huitres par rapport aux autres modes
de transmission confirmant les travaux développés au laboratoire (Le Guyader et al., 2012).
Les rejets humains insuffisamment traités entrainent la contamination des huitres
éventuellement par plusieurs souches de NoVs ce qui pourrait favoriser |‘apparition de
souches recombinantes chez les consommateurs (Le Guyader et al., 2012; Mclntre et al.,
2012; Yu et al., 2015) (Figure 16). Pour mieux comprendre les enjeux a la base de ce
mécanisme, une étude de modélisation a été menée considérant une population cotiére 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 (Dlsg) est de 32 copies (médiane) pour Gl et de 5 copies pour Gll, les
non sécréteurs présentant une probabilité d’infection de 100 a 1000 fois plus faible.
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Figure 16 Représentation du modéle probabiliste de type SEIR qui considére 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 huitres 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 criteres réglementaires, (<230 E.coli pour 100g de chair et liquide
intervalvaire (CLI)) (Reglement (CE) n° 853/2004). La durée varie selon la charge initiale en
bactérie entre 24 a 48 heures, mais parfois des durées beaucoup plus longues peuvent étre
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;
MclLeod et al., 2017). L’augmentation de la température de I'eau de mer a été suggérée pour
accélérer I’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 huitres supposant une
sélection par I’huitre par rapport aux souches de NoVs rejetées par I’homme, et la mise en
évidence chez ’'homme de ligand de type glycanes a amené le laboratoire a analyser plus en
détails ce qui pouvait se passer dans I'huitre. Aprés des contaminations au laboratoire en
utilisant des souches identifiées nous avons pu ainsi localiser précisément les particules
virales (Figure 17) (Thése de F. Loisy, travaux réalisés avec |’équipe de J. Le Pendu).

Par la suite, les travaux réalisés lors de la these d’H. Maalouf ont ensuite permis de
caractériser des ligands différents dans les tissus d’huitres selon les souches comme
observés chez ’'homme et une variation saisonniére de I'expression de ces ligands (Maalouf
et al., 2010 ; Ruvoén 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 I'huitre était capable de sélectionner
spécifiguement un pathogéne humain (Le Guyader et al., 2012).

Des huitres ont été mise en contact avec des pseudo-particules virales (VLPs) de la souche Norwalk (GI.1). Aprés
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 fleches 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 lumiere d’un tubule digestif (B) (Modifié d’apres Le Guyader et
al., 2006).

4.5 EPIDEMIES DE NOVs ET HUITRES

Dans les épidémies de NoVs liées a la consommation d'huitres, plusieurs souches peuvent
étre détectées chez les patients infectés et chez les huitres 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 I'eau (jusqu’a 30
jours) et leur capacité d’étre transportés sur des longues distances (>10Km) facilite la
contamination des zones de production ostréicoles par les NoVs ainsi que I'accumulation
d’une variété de souches différentes dans les tissus d’huitre (Hassard et al., 2017). Selon le
site de production et la localisation des points de rejet, un modéle mathématique pourrait
aider a prévenir les épidémies en prédisant les périodes a fort risque de contamination pour
les huitres (Wang and Deng, 2016).

La présence de NoVs dans les coquillages a fait I'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
réguliere 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 Nombre Echant. positif en Référence
étudiée échant. NoV Gl NoV Gl
Maroc Huitres Nov. 2015- . (EI Mogqri et
Palourdes fév. 2017 102 Pas fait / al., 2019)
UK Huitres Mars 2015- " (Lowther et
mars 2016 630 G2 al., 2019)
Chine Huitres! 2016 (Tan et al.,
463 2 94 2018)
Australie Huitres Juil.  2014- (Torok et al.,
aoiit 2015 300 0 0 2018)
Irlande Huitres Jan. 2015- N (Rupnik et
avril 2016 120 108 al., 2018)
France Huitres, Fév. 2013- (Rincé et al.,
moules et | janv. 2015 150 33* 2018)
coques
Italie Moules et | Mars-sept . (La Rosa et
palourdes 2015 384 Pas fait 259 al., 2017)
Japon Huitres Oct. 2015- (Imamura et
fev. 2016 200 E 72 al., 2017)
Italie Moules Janv. 2014- (Fusco et al.,
dec. 2015 108 10 22 2017)
Thailande Huitres, Aout 2011- (Kittigul et
moules, juil. 2012 300 29%* 14%* al., 2016)
coques’
Espagne Moules, Janv. 2011- (Polo et al.,
palourdes juin 2012 168 54 43 2015)
et coques
Australie Huitres® Fé,v. 2010- 120 0 5 (Brake et al.,
déc. 2012 2015)
UK Huitres Mai 2009- o . (Lowther et
avril 2011 844 >78 467 al., 2012)
Espagne, Moules Mai-déc. (Diez-
Grece et 2010 153 1 25 Valcarce et
Finlande 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 I1SO (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 contrdle qualité appliqué et ont été
soumise a génotypage et analyse phylogénétique. Plus de 80% des génotypes de NoVs
humains ont été détectés dans des échantillons d'huitres.
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Tableau 5. Variabilité génétique (ORF1 et ORF2) et prévalence des souches NoVs Gl et GllI identifiées dans les
huitres impliquées dans des épidemies de gastroentérite (Adapté de Yu et al., 2015).

ORF1 PREVALENCE ORF2 PREVALENCE
GI.PNA 3.77% GL.5 1.75%
GI.PA 3.77% GlL.7 5.85%
GI.P3 3.77% Gl.2 5.85%
GI.P7 5.66% GI.NA 8.19%
Gl.P4 11.32% Gl.6 8.77%
GI.P1 11.32% Gl.1 11.11%
GI.PB 13.21% Gl.3 13.45%
Gl.P2 41.51% GlL.4 45.03%
Gll.P2 3.16% GII.NA 1.74%
GII.P7 5.26% Gll.8 2.90%
GII.P3 5.26% Gll.7 3.19%
GII.PNA 6.32% Gll.13 4.93%
Gll.P12 6.32% Gll.12 5.80%
Gll.P21 7.37% Gll.1 6.38%
GII.PE 8.42% Gll.5 8.12%
GII.PG 13.68% Gll.2 8.41%
Gll.P4 32.63% Gll.6 9.57%
Gll.3 16.23%
Gll.4 29.28%

Les nouvelles souches de NoVs sont rapidement détectées dans les huitres, comme
démontré en Corée du sud avec la mise en évidence des Gll.17 et GIl.21 dans les eaux usées
et les huitres (Koo et al., 2017). Lors de I'émergence du variant GIIP17-Gll.17, un lien
épidémiologique direct a été établi entre la consommation d'huitres frangaises importées et
des consommateurs danois (Rasmussen et al., 2016). Cet épisode montre |'impact que les
échanges d'aliments entre pays peut avoir sur I'épidémiologie de ces virus entériques.

En Europe, considérant le nombre d'épidémies liées a la consommation d'huitre, une étude
sur la prévalence des NoVs dans les huitres prélevées en zone de production ou dans les
centres d'expédition a été réalisée a 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 francais. La prévalence dans les zones de
production était estimée a 34,5 % (IC : 30,1 a 39,1 %) a I'échelle Européenne et a 13% en
France. Pour les lots provenant des centres d'expédition cette prévalence était de 10,8 % (IC
: 8,2 a 14,4 %) pour la totalité de |'étude et inférieure a 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 frangaise. Données reccueillies entre novembre

2016 et octobre 2018, avec des prélevements 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 facon 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 diameétres des virus entériques varient de 28-30 nM (enterovirus et NoVs) a 100 nM
(adenovirus) et les points isoélectriques oscillent entre pH 3 pour le virus de I’'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 a plusieurs centaines
de litres selon les protocoles utilisés (lkner 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
critéres : étre techniquement simple, rapide, permettre une récupération virale élevée, étre
adaptée a un large éventail de virus entériques, fournir un faible volume de concentré et
étre peu colteuse (Bosch et al., 2009). Toutefois, aucune méthode ne répond a touts ces

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

Primary
Concentration
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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 tres 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 |'obstacle majeur en raison d'un
processus souvent long et de la perte possible des virus d'intéréts (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
I’eau ont généralement une charge négative, des filtres dits électronégatifs ou électropositifs
peuvent étre utilisés. Les premiers requierent un conditionnement de I’échantillon avec
ajustement de la conductivité et du pH, représentant donc une limite sur le volume de
I’échantillon a traiter; les seconds, pour lesquels le pré-conditionnement de I’échantillon
n’est pas nécessaire, permettent la filtration de plus de 1000L d’eau mais sont plus colteux.
La nature de I’échantillon est une des limites les plus importantes dans I'application des
méthodes d’adsorption/élution. La filtration d’eaux turbides ou riches en microparticules,
comme les eaux usées, ne sont guere envisageable pour de tels volumes car elles
provoquent rapidement I'obstruction des filtres (Cashdollar et al., 2013).

L'ultrdfiltration s’appuie sur I'exclusion par la taille. Le principe repose sur le passage de
grands volumes d’eau a travers des capillaires, des fibres creuses ou encore a 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 a travers les
fibres alors que les substances plus larges sont arrétées et constituent le retentat. Bien que
I’efficacité de récupération virale soit variable (entre 2 et 98%), une étude utilisant un NoVs
murin a montré un taux de récupération jusqu’a 74% dans 100 L d’eau de surface (Gibson
and Schwab, 2011). Toutefois, un débit de filtration trés lent et I'équipement colteux
constituent des désavantages importants (John et al., 2011). De plus, une perte importante
de la concentration des NoVs peut s'observer d{ a leur capacité d’adsorption sur la matiere
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 I'analyse. Parmi les stratégies les plus communément utilisées on peut
citer:

La floculation, processus impliguant un coagulant ajouté a I'eau pour faciliter la liaison entre
les particules, créant des agrégats plus gros et donc plus faciles a séparer. Les coagulants
peuvent étre chimiques (par exemple a 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 a des échantillons de petit volume (entre 0.5 et 1 L) présentant une
faible turbidité. L'inconvénient de ['utilisation de coagulants a base de fer repose
essentiellement dans le risque d’interférences lors de I'extraction des acides nucléiques
(Jacobsson and Schultz, 2014). Les coagulants organiques ont permis de détecter une large
variété de famille virale, incluant les Caliciviridae, a partir d’échantillons d’eaux usées, mais
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en utilisant des volumes limités (500 mL). En effet la méme méthode appliquée sur de plus
grands volumes (10 L) a entrainé la concentration d’inhibiteurs affectant I'amplification par
PCR ou les enzymes utilisées pour le séquencage par métagénomique (Fernandez-Cassi et
al., 2017; Hjelmsg 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 I’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 polyéthyléne glycol (PEG)/chlorure
de sodium (NaCl), pour former un maillage ou les particules virales seront retenues selon
leur taille et précipitées suite a 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 a de faibles volumes (jusqu’a 100 mL). Cette méthode est efficace pour
détecter et quantifier les virus par PCR et/ou pour des analyses métagénomiques. Le PEG
peut aussi étre utilisé avec un autre polymere de different poids moléculaire, comme par
exemple le dextran. Cette solution interagit avec I'échantillon d'eau et, aprés agitation
vigoureuse, se sépare sur la base des différents poids, entrainant les virus de poids
moléculaire similaire (Matrajt et al., 2018). L’Organisation Mondial de la Santé recommande
cette méthode de concentration/séparation pour I'identification du poliovirus (World Health
Organization, 2003).

b) Elution

Suite aux étapes de concentration des particules virales, I’élution constitue une phase
critique car elle peut avoir un impact tres 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 :

e |a nature de I'éluant utilisé, qui peut étre organique (extrait de bceuf 1.5-3%, pH de
7.5 a 9.5) ou chimique (glycine 0.05M, pH de 9 a 11.5). Les composants organiques
peuvent inhiber les réactions de PCR (Shi et al., 2017) ;

e la rapidité du flux d’élution. Une élution lente (0.5 mL/min) favorise une meilleure
récupération virale (Borrego et al., 1991) ;

e le nombre des passages de I’éluat. Un bon taux de récupération des NoVs (environ
99%) a été obtenu en réalisant un second passage de I'éluat par rapport a la 18

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

a) Dissection

L’élution et I'extraction des particules virales a partir des tissus d’huitre demandent une
préparation en amont afin d’isoler les tissus ciblés pour I’analyse. Les huitres, le plus souvent
entre 6 a 10 individus pour éviter les variabilités individuelles, sont lavées, ouvertes, et la
chair totale est pesée. Selon les analyses envisagées, différents tissus peuvent étre disséqués
(branchies, manteaux, palpes labiaux...) a I'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
I’équipe ont par la suite confirmé cette observation pour les NoVs Gl et Gll (Maalouf et al.,
2010 ; Maalouf et al., 2011). Pendant ma theése les TD ont donc été sélectionnés comme
matrice pour I'élution virale. Aprés 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 étre traités par :

Digestion enzymatique en utilisant une protéase telle que la protéinase K afin de
décomposer la matiere organique associée a 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 I'extraction des acides
nucléiques (Jothikumar et al., 2005; Le Mennec et al., 2017).

Cette technique a été validée comme méthode ISO (15216 partie | et Il) pour la détection
des NoVs dans les mollusques bivalves (Lowther et al., 2019).

Précipitation chimique, paralléelement au protocole adopté dans les échantillons d’eau, cette
technique de concentration vise a réduire le volume de I'échantillon et a éliminer une partie
de la matrice sans perte de particules virales. Une phase primaire d'homogénéisation de
I'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 I'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
I'eau stérile pour I'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 I'avantage de ne pas endommager la capside virale par
I'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 a 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 theése,
souhaitant appliquer des techniques novatrices de séquencage 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 a partir d’'un
volume de 40mL préalablement ajusté en pH (4) et conductivité (>2000uS) (Mullendore et
al., 2001). Un tampon alcalin (glycine a pH 9) est ensuite utilisé pour remettre en suspension
le culot et favoriser I’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; Conceicdo-Neto et al., 2015; Hjelmsg et al., 2017).

La digestion enzymatique des TD d’huitre nécessite une double incubation, a 37°C et 60°C
pour un bon taux de récupération (Jothikumar et al. 2005).

EAU TD
-
* Acidification s Proteinase K
* Conductivite * Traitement thermique
* PEG
vy
* Tampon Glycine Extraction
* Chloroforme-Butanol

Figure 20 Résume des étapes clés pour [’élution des particules virales de NoVs a partir d’échantillons d’eaux et
d’huitres.
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5.3 EXTRACTION DES ACIDES NUCLEIQUES ET QUANTIFICATION

L'ARN viral peut étre extrait de la capside par traitement thermique (Schwab et al., 2001),
enzymatique (Atmar et al., 1995) ou chimique, a 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).

Grace 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 I'analyse qualitative, capable seulement de
donner une information de présence/absence de I'agent pathogéne ciblé, et I'analyse
guantitative, malgré I'absence de standard universel.

La RT-PCR en temps réel (rRT-PCR) est une méthode sensible et spécifique disponible pour
détecter I'ARN des NoVs dans des échantillons environnementaux, ou la concentration virale
est généralement assez faible. Aprés la transcription de I'ARN en ADN complémentaire
(ADNc), 'enzyme Tag-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 a une courbe standard,
permet de quantifier la concentration virale dans I’échantillon (Bustin et al., 2009 ; Loisy et
al., 2005). En raison de la variabilité génomique, le probléme 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'a 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 étre importantes.

La PCR digitale (dPCR) adopte une approche différente pour quantifier le nombre de
génomes viraux dans I'extrait d’AN. En effet la réaction d'amplification s’effectue en point
final sous forme de milliers de petites réactions indépendantes (généralement dans 'ordre
de nanolitres) (Figure 21). Idéalement, chaque mélange réactionnel contient une seule
molécule cible, ou aucune, de facon a 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 étre réalisé en utilisant des
microplaques, des capillaires ou des émulsions dans I'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 a l'inhibition, cette technique se
révele plus précise pour estimer des faibles concentrations (Monteiro and Santos, 2017).
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Preparation Distribution PCR reaction Readout

@OQO

gDNA, cDNA, RNA, Sample partitioned @ Positive reactions Absolute
plasma into many reactions @ Negative reactions quantification

Figure 21 Schéma de fonctionnement de la digital PCR (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 a la base
de la diversité, unicité et individualité de tous les organismes vivants. Les génomes peuvent
alors étre comparés a un livre écrit seulement avec quatre lettres, A, C, G, T et le séquencage
haut débit (HTS, de I'anglais High Throughput Sequencing) a 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 premiére
génération, développés il y a environ 40 ans permettaient la lecture de longs fragments
(jusqu’a 1000 pb) avec un taux d’erreur relativement bas. Cette méthode nécessitait de
disposer d'un ADN simple brin servant de matrice pour la synthése enzymatique (DNA
polymérase) du brin complémentaire. La détection des fragments ainsi synthétisés était
déterminée par l'incorporation d’un traceur radioactif dans I'ADN synthétisé (Sanger and
Coulson, 1975). Dans les années ‘90 les séquenceurs capillaires basés sur le passage des
échantillons dans un tube capillaire (d’ou leur nom) se sont développés, présentant
I'avantage de l'utilisation d'un marquage fluorescent mais un temps d’analyse relativement
long (Strazzulli et al., 2017).

Plus performants, les séquenceurs de deuxiéme génération peuvent générer |'analyse
concomitante de fragments plus courts (de 150 a 300 pb) en trés grand nombre (jusqu'a 20
milliards de fragments a la fois). Différentes technologies font partie de ce groupe, chacune
utilisant une méthode de séquencage differente (Tableau 5). Cependant, le principe général
reste le méme. Une préparation de I'échantillon est nécessaire afin de découper I'ADN en
fragments de taille homogene et constituer ce que I'on appelle des librairies. Des séquences
courtes appelées index (ou barcode) sont ajoutées aux extrémités pour l'identification des
échantillons lors de leur séquencage simultané. Puis I'ajout d'adaptateurs permet de fixer les
fragments au support de séquencage (flowcell) et d’initier leur clonage par la formation d’un
brin d’ADN complémentaire afin d’augmenter le signal. L'amplification peut étre réalisée sur
un support solide (flowcell) ou en émulsion (sur billes préalablement préparées afin de
capturer les adaptateurs). Pendant le séquencage, des cycles de lavages et de lecture se
succédent (wash & scan) avec incorporation successive des nucléotides et émission d’un
signal (qui peut étre lumineux ou chimique) a 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 paralléle 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 séquencage HTS de deuxieme génération

Plate-forme Technologie Pré-amplification | Enzyme Signal d’incorporation

lonTorrent® Détection ions H+ | En émulsion polymérase Changement pH et

Termofisher libération H+

lumina® Séquengage  par | Sur plaque polymérase Reconnaissance signal
synthese lumineux

Roche 454°® Pyrosequencgage En émulsion polymérase Reconnaissance signal

lumineux
SOLid® Ligation En émulsion ligase Reconnaissance signal
Termofisher lumineux

Les séquenceurs de troisieme génération, sont plus sensibles et permettent la détection
d'une seule molécule, diminuant l'intérét de I'étape de pré-amplification. De plus, le
séquencage 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 séquencage et la longueur
des reads (entre 1000 et 10000 pb), réduisant ainsi la complexité de la préparation des
échantillons et les colts (Liu et al., 2014). Cependant, la qualité et la concentration d’ADN
demandé représentent un challenge pendant I'extraction des acides nucléiques (> 1ug ADN)
comparé a ce qu’est demandé par le systeme Illumina (environ 500 ng ADN) (van Dijk et al.,
2018).

Les stratégies technologiques plus utilisées et toujours en cours de développement sont :

- le séquengage par synthese, développé et commercialisé par Pacific Biosciences
(PacBio) en 2011. Permet le séquencage en temps réel d’'une seule molécule d’ADN
par action d’'une molécule d’ADN polymérase enduite sur la surface de séquencage.
L'incorporation de chaque nucléotide marqué déclenche la libération d’un signal
lumineux différent qui permet le codage de la séquence analysé (Eid et al., 2009) ;

- le séquencage sur minlON 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, a travers des
nanopores biologiques (membranes protéiques) ou des pores synthétiques. Chaque
nucléotide modifie le flux ionique de facon différente selon leur taille et génere une
modulation de courant spécifique, avec une vitesse de séquencage augmentée de 30
bases/sec avec les derniers

les premiers modeéles, a 450 bases/sec avec

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 co(ts et la possibilité de séquencer
des reads longs (plusieurs dizaines de Kb et jusqu'a 1 Mb avec nanopore) en temps réel,
rendent ces technologies extrémement intéressantes et elles permettent d'explorer les
génomes a une résolution sans précédent (van Dijk et al,. 2018).

De plus, la portabilité du systeme Nanopore (Figure 22) a permis pour la premiere fois un
séquencage sur le terrain, point important, pour I'étude des épidémies dans certains pays
(Quick et al., 2016; Batovska et al., 2017).
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Figure 22 Dispositif MinION d'Oxford Nahopore (https.//research.a-star.edu.sq/articles/highlights/expanding-
the-power-of-pores/)

Malgré I’émergence des technologies de 3¢ génération pour les études de routine et de

surveillance, ces technologies de 2°™ et 3°™ génération devraient étre considérées comme
complémentaires plutot que successives. Par exemple, si la taille réduite des reads produits
par les séquenceurs de 2¢me génération constitue une limite dans I'assemblage des régions
hautement répétitives, les reads produits par les technologies de 3éme génération sont
suffisamment longs pour contourner ce probleme. lls permettent ainsi de séquencer des
genes bactériens difficiles, avec plusieurs régions répétées et un taux d'erreur de
séquencage 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 2¢me génération pour
améliorer la précision de I'analyse génomique (Miclotte et al., 2016). Cette approche d’un
séquencage hybride nécessite un travail supplémentaire de préparation de deux librairies,
un co(t 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 a priori
des micro-organismes ou autres cibles et donc, par exemple, des virus présents dans
I’échantillon, d’ou le terme de séquencage agnostique. Pour l'analyse du virome, les
protocoles utilisés comprennent des étapes de purification de I’échantillon pour éliminer les
acides nucléiques des bactéries, de I’h6te ou encore de la matrice alimentaire. Un avantage
est que tous les virus (au-dessus d'un seuil de sensibilité) peuvent étre représentés dans les
séquences obtenues, fournissant ainsi des données importantes sur le virome et la co-
infection, particulierement importante dans les échantillons cliniques. Toutefois, les virus
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présents en concentration trop faible peuvent ne pas étre détectés. La sensibilité de cette
approche de métagénomique dépend du niveau de couverture et du nombre d’échantillons
séquencés dans un méme run (multiplexing) (Cotten and Koopmans, 2016).

L'approche métabarcoding est une méthode ciblée qui permet de séquencer seulement des
parties du génome d’intérét a travers l'utilisation d’amorces spécifiques et des étapes
d’amplification. Cette approche peut étre 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
séquencage sur le virus cible, qui peux étre détecté méme pour de faibles concentrations
grace a I'étape d’amplification. L'inconvénient est que la méthode ne révele 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 lonTorrent en raison de leur performance et de leur codt
relativement bas par giga base (Marine et al., 2019). Le choix entre ces deux systemes doit
considérer le temps de séquencage et la quantité des reads obtenue. Le nombre élevé de
reads produit par lllumina augmente les chances qu'un génome viral, méme tres peu
abondant, soit suffisamment couvert, justifiant son utilisation pour la métagénomique
d'échantillons complexes. La technologie lonTorrent, permettant un temps de séquencage
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 minlON diminue significativement la durée du run de
séquencage (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 thése nous avons utilisé la technologie lllumina (séquenceur MiSeq et son
successeur NextSeq) pour I'analyse metagénomique de nos échantillons (section travaux
originaux).

6.4 PREPARATION DES ECHANTILLONS

Bien que le séquencage 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 plutot bactérienne et issu de la matrice (I’hote, I'aliment...)
(Nieuwenhuijse and Koopmans, 2017). Lorsque I'on cible un virus, ou une famille virale, des
approches spécifiques peuvent aider a pallier ces inconvénients en augmenter sa
récupération. Toutefois, I'absence d’une méthode unique pour le séquencage haut débit,
complique I'analyse du virome, voire |'obtention de résultats reproductibles (Conceicdo-
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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
I’échantillon en particules virales complétes. 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 a
un traitement enzymatique, endommage la structure de I'enveloppe et expose les acides
nucléiques a I'action des nucléases favorisant I’enrichissement des virus non enveloppés
(Vibin et al., 2018).
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Figure 23 Schématisation du protocole pour I’analyse métagénomique des virus a partir d’échantillons de selles
(Conceigdo-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 apres séquencage. Les kits NEB, Agilent et KAPA
se sont révélés étre 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).

Erd repair  Bead cleaning  A-tailing Bead cleaning Adapior ligation Bead cleaning PCOR & bead cleaning  Number of steps
after shearing
MNEBMext X ) * P X b - B
MEBMext Ultra  2in 1 ° P © " 5
SureSalact L) 1 o x X x ¥ B
Truse Mamno ® « £ X L x
Trises DA % wx % b X B
PCRrea
Accel-NGS 15 Adaptasa st extersion X 2nd extension X b
AccebNGS 25 ° 4 different steps + 4 bead cl=aning ¥ 10
KAPA Hyper 2in1*® X y i) 3 far 3)
AP i i X [E3] 3 for 5)

HyperPlus™

“Both End-repair and A-tailing enzymes are combined in a single reaction mix

Flllumina recommends parforming an upper and lower bead clean-up selaction after the end repair step

“Bwlft Blosciences Accel protocols follow different chemical steps than the classical end-repair, A-talling, adapior ligation and PCR

“KAPA Hyper and KAPA HyperPlus protocol don't abways require a PCR amplification step

“KAPA HyperPlus protocod starts with non-sheared DNA. The 15t step of the protocol corresponds to the enzymatic shearing of the DA sample (fragmentase).
This fragmentase step leaves blunt-ended DMA fragments which don't require End-repair and can go straight to A-tailing withowt any bead clean-up

a) Syntheése de I'ADNc a partir de I’ARN extrait

Des méthodes de séquencage 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 séquencage de I’ADN. La transcription de I'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 séquencage (Bustin et al., 2015; Boone et
al., 2018).
Les ARNs extraits, le plus souvent cassés, sont soumis a une retro-transcription (RT) en
utilisant une enzyme (transcriptase inverse) et des amorces constituées de courtes
séquences aléatoires de quelques nucléotides pour la synthése de I’ADNc. Pendant cette
étape, les erreurs de transcription peuvent étre assez importants (1/9000 — 1/30000), en
raison de I'absence de systéme de correction (proofreading) des enzymes utilisées, qui ne
corrigent pas un mauvais appariement des bases pendant la synthése 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 I'extrait), étre concentration-dépendant ou liés a
I'opérateur (pipetage, manipulation de I’échantillon.) (Bustin et al., 2015). Des réplicas
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techniques sont conseillés pour limiter I'impact de ces biais.

L'utilisation d’amorces aléatoires pendant cette étape est importante pour Ia
metagénomique afin de permettre la rétro-transcription de tous les génomes présents dans
I’échantillon. Parmi les amorces les plus souvent utilisées figurent :

- Les hexameéres random, commercialisés par New England BiolLabs (NEB) comme un
mélange optimisé et prét a |'utilisation. Ce mélange est composé d’amorces de 6
bases (d’ou le nom d’hexameres) et d’oligo(dT)-ancrées (qui se terminent par un V,
mélange de A, C et G, afin de faciliter la liaison avec la premiéere base en amont de la
queue poly(A) de I'ARNm) (https://international.neb.com/-

/media/catalog/datacards-or-manuals/s1330datasheet-
0t0041208.pdf?rev=33bbe02bd0684b90983f259786047360). Bien que I'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 I'absence
d’une couverture uniforme et la forte récurrence d’un méme motif sur les premieres
positions des reads obtenus (Hansen et al., 2010).

- Les hexaméres non-ribosomiaux, ont été sélectionnés par Endoh et al. (2005) a
partir des hexameres random afin de limiter I"'amplification de I’ARN ribosomal
(ARNr) de I'h6ote (rat et Homme en particulier) sans avoir un impact sur
I"'amplification des autres virus de mammiferes. Le séquencage des molécules d’ARNr
peut en effet réduire de facon important la sensibilité globale du séquencage (Boone
etal., 2018).

Le brin d’ADNc synthétisé sert ensuite a la synthése du deuxiéme brin complémentaire grace
a l'action d'une ADN polymérase. Le fragment protéolytique (Klenow) de I'ADN polymérase |
(Pol 1) dérivée d’E. coli était la premiére polymérase utilisée pour le séquencage capillaire
(Schirmer et al., 2016). Aujourd’hui plusieurs kits commerciaux utilisent des recombinants de
la polymérase mais sans précision.

b) Fragmentation

La fragmentation de I’ADN est une étape nécessaire lors de la construction des librairies afin
de rendre uniforme la taille des brins d'ADN et optimiser le séquencage. Les plateformes
[llumina 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 I'air comprimé pour forcer le passage des molécules d'ADN a 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 I'échantillon, induisent la cavitation de I’échantillon par création

et effondrement continus de microbulles. Cela crée des forces localisées qui fragmentent
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I'ADN rapidement et de maniere reproductible. Covaris utilise une fréquence de 15 a 30 fois
supérieure a celle d'un commun sonicateur de laboratoire. Avec la sonication ou la
nébulisation, la taille des fragments est souvent tres variée et difficile a adapter, avec un
risque d’échauffement de I’échantillon et une altération possible de I’ADN. L'approche
Covaris est reconnue étre la meilleure, avec une faible perte de I'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 méme biais pendant le séquencage 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 I'ADN libre par des enzymes dont le choix est capital.
Les fragments peuvent étre 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 étre fragmentés en
méme temps, avec une faible perte. La taille des fragments peut étre 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 a une
fragmentation non aléatoire (Ignatov et al., 2019).

Indépendamment de la stratégie de fragmentation utilisée, la taille et la distribution des
fragments doivent étre vérifiées avant de passer a |'étape suivante. Cette analyse est
réalisée par électrophorése 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 a 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 a l'index. Afin d’éviter la ligation des fragments d’ADN entre eux,
un nucléotide (généralement I’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 a la flowcell (Boone et al, 2018). Chaque
échantillon est associé a un index, associé a l'adaptateur, qui donne un code unique
permettant d’identifier les échantillons apres mélange pour le séquencage.

62



e :
ltailing @

5'@ A 3
3 A

®
\“-Umr-"r ligation
S
5 \“‘h..mm.tr A / 3
A 1
T ""‘\. 5
o lPCR
__I A = .

+

Figure 24 schéma de [’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 séquencage, chaque fragment est amplifié afin d'augmenter le signal.
L'amplification a pont (bridge-PCR) permet aux deux séquences contenues dans les
adaptateurs de se fixer a la flow cell, support en lame de verre creuse a travers lesquelles
s’écoulent les réactifs et ’ADN matrice (Bronner et al., 2013). Suite a la formation d’un pont
attaché, les fragments sont amplifiés formant des clusters (Figure 25). A chaque cycle, des
étapes de synthése et dénaturation se succedent pour produire, a la fin de la PCR, environ
1000 copies de chaque cluster, avec plusieurs millions de clusters amplifiés simultanément
(Shendure and lJi, 2008). Le profil des librairies est ensuite visualisé, la concentration
mesurée avant réalisation du séquencage haut débit.

La pré-amplification, nécessaire pour les échantillons faiblement contaminés, peut
introduire des biais, comme des mutations ponctuelles, souvent difficiles a différencier des
SNPs (Single Nucléotide Polymorphisms ou polymorphismes d’un seul nucléotide). En outre,
I'action des polymérases peut induire des erreurs, comme |'amplification préférentielle de
certains fragments par rapport a d'autres, selon leur composition nucléotidique : les
molécules d’ADN trop riches ou trop pauvres en GC sont plus difficiles a amplifier (donc
moins représentés), alors que les fragments les plus courts peuvent étre surreprésentés
(Aigrain et al., 2016 ; Boone et al., 2018).
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Figure 25 Amplification a pont des librairies avant séquencage 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 a 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 (3 ADN et a ARN) susceptibles d’infecter
des hotes vertébrés. Sur ce méme 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 a la fin de la préparation
de la librairie.

Les sondes sont des séquences oligonucléotidiques biotinylées a base de solutions concues
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 I'hybridation sur la région cible. Comparé a
I'approche métabarcoding, la capture par hybridation permet le séquencage 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'intérét de réduire
I'impact de la matrice (humain, animal, aliment...) et ainsi d’augmenter les reads viraux de
100 a 10,000 fois (Briese et al., 2015 ; Wylie et al, 2018). Cependant, des limites peuvent
restreindre |'utilisation de cette approche. Ainsi, le temps nécessaire a la préparation des
échantillons peut étre considérablement allongé (I’hybridation des sondes de capture aux
librairies peux demander jusqu’a 72h). Egalement des génomes trés divergents ou non
identifiés dans les bases de donnée, ne seront pas enrichi augmentant la probabilité qu'ils ne
soient pas détectés. Enfin, le co(t de cette technologie est élevé, justifiant un multiplexage
important pour optimiser le colt de I'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 étre vérifiées (Aigrain et al., 2016).

6.7 PIPELINE BIOINFORMATIQUE POUR L’ANALYSE DES DONNEES DE SEQUENCAGE

Suite au séquencage haut débit, plusieurs centaines de milliers a plusieurs millions de reads
sont produits pour chaque librairie. Le traitement et I'analyse d’une telle quantité de donnée
pose des problemes 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
« préts a l'emploi » rendant I'analyse de séquences métagénomiques accessible aux
scientifiques. Parmi les outils automatisés nous pouvons citer RIEMS (Scheuch, Héper 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 I’échantillon (Brinkmann et al., 2019).
L'analyse bio-informatique prévoit une succession d’étapes (pipeline) utilisant une

combinaison de logiciels informatiques avec des parametres personnalisés a chaque étape.
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Les réglages disponibles, fréquemment proposés par défaut, peuvent donner lieu a des
codes non standardisés et de ce fait, difficile a comparer. Nooij et al. (2018) ont évalué 49
pipelines publiés pour I'analyse metagénomique virale et ont identifiés 5 étapes clés (Figure
26) :
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Figure 26 A) Schéma des étapes principales pour l’analyse des données de séquengage. B) Panoramique des
différents pipelines utilisés et identification des étapes inclues (Nooij et al., 2018)

- Prétraitement

Le séquencage produit des reads (séquences courtes variant entre 150 pb et 300pb)
sauvegardés dans un fichier Fastg. Ce fichier contient également leur score de qualité (Phred
score), assigné selon la plateforme utilisé et relié de facon logarithmique a la probabilité
d’erreur d’identification d’'une base pendant le séquencage (Tableau 7).

Le traitement des reads commence généralement par une évaluation et un ajustement de la
qualité des reads obtenus, a l'aide de logiciels tels que FastQC (comme outil de visualisation)
et Trimmomatic, Cutadapt ou Trimgalore, qui permettent la suppression des adaptateurs et
I’élimination des reads trop courts ou de mauvaise qualité en paramétrant un filtre basé sur
le score de qualité.

65



Tableau 7 Estimation de la qualité des séquences obtenues

Score de qualité Probabilité d'une identification | Précision de l'identification d'une
Phred incorrecte 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 I'élimination des reads qui composent le bruit de fond (ou
background) a l'issu du ségquencage tels que les reads liés a la matrice, aux bactéries, mais
encore tous les reads sans intérét pour I'objectif de I'analyse. Le filtrage, possible grace a 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 I'abondance de reads obtenus et de la
variabilité des génomes viraux présents. Lorsque la complexité est importante |'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 I'échantillon en filtrant la couverture en exces 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 fagon
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 I'analyse métagénomique est I'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 grace a la présence de
chevauchements des nucléotides permettant la construction des contigs. Selon I'abondance
de reads, chaque position du génome est couverte par plusieurs reads, ce nombre de reads
constitue la couverture. L'importance et I'homogénéité de la couverture permet de
différencier les « vrai contigs » et les faux positifs.
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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 I'absence d'information (Figure 27). L’estimation de la
taille des gaps est possible en utilisant I'approche Paired-End. Ce terme se réfere a la
possibilité de séquencer les deux extrémités du méme 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 a des séquences de référence,
permettant leur assemblage. Cette méthode peut étre sensible a 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 I'assemblage (Lin et al., 2017).

Breadth of coverage
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Figure 27 Schématisation de l’assemblage des reads.

Les reads paired-end sont représentées en bleu ; les deux fleches rouges montrent les deux sens de lecture. Le
chevauchement des reads sur la méme zone du génome donne une couverture et permet I'assemblage des
contigs. Les scaffolds résultent de I'assemblage de plusieurs contigs pouvant inclure des régions avec tres peu
de reads. La couverture du génome est exprimé 1X, 2X.. et est calculé a partir du nombre de bases de chaque
read qui mappe sur le génome divisé par la taille du génome. (Modifié de https.//qithub.com/Ecological-and-
Evolutionary-Genomics/eeq2016/wiki/Mar-21-Exercise-7----SPAdes-assembler)

Dans les approches de métagénomique virale, 'assemblage de novo est privilégié car les
informations génétiques obtenues sont plus completes et plus précises par rapport a
I'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 a l'interaction avec I'h6te. De plus chez les
virus a ARN, le taux de mutation élevé entraine une augmentation de la complexité du
métagénome et une variation des souches conduisant a des assemblages fragmentés
limitant I'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
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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 nceuds
pour les nouveaux k-mers, en mettant a jour la couverture des k-mers existants et en
ajoutant des nceuds pour les nouvelles transitions (Figure 28). Idéalement le graph de Bruijn
devrait former une seule ligne dans laquelle chaque nceud 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 a des erreurs d’assemblage (Ayling et al., 2019).
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Figure 28 Graphe de De Bruijn pour [’assemblage.
Les fragments (reads) obtenus par séquencage de I’ADN sont décomposés en k-mers (de taille k homogeénes). 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 I'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 I'identification génomique (Steinegger et al., 2019).

68



Il faut toutefois noter que ces deux approches peuvent entrainer une simplification de
I'information en sortie et potentiellement limiter I'’étude des variantes.

- Recherche dans la base de données

Aprés ces diverses étapes, l'identification des séquences virales obtenues représente le
dernier défi de I'analyse métagénomique. Dans cette étape, les séquences sont associées a
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 I'assignation taxonomique et donc lidentification 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.nchi.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 derniere étape.

Avec I'avenement du séquencage haut débit, la rapidité a laquelle des nouveaux virus sont
découverts et ajoutés a la base de données augmente rapidement, passant d’une moyenne
annuelle de 0,34 espéce/jour en 2010 a 2,5 espéces/jour en 2015 (Rose et al., 2016). Ce taux
de croissance souligne d’un c6té I'importance de mises a jour récurrentes, et de l'autre un
probleme de qualité des séquences parfois incomplétes ou erronées soumises a ces bases.
De plus, I'homologie entre plusieurs génomes de référence peut conduire a une mauvaise
assignation des séquences (Nieuwenhuijse and Koopmans, 2017).

Un autre probléme réside dans I'existence de bases des données incompletes. Entre 40 et
90% des séquencés obtenues ne peuvent pas étre alignés sur les séquences de références
existantes et ne sont donc pas identifiables, alimentant ce qui est communément appelée la
matiére noire (black matter) (Krishnamurthy and Wang, 2017; Santiago-Rodriguez and
Hollister, 2019).

- Analyse post-traitement

Cette derniere étape inclue la recherche de l'identification taxonomique la plus probable et
I'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,
I'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 régulierement mis a jour rendant
possible I'identification des nouvelles souches et la comparaison des séquences trouvées
dans différents pays (Kroneman et al., 2011).
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6.8 BIAS ET ERREURS DE SEQUENCAGE
Bien que les taux d’erreurs produits pendant le séquencage avec lllumina soient faibles

(0.4%) comparés a ceux obtenus avec lonTorrent (1.78%) ou avec les séquenceurs de

troisieme génération (>13%), des erreurs persistent et leur connaissance peut aider dans
I‘interprétation des données (Quail et al., 2012). Les erreurs les plus fréquents sont ici

résumées :

La présence des nucléotides G et C empéche une bonne pré-amplification qui se
traduit par des erreurs de séquencage, 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 a amplifier (Aigrain et al., 2016 ; Boone et al., 2018).
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Figure 29 Impact de la présence des séquences trop riches ou trop pauvres en nucléotides G et C sur le
séquencage haut débit (Adapté de van Dijk et al., 2018)

Présence d’erreurs suite a des séquences d’homopolyméres > 20 nt. La succession du
méme nucléotide pendant plusieurs cycles successifs peut induire en erreur lors de la
capture d’image. Toutefois ce taux d’erreur est relativement bas comparé a la
technologie lonTorrent 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).

Chimeres: contigs générés a 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 lllumina,
observées le plus souvent dans les 10 premiéres paires de base et dans les 50
dernieres. Cette erreur est due non pas a une erreur d’incorporation des bases mais
a une discrimination insuffisante des fluorochromes pendant les cycles de lecture
(Schirmer et al., 2015). Par exemple lors de l'utilisation d'appareils lllumina MiSeq,
I'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 inserent 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 a un acide
aminé. Des taux d’erreurs allant jusqu’a 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 contréle de séquencgage dans les plateformes Illumina.
L’addition de ce phage PhiX, a des concentrations variant entre 1% et 40% selon la
diversité génomique des échantillons pendant la préparation des librairies ou au
moment du séquencage, 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 étre éliminées dans les premieres étapes de I'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 séquengage haut débit est une technique sensible permettant des avancées importantes
dans la découverte de nouveaux virus et dans I'étude du virome. Cependant cette sensibilité
favorise cette technique a capter éventuellement les contaminants modifiant la composition
de I’échantillon en amont (pendant I’échantillonnage ou les premieres manipulations) ou en
aval, lors du traitement de I’échantillon pour I'extraction des acides nucléiques ou encore
pendant le séquencage (Sangiovanni et al., 2019).
Les contaminations constituent un défi pour l'interprétation des données métagénomiques
car elles peuvent passer inapercues pendant I'assemblage de novo en raison d'une faible
couverture ou d'un traitement non approprié et conduire a des résultats faux (Laurance et
al., 2014).
Pour limiter la contamination, au laboratoire les piéces 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 a I'eau
de javel, l'utilisation de cones a filtre et de matériel a usage unique est indispensable
(Gruber, 2015). De plus, alterner les codes-barres utilisés pour le multiplexage des
échantillons lors des différents runs de séquencage 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 contréles dans un méme run de séquencage :

- contréle négatif : échantillons sélectionnés sur leur faible probabilité de contenir des

virus (Nieuwenhuijse and Koopmans, 2017) ;
- controle positif : échantillon contenant des quantités connues d'une variété de virus
(Lusk et al., 2014) ;
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- contréle technique : réplicats de librairie a partir du méme échantillon qui sera de ce
fait séquencé plusieurs fois dans le méme 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 méme
protocole (Kim et al. 2017).

Des outils bioinformatiques tels que DecontaMiner (Sangiovanni et al., 2019) ont été
développés pour vérifier les signaux de contamination régulierement détectées en
laboratoire dans les données de séquencgage.

6.10 NOVs : UN CHALLENGE METAGENOMIQUE

Le séquengage haut débit présente un intérét indéniable pour I’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 I'environnement
ou des aliments. En intégrant I'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 séquencage 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 séquencage agnostique des
échantillons fécaux, associé a un échantillonnage stratégique au niveau de la population,
révele la diversité des virus en circulation dans la population échantillonnée. Cette approche
appliquée a des échantillons de I'environnement, a permis de nouveaux développements
comme par exemple |'utilisation des eaux usées comme outil de surveillance (Nieuwenhuijse
and Koopmans, 2017). Cependant, le choix de la méthode et de la préparation de
I'échantillon dépend de la matrice a analyser et du niveau de concentration en virus dans
I‘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 I'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 séquencage 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; Sabria
et al., 2018). Mais il est important également de considérer la région codant la polymérase
située a l'extrémité de I'ORF1 et le début de I'ORF2. En effet seul I'obtention de la séquence
de ces deux régions permet d'identifier précisément une souche de NoVs. Cotten et
collégues (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
publiguement. Cette approche, effective pour l'identification de souches du Gll et en
particulier des souches Gll.4, a montré des limites pour les souches Gl, moins représentées
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dans les bases de données.

L'approche métagénomique reste l'approche de préférence pour I'étude d’échantillons
environnementaux ou la possibilité d'identifier d’autres virus entérique humains
éventuellement présents, présente un intérét certain. Cependant la préparation de
I'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 I'analyse
metagénomique appliquée a un échantillon de fraises impliquées dans une épidémie de
gastroentérite, a conduit a la production de 28,856,294 reads, avec 11 reads identifiables
comme des virus de mammiféere, et deux reads de NoVs (Bartsch et al., 2018). Dans ce cas
précis, I'analyse épidémiologique et le virus identifié chez les consommateurs malades ont
permis de valider ces deux reads, mais en |'absence de ces informations, toute conclusion
aurait été impossible.

La puce SureSelect développée par Brown et collégues (2016) permet un enrichissement
ciblé des NoVs grace aux amorces multiples ciblant chaque position du génome. Cette
approche permet un séquencage sans biais entre les génotypes connus et a été efficace en
générant des génomes complets a partir d’échantillons faiblement contaminés (Ct > 36).
L'inconvénient de cette méthode réside dans I'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 apres |'extraction des acides nucléiques
permettant 'augmentation de reads de NoVs a partir d’échantillons de selles et I'obtention
de génomes complets (Fonager et al., 2017). Toutefois la polyadélination, jouant un réle 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 I'optimisation des méthodes d’enrichissement ciblées a NoVs sans étre trop

restrictif ont été objet de mes recherches et seront expliqués plus en détail dans la section
« travaux originaux » de ce manuscrit.
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/. APPROCHES COMPLEMENTAIRES

La RT-PCR reste la méthode la plus courante de détection et de quantification des NoVs
mais, reposant sur I'amplification d'un fragment court du génome viral, elle ne donne pas
d'information sur l'intégrité du virion. En effet, les résultats de I'amplification proviennent de
génomes de particules infectieuses, de particules complétes non infectieuses, mais
également des particules virales endommagées. Ces inconvénients justifient I'intérét de
développer des approches capables de détecter les particules virales integres, donc
potentiellement infectieuses. Différentes techniques de détection existent et leur utilisation
a été évaluée lors de ces travaux de these. 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’intérét
scientifique sont brievement 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 étre 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 a 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 systeme d’immunochromatographie sur membrane basé sur des
particules de phages couplées a des anticorps anti-NoVs Gl.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 10’
VLP/mL (Hagstrom et al., 2015).
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Figure 30 Détection des VLP de NoVs GI.1 a I'aide de nanoparticules de phage marquées dans un essai a flux
latéral (Hagstrom et al., 2015)

7.2 PMA

Le PMA (propidium monoazide) est un colorant intercalant de I'ADN/ARN qui entraine une
fluorescence marquée apres liaison aux acides nucléiques et exposition a une lumiére visible
intense (Figure 31). Lors de la photolyse, le colorant réagit de maniére covalente avec
I'ADN/ARN, entrainant ainsi une modification permanente du génome, ce qui empéche une
amplification par PCR. De plus, le colorant est imperméable a la membrane cellulaire et peut
donc étre utilisé de maniere sélective pour lier uniquement le génome libre dans
I’échantillon (non protégé par une capside) permettant une amplification ciblée de cellules
pathogénes 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 a 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 légérement 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 aptameres 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 aptaméres
spécifiques sont sélectionnés in vitro en fonction de leur affinité pour une molécule cible a
I'aide d'une méthode d'enrichissement moléculaire exponentiel appelée SELEX (de I’anglais
Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). Par exemple cette méthode a
été utilisée pour sélectionner des aptameres 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 Gl
et Gll ont été détectés dans des échantillons de selles et d'aliments en utilisant un aptameére
M®6-2 (Escudero-Abarca et al., 2014) qui a aussi été utilisé pour étudier le statut d’infectivité
des particules virales en utilisant comme modele la souche Gll.4 Sydney (Moore et al., 2016;
Gyawali et al., 2019). Certains aptamers présentent une réactivité assez large permettant de
détecter plusieurs souches de Gll.4 suggérant une utilisation en diagnostique clinique
(Moore et al., 2015). Giamberardino et al. (2013) ont produit un aptameére 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 [’utilisation
d'aptaméres (Adapte de Gyawali et al., 2019)

7.4 TECHNOLOGIE MICROFLUIDIQUE

La technologie microfluidique est la miniaturisation des tests moléculaires. Pendant I'essai,
I’échantillon traverse différentes régions du dispositif microfluidique, soit par capillarité, soit
par pression a 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 a I'intérieur d’'un systeme fermé (Figure 33) assurant un contréle 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 « systemes d’analyse sur
papier » a été utilisé pour détecter des faibles quantités de NoVs a partir d’échantillons
d’eau en utilisant un smartphone (Figure 34). Le systéme contient une puce de papier
contenants des billes de polystyréne fluorescent liées a des anticorps anti-NoVs. Lorsque des
particules virales sont présentes dans I'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 trés faibles, de I'ordre de 10 attogrammes (108
g) de NoVs par mL (Chung et al., 2019).

L'utilisation de la RT-gPCR microfluidique est un autre exemple d'application de cette
technologie pour la détection des NoVs dans des échantillons environnementaux et
alimentaires. Cette approche a déja 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 I'hépatite A et de I'hépatite E a
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).
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Figure 34 Smartphone e 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
I'cesophage, lubrifie ces tissus et constitue la premiére barriere contre les agents pathogenes
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
sialigue (acide N-acétylneuraminique) et de traces de mannose et de sulfate. Parmi les
sucres présents a la surface des mucines, on retrouve les HBGA. Sur la base de la capacité
des NoVs a se fixer aux HBGA, Canon et Vinje (2008) ont utilisés des HBGA synthétiques liés
a des billes magnétiques afin de récupérer les NoVs dans des échantillons de selle.
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Cependant, la production d’HBGA synthétique reste limitée considérant les colts 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 a lier les NoVs. Les résultats ont montré que les PGM contiennent certains HBGA,
tels quels les antigenes A, H1 et Lewis b (Tian et al., 2005; Tian et al., 2007). Ces mucines,
conjuguées a des billes magnétiques (PGM-MB), ont été donc utilisés pour capturer les
particules de NoVs a 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 I’échantillon
(Cannon and Vinjé, 2008; Tian et al., 2012). Toutefois, les particules de capside partialement
endommagées mais avec le domaine P2 intacte, peuvent étre 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 I'analyse, par une qualité et/ou une
proportion d’HBGA variable en fonction de l'animal a 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

Apres la mise en évidence du virus Tulane (TV) a partir des selles de macaque rhésus,
I'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'intérét de sa multiplication
relativement aisée sur des cellules de rein de singe rhésus (LLC-MK2) a renforcé I'utilisation
de ce virus comme modeéle des NoVs, par rapport aux autres virus modeéles tels que le
calicivirus félin, les NoVs murins ou encore les virus Aichi (Cromeans et al., 2014). La
pertinence du modele TV pour étudier le comportement des NoVs lors de la contamination
des huitres a été démontrée au laboratoire (Drouaz et al., 2015). Ainsi aprés
bioaccumulation dans des huitres, la répartition tissulaire du TV était comparable a celle du
virus Norwalk, prototype du NoV Gl, avec la majorité des particules virales de TV et du virus
de Norwalk détectées dans les tissus digestifs. Un virus contréle, le mengovirus appartenant
a la famille des Picornaviridae, était détecté de facon homogene 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 apres 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 huitres en bassin (Figure 35) (Polo et al., 2018).
Ces observations corroborent des observations réalisées par I'équipe lors d'épidémies liées a
la consommation d'huftres pour lesquelles I'évenement contaminant a pu étre estimé (Polo
etal.,, 2016; Le Mennec et al., 2017).
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Figure 35 Persistance du virus Tulane (TV) dans les huitres, 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 a 95%, tels que produits par I'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 I'impossibilité de cultiver les NoVs en laboratoire a représenté la limite
majeure pour une compléte compréhension des mécanismes biologiques et pathogéniques
de ce virus. Finalement en 2016, environ 50 ans aprés la découverte des NoVs, un systéme
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 I’hote et les mécanismes d’infectiosité virale. Des études pour évaluer la persistance
du caractere infectieux des NoVs dans I'environnement pourront également étre réalisés
avec d’importantes répercussions sur la compréhension de I'épidémiologie de ce virus.

8.1 PHYSIOLOGIE ET ANATOMIE DE L'INTESTIN GRELE 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 a 7 metres et d’'un diamétre de 3 cm, l'intestin gréle fait
suite a I'estomac et est prolongé par le gros intestin. Il se différencie en trois segments, le
duodénum (ou commence la digestion par action des acides biliaires et des enzymes
digestives), le jéjunum et I'iléon qui débouche sur le gros intestin (Wells and Spence, 2014).
L'intestin gréle 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 I'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 ol 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 péle
apical pourvu de microvillosités afin d’augmenter la surface de contact et jouent un
role 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 secretent des enzymes digestives et
participent a la défense immunitaire en secrétant des enzymes antimicrobiens (les
lysozymes) et les cellules souches, cellules principales indifférenciées, cylindrigues,
se divisent activement de maniére 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 [’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 a partir de tissu humain, subissaient une apoptose trop rapide pour permettre
I'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 a 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 systéme de culture de cellules souches,
ont permis de reconstruire un épithélium intestinal, de souris d’abord et humain ensuite, en
laboratoire a 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 a partir de biopsies ou des
prélevements intestinaux issus de donneurs adultes sains, dont on isole les cryptes (Figure
37).
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Figure 37 Modele de culture des entéroides.

A) Les cryptes intestinales peuvent étre isolées a partir de prélévements de chirurgie ou de biopsies, suivis d'une
culture en entéroides 3D. B) Les entéroides reconstituent 1’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 a favoriser la croissance de cellules souches (Sato and Clevers, 2013; Fujii et al.,
2019). Les facteurs nécessaires a cette culture sont produits par des lignées cellulaires
stables:

Whnt : Protéine produite et secrétée a partir de la lignée cellulaire de souris LWnt3A.
Ces cellules sont des fibroblastes qui composent le tissu conjonctif sous-cutané. Le
géne Wnt-3a code pour la protéine Wnt, qui aide a réguler la division cellulaire et la
spécialisation des organes pendant le développement et la régénération tissulaire
(Willert et al., 2003) ;

R-Spondin : la protéine RSPO1 appartient a 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 empéchant
leur différenciation spontanée. En outre elle favorise la croissance cellulaire (Lugli et
al., 2016).

Une seule cellule souche forme une structure symétrique 3D initialement sphéroidale avec

un domaine apical qui fait face a l'intérieur du lumen nouvellement formé et une surface

basolatérale en contact avec le Matrigel. Suite a 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 entéroides (dérivés de l'intestin gréle) et
contiennent tous les types de cellules épithéliales typiques de l'intestin. lls sont différents
des organoides qui contiennent en plus du tissu mésenchyme (Mahe et al., 2015).

et

Figure 38 Schématisation des phases de développement des enteroides.
En évidence, les cellules souches représentées en jaune et les cellules de Paneth en bleu. (Sato and Clevers
2013)

Les entéroides ont des tailles variables (plusieurs um a mm) et doublent de taille
généralement en 24h. Aprés environ cing jours de culture et le retrait des facteurs de
croissance essentiels, les entéroides se différencient pour former un épithélium composé
d’entérocytes matures, de cellules entéroendocrines et de cellules -caliciformes,
reconstituant I'architecture d’un épithélium intestinal sain contenant des villosités et des
cryptes (Zachos et al., 2016). Pour la culture des NoVs, les enteroides en 3D non différenciés
sont dissociés a I'aide de la trypsine et sont ensemencés sur des plaques de culture enduites
de collagéne 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 I'épithélium intestinal. Aprés quatre a
cing jours de différenciation, les cellules sont prétes a étre 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 a 2D pour la formation de monocouche
(Yin and Zhou, 2018)

8.3 PREPARATION DE L'INOCULUM ET INFECTION

L'inoculum, I'échantillon contenant le virus purifié et préalablement filtré (le plus souvent
une solution de selle ou du virus en suspension dans de I'eau), est d’abord quantifiée par RT-
PCR en temps-réel. Environ 10° particules virales sont nécessaires pour une infection réussie
(dose infectieuse 50%, IDsp), avec une dose légérement inférieure pour Gll.4 que pour GlI.3
(Estes et al., 2019). Ces valeurs d’IDsq 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 I'inoculum, sans différencier entre
infectieuses et non infectieuses. Des adaptations de la concentration estimée de I'inoculum
peuvent étre necessaires et sont probablement liés aux conditions des stockages des selles
ainsi que de I’'age 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 a -70°C.
Cependant, un article récent démontre que la concentration est plus importante que I'age
du donneur (Chan et al., 2019).

Dans notre laboratoire la dose utilisée est de 10* & 10° particules virales.

Deux plagues sont préparées et mises en contact avec l'inoculum en paralléle pendant une
heure. Aprés lavages pour éliminer les particules non fixées, une plague sera congelée 1h
aprés infection et lavage, et représentera le « temps zéro » (TO) (nombre de particules
virales fixées sur les cellules). Dans |'autre plaque, incubée a 37°C, le virus commence a se
multiplier environ 12h apres infection et atteint un plateau en 24-72h. A partir de ce délai, la
plague est congelée et servira a 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. lls 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’antigénes viraux
et d’'une réponse immunitaire dans les entérocytes de la lamina propria de l'intestin gréle
(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 GlI.3 peuvent infecter des individus non-sécréteurs (Ruvoén-
Clouet et al., 2013; Ettayebi et al., 2016).

Plusieurs souches de NoVs sont cultivables, comme par exemple Gl.1, Gll.1, GII.3, sept
souches différentes de Gll.4 et Gll.17 (quantifiées par RT-PCR) et GII.6, GII.8, GlII.12 et GII.14,
déterminé par immunofluorescence (Estes et al., 2019). Une synthése des souches testées
en culture cellulaire est reportée en Annexe Il. La plupart nécessite I'addition de bile pour la
réplication, mais des différences peuvent exister, comme la souche Gll.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
enteroides, 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 étre 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 a
I'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 succes de la
réplication dépende de la concentration virale de départ et de la souche composant
I'inoculum (Ettayebi et al., 2016 ; Costantini et al., 2018). Des taux de réplication plus
importants ont été reportés pour Gll.4 (avec augmentation moyenne du titre de 670 fois)
qgue 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 méme temps la nécessité d’étre 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 I'efficacité de différentes
techniques d’inactivation. Le contact des virus avec des solutions a base d’alcool (70%
d’éthanol ou isopropanol) pendant 5 min n’a pas été suffisant pour inactiver complétement
les virus, alors que des solutions a base de chlore (250 ppm) ont inactivé le virus en 1 min
(Costantini et al., 2018). Considérant les traitements thermiques, une exposition du virus a
60°C pendant 15 minutes suffit pour I'inactivation (Ettayebi et al., 2016).

Ces résultats montrent I'importance et les applications possibles de ce systéme 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’enteroides pour la réplication des
NoVs, permettra de mieux connaitre et comprendre la biologie du virus (identification du
récepteur, des voies d’internalisation, des mécanismes de réplication virale) et d’avancer sur
les approches a utiliser pour induire la neutralisation du virus afin de développer des
stratégies pour la prévention ou le contréle des infections par les NoVs (Ettayebi et al. 2016 ;
Estes et al., 2019).
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OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE

Cette thése se situe dans un moment particulier pour I'étude des NoVs, avec d’'importantes
avancées biologiques et technologiques, telles que la mise au point d’un systéme de culture
d’enteroides pour étudier la réplication virale, et le développement de la métagénomique
pour identifier les souches présentes dans I'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 séquencage
metagenomique. Le Chapitre 1 décrit les études sur la spécificité des mucines
gastriques porcines (PGM) a lier les capsides des NoVs. Cette approche avait comme
objectif d’enrichir les extraits en NoVs et potentiellement de donner des
informations biologiques sur I'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 I'analyse des séquences et
ayant eu l'opportunité de réaliser un séjour chez M. Koopmans je me suis formée a la
bio-informatique ;

- Etude de la persistance de l'infectiosité de souches de NoVs en utilisant les
entéroides (modele développé par M. Desdouits dans notre laboratoire en lien avec
I'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 SPECIFICITE DES PGM

INTRODUCTION

Les mucines représentent |'élément principal du mucus, gel trés hydraté (95% d’eau) qui
recouvre la paroi interne des organes creux de I'organisme. Les mucines appartiennent a 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 mammiferes partagent certaines
caractéristiques communes (Dekker et al., 2002) :

- 1l s'agit de polymeres de grande taille, composés de sous-unités (monomeres) de
glycoprotéines hautement glycosylées avec un noyau central peptidique entouré
d'une série d'oligosaccharides.

- Les chaines 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 antigenes 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 a certaines
conditions environnementales ou comme méthode de sélection des NoV parmi les autres
microorganismes présents dans |I’échantillon (Cannon and Vinjé 2008; Tian et al., 2011 ; Tian
et al., 2017 ; Dancho et al., 2012 ). Cependant a la lecture de certains articles il nous a
semblé que des détails concernant des contrbles 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 I’échantillon et d’en
déduire des informations biologiques complémentaires, comme des informations sur
I'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 a la surface de la membrane cellulaire et pour
former un gel muqueux. Toutefois, elles different 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
chaines de O-glycosylations courtes de type Tn (N-acétyl-galactosamine seul) ou « core 1 » (Gal31,3GalNAc ou
antigene T), largement sialylées. Les mucines porcines portent plutdt des O-glycosylations de type « core 2 »
(GalR31,3(GIcNAcR1,6)GalNAc) qui peuvent en plus étre décorées par des motifs fucosylés de type HBGA
(antigéne H, antigene A ...) non représentés sur le schéma (Modifié de Limacher and Acres, 2007)

Objectifs de I’étude :
- vérifier la spécificité des PGM dans la reconnaissance des VLP Gl.1 et Gll.4 ;
- évaluer la sensibilité de liaison en utilisant différentes concentrations de PGM ;
- inclure des contrbles négatifs tels que les BSM et les BSM désialylés ;
- évaluer la présence d’un effet souche-dépendant.

MATERIEL ET METHODES :

Pour répondre a 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 Gll.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 Gl et 12 de Gll) ont été testés basé sur le protocole publié par Zhou et al. (2017)
(Annexe Ill présentant le détail des souches utilisées; Annexe IV avec le chemin des
protocoles ELISA et ISC-PCR).

- Dé-sialylation des BSM
Une solution a 1 mg/mL de BSM (Sigma-Aldrich) a été incubée avec H,SO,4 (concentration
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finale de 0,2 M) pendant 1h a 80°C dans un bain a 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 pg/mL. Pour les BSM et les dBSM, elles étaient comprises entre 10 mg/mL et
0.1 pg/mL.

Purification des selles : une solution de selle a 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 a 1500 x g. Le
surnageant a été récupéré et re-centrifugé avec les mémes conditions. Le surnageant a été
filtré en série (de 5 a 0.22 uM), répartis dans différents tubes et stocké a -20°C.

- test ELISA

Les dilutions de mucines ont été distribuées dans les puits de plagues Nunc Maxisorp
(ThermoFisher Scientific, Roskilde, Denmark) (100 plL/puit), ainsi que des VLPs (1 pg/mL)
pour le contréle positif (T+) et du TC pour le controle négatif (T-). Trois puits ont été
préparés pour chaque condition testée avec une incubation pendant la nuit a 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) a 3% en PBS, pendant 40 min a 37°C. Apres trois lavages par du PBS-Tween
0,005% (TPBS) les VLPs (10ug/mL) ont été ajoutées dans les puits et I'ensemble a été incubé
pendant 1h a 37°C. Aprés trois lavages une nouvelle incubation a été réalisée avec

aire

I'anticorps (Ac) I*™® pendant 1h a 37°C, puis I'Ac II°™ de nouveau pendant 1h & 37°C, avec
trois lavages entre chaque étape. La révélation a été effectuée par addition de
tétraméthylbenzidine, (TMB) 100 uL dans chaque puit et incubation entre 12 et 15 min a
I'obscurité avant arrét de la réaction par addition de H3PO, 50 plL/puit. La densité optique
(DO) a été lue a 450nm avec un spectrophotomeétre (Safire ; Tecan).

Ce test permet d’avoir une approche semi-quantitative en calculant un ratio (R) qui
correspond a la DO de I’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 I’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 a celles décrites ci-dessus) et incluant un T- (TC). Apres
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saturation par du PBS-BSA 3% pendant 40min a 37°C et trois lavages, les extraits de selles
(100 pL/puit) ont été ajoutés et incubés pendant 1h a 37°C. Les duplicats ont été ensuite
extraits séparément et quantifiés par rRT-PCR. Une dilution des selles a 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 I'étude (Figure 41).

8,0
7,0
6,0
37°C1h
75,0

4,0 4°Co/n

Ratio

3,0 37°Co/n

2,0

1,0

0,0
100 10 1 0,1 0,01 0,001

conc. PGM

Figure 41 Choix des conditions a adopter pour favoriser le « coatting » des mucines. Les PGM ont été testés a
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 apres désialylation (Figure 42). Nous disposions d’anticorps anti-
Tn qui reconnait le GalNAc seulement quand il est bien exposé (non masqué par des autres
molécules comme les acides sialiques) ainsi que d’un anticorps qui reconnait le GalNAc
sialylé (STn). Comme attendu, les mucines bovines sont fortement positives pour le STn et le
signal disparait aprés traitement a '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
antigenes fucosylés (A et H type 2) que les BSM. Nous avons également constaté que le
marquage par UEA-] était diminué par le traitement de dé-sialylation ce qui suggére que
I'acide sulfurique altére aussi les antigenes 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 bauf
(gris) ainsi que [’efficacité de la désialylation (mucines de porc désialylés en orage, de beeuf en gris) (Adrien,
INSERM)

Apres 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 Gl.1 et Gll.4. Pour chaque plaque, des contrdles positifs
(puits « coatés » avec les VLP, sans mucines), et négatif (puits avec tampon BSA) ont permis
de valider I'analyse et de calculer le ratio entre la DO de I’échantillon et du contréle 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 a une concentration de 0.1 pg/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 Gl.1, sans effet considerable
de la désialylation.
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Figure 43 Courbe effet dose-dépendante de la fixation des VLP Gl1.4 sur les PGM.
La limite de positivité est fixée a 2 (ligne rouge). Les BSM (lignes grises) et les dBSM (marron) sont inférieures
a 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 a différentes expériences indépendantes.
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Figure 44 Courbe effet dose-dépendante des liaisons entre PGM et VLP GI.1.
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La limite de positivité est fixée a 2 (ligne rouge). Les BSM (lignes grises) et dBSM (jaune) sont inférieures a la
limite de positivité. Pour les PGM (orange), le maximum de fixation est obtenu, comme avec les capsides Gll,

pour une concentration de 0,1 mg/ml.
Les différentes courbes correspondent a différentes expériences indépendantes.
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Apres avoir démontré la présence d’une interaction spécifique entre PGM et VLPs, nous
avons voulu appliquer une approche ISC-PCR pour étudier I’affinité de liaison sur différentes
souches de NoVs a partir d’échantillons de selles purifiées. Les résultats préliminaires ont
montré un écart moyen (ACt) de 9 Ct entre le témoin et apres 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 a
I’heure actuelle.

Tableau 8 Exemple d’une manip faite en utilisant une souche GI.1 (S538).

PGM mg/mL  Moyenne Ecart-type ACt
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 I’écart-type sont calculés sur les Ct des trois réplicas pour chaque concentration de PGM. Le ACt
est la différence entre le contrdle (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 Gl.1 et Gll.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 a faible dose mais pas a
forte dose. La méme 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 Gl.1 et Gll.4, une faible fixation a été observée une seule fois
mais sans effet dose-réponse évidente. De fagon plus surprenante cette méme approche en
utilisant les PGM et des selles de Gl.1 et Gll.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 contrbles avec les VLP en parallele. Un aspect également important a
considérer est la concentration en particules virales utilisées (1,73 x 10° et 2,68 x 10° pour
Gl.1 et GIl.4 respectivement) dans les selles, inférieure a celles utilisées avec les VLP (10™
VLP/mL). L'utilisation d’une série de dilutions de selles pourrait étre également intéressante
pour la bonne réussite de I'ISC-PCR. Inversement des dilutions de VLP pourraient permettre
d'évaluer lI'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
I’excrétion du virus dans les selles (Santiana et al., 2018) suggére que ces vésicules
pourraient empécher l'interaction entre les capsides virales et les PGM. Des lavages des
selles avec des détergents tels que Tween, Trizol ou Pyrophosphate pourraient étre
nécessaires. Cependant la méthode utilisée ici est proche de celle utilisée pour mettre en
évidence du NoVs infectieux sur entéroides et devrait étre suffisante. Un surnageant de
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NoVs provenant de la culture cellulaire pourrait étre comparé a 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 méme protocole de lavage pourraient étre utilisées comme contréle.
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CHAPITRE 2 : ETUDE DE LA PERSISTANCE DES NOVs DANS L'EAU DE MER

INTRODUCTION

Les NoVs humains excrétés a forte concentration par les individus infectés, résistent dans
I’environnement, et ainsi contaminent les eaux de surface et les zones cétieres. 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, a I'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 |'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 huitres, 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
(Gl.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
I'huitre (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 I'équipe (M. Desdouits) et I'avons appliqué a I'étude de la persistance des
NoV dans I'environnement littoral.

Objectifs de cette étude :

- Estimer la persistance de l'infectiosité des NoVs dans |'eau de mer en utilisant le modele de
culture cellulaire des enteroides (Ettayebi et al., 2016) ;
- Comparer la stabilité des NoVs a 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 a sable
(provenant de la station Ifremer de Bouin) ont été contaminés séparément avec du TV et NoV
Gll.3 pour la premiére expérience, et avec du TV, NoVs GIl.3 et Gll.4 pour la deuxieme. Apres
homogénéisation, le mélange a été distribué dans 10 tubes en verre de 10mL pour chaque virus.
Les tubes ont été incubés a 12°C sous agitation a I'obscurité. Pour I'analyse de la persistance du
génome et de l'infectiosité, un tube a été prélevé a intervalles réguliers pour chaque virus. Des
tubes d’eau de mer sans virus ont également été préparés et traités en paralléle, en tant que
témoins négatifs pour s’assurer de I'absence de contamination au cours de I'expérience.

Pour le suivi par RT-PCR, 100 uL de I'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’huitres (Polo et al. 2018) a été adapté. Brievement, 9.9 mL d’eau de mer ont été filtrés
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en série (de 5 um jusqu’a 0.22 um) et concentrés par filtration tangentielle en utilisant des tubes
Amicon® retenant les molécules de plus de 100 kDa. Le retentat a été transféré sur des colonnes
de dessalage Sephadex (PD-10) préalablement conditionnées avec du milieu d’infection. A partir
de cet éluat de 1,5 mL, 100 pL sont prélevés pour vérifier |'efficacité des étapes de concentration
et purification par rRT-PCR et le reste est utilisé pour les tests d’infection : TCIDsq sur cellules LLC-
mk2 pour le TV, réplication sur entéroides pour les NoVs. Les protocoles détaillés pour la
préparation des plaques TCIDsq et des enteroides en monocouche sont décrits dans 'TANNEXE V et
VI. Apres l'incubation, la multiplication des NoVs a été calculée par la comparaison de la quantité
de génome viral aprés 1 h et 72 h, suivant le protocole de Ettayebi et al. (2016). Pour le TV, I'effet
cytopatique dans les plaques de culture a été évalué 5 jours apres infection et la concentration
virale a été calculée selon le modele 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 I'efficacité du processus de
purification.

Des petites variations peuvent cependant étre notées selon les virus. Ainsi pour les deux souches
de NoVs, la proportion de virus récupéré apres purification montre peu de variabilité tout au long
de | ‘étude, alors que pour TV la variabilité a été beaucoup plus importante avec une efficacité
moindre de |'étape de purification en fin d'expérimentation (Figure 45). Le rendement moins
homogene de TV et la tendance a une diminution de la récupération virale au fil du temps
suggerent une fragilité de TV plus importante par rapport aux NoVs. Cependant des résultats
complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces premiéres observations.
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Figure 45 Diagramme en violon de la récupération d’ARN de NoVs GIl1.3, Gll.4 et TV suite au protocole de
purification des échantillons d’eau de mer. Les points représentent chaque prélevement du début de I’étude (temps 0
jour) au dernier prélévement (T34 jours) dans une échelle de couleurs du bleu foncé au bleu clair.

La quantification du génome viral dans I'’eau de mer (Edm) par qRT-PCR a permis de détecter la
présence de NoVs et TV tout au long de I’étude (Figure 46). La concentration de TV, un log plus
élevée au début de I'expérience (TO) montre une diminution rapide dés le premier prélévement et
llog de perte est observé apres une semaine (T7). La forte décroissance de TV montre une fragilité
d’ARN par rapport aux NoVs, plus stables. Pour les souches Gll.3 et Gll.4, la diminution en terme
de copie de génome est moins importante (<1llog) et la pente de décroissance est similaire pour
les deux souches. Les variations observées par exemple pour la souche Gll.4 peuvent étre dues a
I'imprécision de la rRT-PCR pour la quantification ou a la présence d'agrégats viraux prélevés
aléatoirement lors de I'échantillonnage.
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Figure 46 Concentration de I’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 [’eau de mer. Le halo représente l’intervalle de confiance.

Outre le suivi du génome viral, nous avons pour la premiére fois pu évaluer directement la stabilité
des NoVs Gll.3 et Gll.4 infectieux par leur réplication sur entéroides humains. Il est important de
se rappeler que I'approche de culture cellulaire sur enteroides est qualitative et non quantitative.
Le génome viral est quantifié 1h et 72h apres infection des cellules, en triplicat, et la moyenne des
différences (ACt) entre ces deux mesures permet de calculer un ratio d’amplification (2°). Un
ratio > 3 indique la présence d’un virus infectieux, et a été observé pour les deux virus tout au long
de la deuxieme expérience, et pour le GII.3 jusqu’a 24 jours lors de la premiere 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 a se répliquer. Sur
la plupart des échantillons, deux mesures ont pu étre obtenues en utilisant des inoculums viraux
purifiés depuis I'eau de mer, frais ou aprées congélation a 80°C, et montrent des résultats
similaires. Parfois, la mesure a partir d’inoculum frais n’a pas été possible, ce qui peut expliquer
une partie des variations observées pour la souche GIl.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 GI1.3 et Gll.4 au cours du temps.
Chaque point représente un échantillon prélevé lors de la premiére ou de la deuxiéme expérience, et la ligne pleine
repreésente le modele de régression linéaire. La ligne pointillée indique la valeur seuil d’infectieosité (fixé a 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 a trois semaines.
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Figure 48 Décroissance du titre infectieux de TV indiquée par TCDI50/mL.

Chaque point représente un échantillon prélevé lors de la premiére ou de la deuxiéme expérience, et la ligne pleine
représente la droite de régression linéaire. La ligne pointillée indique la valeur seuil de détection de [’infectiosité (fixé
a5 TCIDsy/mL).
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DISCUSSION

Cette étude constitue une premiere approche pour évaluer la persistance du pouvoir infectieux
des NoVs dans I'eau de mer. Cette approche est novatrice et aucune donnée n'a jamais été publiée
a I'heure actuelle. Basé sur nos expériences précédentes nous avons utilisé en parallele le TV,
modele pertinent biologiquement, déja validé dans les huitres, et facile d’utilisation. La diminution
du titre infectieux du TV est comparable aux données précédentes obtenues dans les tissus
digestifs des huitres (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 étre 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 systemes cellulaires sont différents, et également que le TV utilisé pour
inoculer I'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 lere semaine d'expérience et qui continue toute le long de I'étude,
phénoméne que nous avions déja observé lors des travaux précédents (Polo et al., 2018).
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ARTICLE |

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 I'environnement ou ils peuvent alors contribuer a l'infection de nouveaux individus via la
consommation d'eaux ou d'aliments contaminés. La variabilité des virus entériques est
importante, plus de 100 espéces 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 particuliere importance car elle reflete les souches en circulation dans la
population humaine. Ces données peuvent avoir un réle dans le développement de nouvelles
stratégies de préventions de la propagation virale. Cependant, I'approche de détection et
guantification par biologie moléculaire nécessitant I'utilisation d'amorces sélectives restreint
I'identification aux seuls virus déja connus et soupconnée étre présents dans I'échantillon. Le
séquencage 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
I'assemblage des fragments (reads) en contigs ensuite, sont des étapes clés du séquencage haut
débit. Leur succes est inévitablement lié a la concentration virale initiale dans I’échantillon et au
nombre de reads correspondantes produites lors du séquencage. L'obtention de longues
séquences est nécessaire pour garantir la spécificité de I'identification considérant le nombre trés
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
séquencage.

Toutefois 'abondance de microorganismes présents dans les eaux usées ou dans les échantillons
fécaux est trés importante incluant une grande variété de virus, bactéries, parasites,
bactériophages pas seulement humains mais aussi des plantes et des insectes. Lors du séquencage
haut débit, ceci constituera le bruit de fond, communément appelé le background utilisant un
nombre parfois trées important de reads et diminuant la possibilité de séquencer les
microorganismes d’intérét. Dans la metagénomique environnementale ciblée a 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 étre
utilisées pour sélectionner les virus d’intérét, 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 étre 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).

103



L’application des méthodes de séquencage haut débit peut aujourd’hui apporter des informations
complémentaires a 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 a partir d’échantillons d’eaux usées et de selles pour optimiser I'analyse par
metagénomique. Une attention particuliere a été donnée a l'identification des souches de NoVs,
souvent détectées dans les eaux usées et premiére cause de gastroentérite aiglie non bactérienne
chez '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 premiére méthode est basée sur |'utilisation d’'une puce d’enrichissement
(SureSelecte) développée spécifiquement pour cibler les NoV aprés extraction des acides
nucléiques. La deuxieme 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 troisieme 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
'Homme et le porc, les PGM ont été utilisées pour sélectionner les NoVs pendant I'étape
d’élution.
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Abstract

This study aimed to optimize a method to identify human enteric viruses in sewage and stool samples using random primed
next-generation sequencing. We tested three methods, two employed virus enrichment based on the binding properties of
the viral capsid using pig-mucin capture or by selecting viral RNA prior to library preparation through a capture using the
SureSelect target enrichment. The third method was based on a non-specific biophysical precipitation with polyethylene
glycol. Full genomes of a number of common human enteric viruses including norovirus, rotavirus, husavirus, enterovirus
and astrovirus were obtained. In stool samples full norovirus genome were detected as well as partial enterovirus genome. A
variety of norovirus sequences was detected in sewage samples, with genogroup II being more prevalent. Interestingly, the
pig-mucin capture enhanced not only the recovery of norovirus and rotavirus but also recovery of astrovirus, sapovirus and
husavirus. Documenting sewage virome using these methods provides information for molecular epidemiology and may be

useful in developing strategies to prevent further spread of viruses.

Keywords Human enteric viruses - Norovirus - Sewage - Metagenomic - Virome

Introduction

Increasing human population leads to increased demand for
agricultural products and water, wastewater re-use will be
necessary, which will pose a risk for virus pollution of the
environment and subsequent affects viral transmission (Sano
et al. 2016). More than 100 species of enteric viruses have
been identified in human feces and in sewage such as astrovi-
ruses, caliciviruses, enteroviruses, enteric adenoviruses, and
rotaviruses (Fernandez-Cassi et al. 2018: Hoque et al. 2019;
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Metcalf et al. 1995; Gerba et al. 2018). Documenting viral
prevalence and diversity in sewage may be a useful method
for monitoring viruses circulating in the community (Smith
et al. 2016). However, their detection by PCR approaches
requires previously identified sequences for primer design
and will not detect more distant viruses.

Metagenomics refer to the description of all nucleic acids
sequences present in a sample (Forbes et al. 2017). Most of
human enteric viruses have small RNA genomes making
their detection difficult. Indeed, their relative abundance if
compared to bacteria, phage, parasites present in the envi-
ronment challenge their detection and identification (Cot-
ten and Koopmans 2016; Nieuwenhuijse and Koopmans,
2017; Adriaenssens et al. 2018). Thus, viral metagenomics
is generally performed by removing as much host and bac-
teria as possible followed by nuclease treatment to remove
free nucleic acids (Kim et al. 2017; Nieuwenhuijse et al.
2017). Detection of viruses can be performed after de novo
assembly of short-read data into longer sequences (contigs)
followed by a variety of computational methods for detecting
known and novel viral sequences (Cotten et al. 2014; Cot-
ten et al. 2016: Oakeson et al. 2017). However, each sample
type is unique and methods need to be adapted to account for
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origin and to address the metagenomic objective. A concrete
example was provided by the analysis of samples collected
during the Tara oceans expedition (Alberti et al. 2017). The
strategy applied allowed generation of data from a variety
of organisms, including viruses and plankton from oceanic
samples collected worldwide. Their approach showed the
importance of using separate processing steps to analyze
the different compartments of a volume of (sea)water. To
identify human enteric viruses in complex samples such as
stool or sewage samples, a method able to select these small
particles resistant to acidic conditions, to eliminate bacteria
and to decrease as much as possible background genomes
such as phage genomes will be useful.

The aim of the current study was to evaluate methods for
human enteric virus detection using metagenomics with a
focus on norovirus. Noroviruses have great genomic diver-
sity and they are divided into seven genogroups and many
genotypes based upon genomic sequence phylogeny (de
Graaf et al. 2017). Three of these genogroups (GI, GII and
GIV) infect humans, and constitute the principal agent of
acute gastroenteritis worldwide. Importantly for environ-
mental research norovirus are excreted at high concentra-
tions by infected individuals and they are highly persistent
(Atmar et al. 2018). Their concentrations in sewage, that
may vary among countries, are usually high and their pres-
ence in waters constitutes a major public health issue nowa-
days (Sano et al. 2016; Schaeffer et al. 2018). To specifically
enrich our metagenomics libraries in norovirus sequences,
we selected three protocols that take advantage of known
properties of these viruses. The first method uses SureSelect
target enrichment (Agilent) with probes matching human
norovirus sequences. The second method comprises pH vari-
ations, based on norovirus capsids isoelectric point and on
their resistance to both high and low pH. The third method
is based on norovirus binding to glycans structures that are
present in human but also pig mucins.

Materials and Methods
Samples

Five human stool samples (sample 570, 287, 5, 581, 582)
positive for norovirus collected between January 2008 and
October 2016 were used as a 10% suspension in water. Four
samples were analyzed following method B and one sample
following method B and C (stool sample 570) (Fig. 1). Seven
raw sewage samples were collected from a gathering point
upstream of any process between January 2014 and February
2017 from different sewage treatment plants located in the
southern part of Brittany (France). Three sewage samples
(sample 1777, 1797, 1854) were analyzed using method A
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Fig.1 Schematic of sample processing and sequencing used in this
study. The three main frames on the top contain the method names
(A, B and C), the number and the type of sample treated with each
protocol. Key steps common to all protocols are represented in gray
rectangle

and the remaining four samples (sample 1887, 1919, 1920,
1927) were analyzed using method B and C.

Method A: Polyethylene Glycol Precipitation
and Norovirus SureSelect Target

Sewage samples were concentrated using a polyethylene
glycol precipitation method (PEG) as previously described
(Lewis et al. 1988; Schaeffer et al. 2018). Briefly, 40 mL of
sample were mixed with 10 mL of a 50% PEG 6000 solution
(Sigma-Aldrich, St Quentin France) (Fig. 1). After gentle
agitation overnight at 4 °C, the mixture was centrifuged for
1.5 hat 13,500 X g and the pellet was suspended in 3 mL of
0.05 M glycine buffer (pH 9). After nucleic acid extraction
as described below, norovirus RNA sequence were enriched
using the SureSelect target enrichment specific array dur-
ing the library preparation (details in the library preparation
paragraph) (Brown et al., 2016).

@_ Springer

106



402

Food and Environmental Virology (2019) 11:400-409

Method B: Acidic Treatment and PEG Precipitation

To optimize human enteric viruses recovery, viruses were
acid adsorbed to organic or inorganic particles present in
the samples by increasing the conductivity of stool sus-
pension or sewage samples to 2000 pS by addition of 5 M
sodium chloride at pH 3 (Mullendore et al. 2001}, and
then concentrated using PEG precipitation as described
above (Fig. 1). After centrifugation, the pellet was sus-
pended in 3 mL of 0.05 M glycine buffer (pH 9), and fil-
tered through 5, 1.2, 0.45 and 0.22 uM filters (Minisart
NML 17594, NML17593, PES16533. PES16532). Then.
the filtrate was incubated with 2000 Units of OmniCleave
Endonuclease (Epicentre, Madison, USA) for one hour at
37 °C to eliminate free nucleic acids, followed by nucleic
acid extraction.

Method C: Porcine Gastric Mucin (PGM) Capture

Samples were prepared following method B and after incu-
bation with the OmniCleave Endonuclease, porcine gastric
mucin (PGM) capture was applied (Fig. 1). Type 11l PGM
(7.5 mg/mL, Sigma, France) was conjugated to MagnaBind
TM carboxyl-derivatized beads (Pierce Biotechnology.
Rockford, IL, USA) according to the manufacturer’s pro-
tocol. Subsequently, 100 uL of PGM-bead suspension was
mixed for 1 hour at room temperature with 3 mL glycine
buffer PEG sewage concentrate (Tian et al. 2008). After
capturing the beads using a magnetic rack, the supernatant
was discarded and the beads were released and suspended in
I mL of sterile water. This volume was further diluted in the
lysis buffer for nucleic acid extraction as described below.

Nucleic Acid Extraction

Nucleic acids were extracted from sample concentrates
prepared using the three methods by adding 10 mL of the
chaotropic agent guanidine thiocyanate reagent lysis buffer
(bioMerieux. Lyon, France) and incubation for 10 min
at room temperature. Then, for samples prepared using
Method C, the supernatants were transferred to new tubes
after bead capture using the magnetic rack. Then, 140 pL of
paramagnetic silica bead suspension was added (NucliSens
kit, bioMerieux) to all the tubes and further incubated for
10 min at room temperature, The beads were captured using
the magnetic rack and the volume was reduced to 2 mL for
further extraction and purification steps as recommended
(Schaeffer et al. 2018). A final step of RNA cleaning and
concentration step was performed using a Zymo-spin col-
umn (RNA Clean & Concentrator, Zymo Research, Irvine,
USA). The final step was a DNAse treatment for 30 min

£) Springer

at 37 °C with 5 Units of Turbo DNAse, (Ambion, Ther-
moFisher Scientific, France) (method B and C).

Norovirus Quantification

A microfluidic-based digital one-step RT-PCR, that allow
quantification without external calibration curves was per-
formed using primers and probes targeting the ORF1-2
region (Polo et al. 2016). Positive and negative controls were
included in each series, and quantification was calculated
using the Poisson distribution (QuantStudio™ 3D Analysis
Suite™ Cloud Software, version 3.0.3; ThermoFisher). The
final result was expressed as RNA copies/pl.

Library and Sequencing

For method A, cDNA were synthesized using Superscripts 11
and random primers according to the manufacturer protocol
(Life Technologies). The second-strand cDNA synthesis was
performed using 5 U of Klenow (Invitrogen) polymerase in
a final volume of 30 pL followed by SureSelect enrichment
(Agilent) with the RNA bait design previously designed
(Brown et al. 2016). NGS librairies were prepared using a
SureSelect™" lllumina paired-end sequencing library proto-
col (Agilent).

For methods B and C, after cDNA synthesis using Super-
Script 1T and random primers according to the manufac-
turer’s protocol, the second-strand DNA was synthesized
according to the manufacturer’s protocol (New England Bio-
Labs). NGS libraries were prepared using the NEB Next
Ultra DNA Library Prep Kit for Illumina (New England
BioLabs) according to the manufacturer’s instructions.

Sequencing was performed on the Illumina MiSeq plat-
form, with Phage PhiX174 added to samples to standardize
the runs.

Sequence Analysis

[lumina adapters were removed from the raw reads and
resulting reads were trimmed using QUASR (Watson et al.
2013) from the 3" end to reach a median Phred score > 35,
which means a base call accuracy between 99.9% and
99.99%. Reads shorter than 80% of the original read length
were discarded.

General De Novo Assembly

De novo assembly was performed with quality-controlled
reads using SPAdes v.3.10.1 (Bankevich et al. 2012). A vari-
ety of assembly conditions were examined but in general
assembly with no error correction or read normalization
yielded the largest initial contig set. Virus specific contigs
were identified using Usearch (Edgar 2010), against a set of

107



Food and Environmental Virology (2019) 11:400-409

403

39 virus family or subfamily specific protein databases and
virus family specific contigs were further assembled into
larger contigs using mapping of the contigs against the clos-
est identified full genome. A penultimate consensus genome
was generated from the contigs. A final check of the genome
was performed by mapping all quality-controlled reads to the
penultimate consensus genome and a final majority nucleo-
tide consensus genome was generated. All expected read-
ing frames were examined, any disruption was checked and
resolved by consulting the original reads across the query
site.

Virus Family Specific De Novo Assembly

All virus family-specific reads were then harvested by
mapping (o a comprehensive set of all sequences > 500 nt
available for that family in GenBank using Bowtie2 (Lang-
mead et al. 2012). The resulting virus family-specific reads
were de novo assembled using SPAdes v.3.10.1 (Bankevich
etal, 2012). Contigs shorter than 500nt were removed from
subsequent analysis and contigs with coverage below 10
(determined by Bowtie2 mapping) were carefully examined
to avoid assembling contigs with varying coverage. Further
assembly and genome checking were performed as described
above.

Results

One objective of this work was to explore three biochemical
and nucleic acid enrichment methods in sample prepara-
tion for viral NGS (Fig. 1). Overall, large contigs matched
to one of these cight viral families (Astroviridae, Calici-
viridae, Nodaviridae, Leviviridae, Microviridae, Picorna-
viridae, Picobirnaviridae and Reoviridae) (Fig. 2). These
families were detected in multiple samples and we focused
on these families for the remaining analyses. No sequence
with homology to the Hepatovirus genus or Hepeviridae
family were detected.

Norovirus Concentrations in Sewage Samples

Quantification performed on four samples displayed com-
parable concentration (around 10° RNA copies (c)/uL.) for
norovirus (Table 1). Norovirus GI was detected in all sam-
ples, with concentrations 10 to 100 times lower compare to
norovirus GII concentrations. After PGM capture (method
C) norovirus concentrations was similar for three samples,
but was lower for sample 1920, both for genogroup I and 11
(Table 1).

10

1854-A
1797-A
1777-A
1927-C
1927-8
1920-C
1920-8B
1919-C
1919-8
1887-C
1887-B
582-B
581-B
5-B
287-B
570-C
570-B

Fig.2 Heat map of larger viral contig yield. Quality-controlled short-
read data were de novo assembled into large contigs and contigs
were classified at the protein level by comparison with virus family-
specific reference sets (see Methods). The numbers of contigs in
each sample with >60% protein identity and 500 ot mimmum conlig
length were plotted in a heat map. The colorbar to the right indicates
number of contigs detected per sample in each virus fanuly

Utility of Target Enrichment (Method A) to Study
Norovirus Diversity

Targeting norovirus sequences using the norovirus enrichment
capture allowed the recovery of long fragments with good
coverage as the lowest count was 8.225 (Table 2). Almost
complete genomes were obtained for seven Gl strains and for
two GI strains. Half of a GIV.1 norovirus sequence was also
obtained. Another advantage of this approach is the sensitiv-
ity as the full-genome sequence for GI strain was obtained
from sewage samples 1777 and 1854, having both a quite low
concentration of 3 RNAc/uL.

@ Springer
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Table 1 Norovirus concentrations in wastewater samples used for this
study and corresponding calicivirus reads

Table 3 Norovirus and other human virus detected in stool samples
using method B

Sample Method Norovirus* Calicivirus
GI GII reads
E1777 A 3 497 NA
E1797 A 64 39 NA
E1854 A 3 37 NA
E1887 B 7 219 2507
C 223 13,548
E1919 B 19 361 3242
C 6 346 10,635
E1920 B 20 466 10,406
C 3 81 3962
E1927 B 26 140 1750
C 11 637 2771

NA data not collected

*Concentrations obtained using digital RT-PCR are expressed as
RNA copies/uL for genogroup I (GI) and II (GII)

**Number of reads mapped on contigs > 500nt using Bowtie2

Table 2 Norovirus strains identified in sewage samples using method
A

Sample Contig length Genotype* Coverage**
E1777 7278 GIIP21-GIL.3 19.586
7484 GIIP7-GII.6 99.576
6828 GlIIPe-GIl.4syd-v2 23.144
7497 GIIPe-GlI4syd 21.732
7648 GIP3-GI.3 16.817
E1797 7343 GIIP17-GIL7 85.503
7431 GIIP7-GIL.6 47.253
3467 GIP9-GI.9 12.576
7679 GIPb-GI.6 71.396
E1854 1582 GIIP16-GII.13 12.72
6509 GIIP17-GIL.17 8.225
1221 GIIPg 8.663
7641 GIPb-GI.6 15.532
3687 GIV 12.327

*Sequences were identified using the online norovirus genotyping
tool v2.0 (Kroneman et al. 2011)

**Coverage was calculated using Bowtie2 (Langmead et al. 2012)

Impact of PEG Precipitation (Method B) on Virus
Sequence Yield

Viruses were first concentrated using high-molecular weight
PEG precipitation for both stool and sewage samples. PEG
has been used to concentrate enteric virus in oysters and
water samples (Lewis et al. 1988) and when applied here,
it was efficient in recovering long norovirus contigs, with

@ Springer

Sample  Virus Contig length  Genotype

S570 Norovirus 7609
S287 Norovirus 7542
Norovirus 1104
Enterovirus 653
S5 Norovirus 7390
Norovirus 3399
Enterovirus 1387
S581 Norovirus 7528
Enterovirus 1421
S582 Norovirus 7536

Enterovirus 1363

GIIPe-GII.4 syd
GIIP21-GIL3
GIIP17-GIL.17
coxsackievirus A9
GIIP4NewOrleans-GII.4syd
GIL.P21-GIL3
coxsackievirus A9
GIIP17-GIL.17
coxsackievirus A9
GIIP17-GIL.17

coxsackievirus A9

five complete norovirus genomes obtained. An additional
advantage of the PEG approach when combined with ran-
dom primed deep sequencing was the detection of other
enteric viruses present in the samples such as coxsackievirus
in stool samples (Table 3), sapovirus, astrovirus and rotavi-
rus in sewage samples (Table 4).

Impact of Mucin Capture (Method C) on Virus
Sequence Yield

We aimed to investigate if a mucin capture step could pro-
vide enrichment of norovirus and other enteric virus materi-
als. Calicivirus read numbers increased after mucin capture
except for sample1920 for which norovirus GI and GII con-
centrations were also lower suggesting a failure in one puri-
fication step or a selection of some norovirus strains by the
PGM (Table 1). No reproductible impact of the mucin cap-
ture on contig lengths was observed. Examining the lengths
of norovirus contigs as a measure of success, four noro-
virus contigs were longer with mucine capture, while six
norovirus contigs showed reduced lengh with mucin capture
(compared to contig yield without PGM capture, Method
B) (Table 4). An unexpected observation was the impact
of this treatment on a number of other viruses as shown by
the viral family-specific read yields for eight virus families.
For Astroviridae, Reoviridae, Nodaviridae and Picobirna-
viridae families, the yield of specific reads (as a percentage
of total reads for that sample) was increased, as reported in
upper panels of Fig. 3 comparing orange markers (method
B) to blue markers (method C). This was confirmed by the
identification of a complete genome for a human rotavirus
A genotype G9-[P8], and for astrovirus (full genome for
one strain and four additional strains identified) compared
to method B (Table 4). In contrast, the yields of Leviviridae
and Picornaviridae families remained similar or slightly
reduced. A large amount of the phage PhiX174 (a member
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Table 4 Hu_m:m enleric viruses Sample Method B Method C
detected using method B and C
Virus Contig Genotype Virus Contig Genaotype*®
8570 Norovirus 7609 GlIPe-GIL4 Norovirus 6976 GlIPe-GIL4
E1887 Sapovirus 7414 Gl.2 Sapovirus 7491 Gl2
Norovirus 3241 GIIP22-GIL17 Norovirus 2366 GILFP22
Norovirus 2961 Gl MNorovirus 2129 GIl
Norovirus 2996 GILPT-GIL17 Norovirus 3126 GILP17-GIL17
Norovirus 3024 GILFP17-GIL6
Rotavirus 836 Rotavirus 3283 GY[P&]
Astrovirus 3860 Type 2 Astrovirus 6519 Type 2
Husavirus 494 Sp.16915_89
E1919 Norovirus 4598 GILP16-GIL.2 Norovirus 1028 GlIP16
Norovirus 2692 Gll Norovirus 3004 GILP16-GIL4 syd
Sapovirus 1209 GIL3
Astrovirus 6810 Type 1 Astrovirus 6412 Type |
E1920 Norovirus 2239 Gll Norovirus 510 GIL2
Norovirus 332 GI-GL3
Astrovirus 6782 Type | Astrovirus 1878 Type |
E1927 Norovirus 944 GIl.2 Norovirus 631 GIL Postdam
Norovirus 616 Gl
Norovirus 442 Gl Norovirus 631 GI-GIL.3
Sapovirus 571 GL.1 Seoul
Astrovirus 1878 Type | Astrovirus 6388 Type 5
Astrovirus 3948 Type |
Aichi virus 26492 Type 1

*Strain identification was assigned using the online Norovirus genotyping tool v2.0 (Kroneman etal. 2011)

of the Microviridae family) was added as a carrier after the
PGM capture, thus we cannot make conclusion about the
impact of PGM on the Microviridae family.

Discussion

This work aimed to generate enteric virus sequence data
from human stool and sewage samples. with a special
interest in norovirus. There are several challenges when
applying metagenomics deep sequencing to describe the
total virome of sewage samples (Bibby et al. 2013, Adri-
aenssens et al. 2018). One challenge is the high levels
of dilution of human enteric viruses and the presence
of a large variety of other microorganisms, plant, algae,
chemical and organic compounds. Indeed. in non-outbreak
settings, human enteric viruses are present at lower con-
centrations compared to bacteria or phages. In a previous
study, we demonstrated that at least 1-4% of the popu-
lation need to be infected to detect hepatitis E virus in
raw sewage from a small sewage treatment plant, showing
the potential to rapidly detect outbreak in the population
(Miura et al. 2016). Another challenge of sewage virome
characterization is to obtain a representative sample of

the viral load and diversity from the wastewater. Concen-
tration of large volumes of water are currently used to
decrease the sampling variability and increase the sensi-
tivity threshold of the assays (Lewis et al. 1988; Schaeffer
et al. 2018; Fernandez-Cassi et al. 2018). However, this
may lead to increase concentration of inhibitors of the
enzymes used for molecular assays, as human sewage may
contain detergents, medicine, food additives, food waste
and other chemicals and thus some purification steps are
needed (Hata et al. 2017). Composite samples obtained
over 24 h, as used for this study, may be a convenient
way to overcome some of these problems as it can be rep-
resentative of what is entering in the sewage treatment
plant without the need of large volumes. Different meth-
ods previously developed for sewage, water or shellfish
analysis use the PEG precipitation that help to concentrate
biomolecules by altering their hydration from solution and
viruses (Lee et al. 1981; Lewis et al. 1988; Metcalf et al.
1995; Jiang et al.1992). This easy-to-use method was pro-
posed for the first assay able to detect norovirus in stool
(Jiang et al. 1992) and in preliminary test we verified that
it helped to recover the complete norovirus genome from
stool samples (data not shown). As human enteric viruses
tend to aggregate or to bind to different types of particles,
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Fig.3 Scatter plot of reads identified for each of 8 virus families
(percentage of total reads). Quality-controlled reads for each of the
18 sample/conditions were mapped to virus family reference sets (see
Methods) for Astroviridae, Caliciviridae, Nodaviridae, Leviviridae,
Microviridae, Picornaviridae, Picobirnaviridae and Reoviridae. The

including bacteria, we applied an elution step based on
pH variations under controlled conductivity conditions
(Miura et al. 2013; Samandoulgou et al. 2015; Mullen-
dore et al. 2001; da Silva et al. 2011). This added step
may explain the higher efficacy to obtain long sequence of

_@_ Springer

number of reads identified in each family was plotted as percentage
of the total quality-controlled reads for that read set. Data sets were
separated into sample types (stool or sewage) and colored according
sample treatment (method A: pink, method B: orange and method C:
biue)

human enteric viruses compared to a published study that
failed to identified norovirus strains (Hjelmso et al. 2017).

Capsid structures of a number of human enteric viruses
including norovirus and rotavirus have been found to interact
with the mucin family of glycoproteins due to the presence
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of binding sites for the complex carbohydrates on mucin (Le
Pendu et al. 2014). This binding affinity was proposed to
select norovirus particles from water samples using human
histo-blood group antigen or PGM that present similar struc-
ture as it may increase the specificity by capturing non-dam-
aged capsid and the sensitivity of detection by facilitating
inhibitor removal (Zhou et al. 2017; Tian et al. 2008). In
this study, PGM capture increased norovirus concentra-
tions in the nucleic acid extracts, however. no difference was
observed in terms of contig lengths or diversity of identi-
fied sequences. Combining PGM and HBGA type-B antigen
could have help to improve this approach (Tian et al., 2017).
One beneficial impact of the PGM capture was the detec-
tion of full genome of a rotavirus genogroup A genotype
G9-[P8], confirming the binding affinity of rotavirus strains
to glycans (Hu et al. 2018). When compared to method
B (PEG without mucin capture), rotavirus was identified
but full genome was not obtained, suggesting that PGM
combined with random primed deep sequencing would be
superior to detect full genomes of norovirus and rotavirus.
It was more surprising to find a beneficial impact of PGM
capture on astrovirus, with an increased diversity of strains
identified. The PGM capture led also to the characterization
of a few sequence of husavirus strain. Some husaviruses
have been described as a novel virus family within the order
Picornavirales, and are common in human fecal material
(Oude Munnink et al. 2015). However, very little is known
about astrovirus or husavirus PGM interactions, which may
be due to non-specific interactions such as sialic acid recog-
nition or other glycan affinity to viral capsid structure (Shan-
ker et al. 2017; Hu et al. 2018). Adding purification steps
enhance the risk to lose viruses as observed for one sample
and also to introduce some bias of selection. Furthermore,
when dealing with complex samples with a mixture of low
amounts of viral contaminantions such as sewage, this may
be an issue which need to be further investigated. Three bio-
logical replicates were found to be an useful approach to
minimize potential biases and to give more confidence in
analyzing aquatic viromes (Kim et al. 2017).

One objective of this work was to evaluate norovirus
diversity present in stool and sewage samples. Some works
based on a metabarcoding approach targeting the ORF2 por-
tion of norovirus genome were successfully applied to sew-
age samples, but this approach limits the identification of
strains that are not amplified by published primers (Oshiki
et al. 2018; Fumian et al. 2019). In our work, we aimed to
identify long fragments to be able to capture the diversity
of strains circulating in the local population. The SureSelect
target enrichment (method A) gave the highest number of
full genome for several norovirus strains despite similar nor-
ovirus concentrations when compared with sewage samples
used (Brown et al. 2016). This method was the only one able
to yield norovirus GI strain identifications, important criteria

for environmental sample analysis considering the impor-
tance of these strains transmission through the environment
(Le Guyader et al. 2012; Verhoef et al. 2015). Although
the SureSelect target enrichment array is designed to cap-
ture Caliciviridae sequences, these targeted sequences were
still less than 1% of the total reads after capture, suggesting
non-specific binding. Since the binding and wash condi-
tions are propriety to the manufacturer and the actual bait
concentrations are not provided, specificity improvements
are limited. This method also allowed to identify a norovi-
rus GIV.1 strain. This genogroup is sporadically detected in
sewage samples, and may be under-appreciated as a cause
of gastroenteritis, presumably because only a small number
of sequences are available in GenBank causing difficulties
in primer design (Sima et al. 201 1; La Rosa et al. 2012).
The two other methods also allowed to characterize some
norovirus sequence, all of them being already reported in the
NoroNet network (van Beek et al. 2018). Beside the ubiqui-
tous GII.4 strains that have been reported worldwide, it was
interesting to detect the GILP17-GII17 strain that caused
several gastroenteritis outbreaks in multiple countries dur-
ing this sampling period (Matsushima et al. 2015: Koo et al.
2017). In this regard, a complete characterization of detected
viruses is important to identify new strains and thus to help
risk manager to take measure to prevent further distribution
(Cocolin et al. 2018).

A limitation of this study lies in the small sample size
tested. Ideally, it would be more informative to have a larger
number of samples being tested for the same approach to
evaluate the method efficiency across sample variability.
Sequence contents of raw sewage reflect the composition
of the microbiome of local population and the diversity of
all pathogenic or non-pathogenic bacteria or viruses circu-
lating in the community at a larger extent than individual
samples (Newton et al. 2015; Sano et al. 2016). To access
this sequence information, we need to develop reproducible,
simple, fast and easy to apply methods. The viral agnostic
metagenomics approach is still an expensive approach when
considering the library preparation or sequencing runs, but
all the steps of the methods described here can easily be per-
formed in environmental laboratory already performing PCR
analysis as it just needs a centrifuge and basic equipment.
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1.4 DISCUSSION

La détection par séquengage haut débit des virus entériques a 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 prélevement de larges volumes d’eaux est
ainsi une stratégie souvent utilisée pour assurer une représentativité correcte de
I'échantillonnage, augmenter la diversité des microorganismes et les chances de détecter le virus
d’intérét. Toutefois les techniques de concentrations utilisées a 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 empécher
I’analyse (Hata et al., 2017). Des étapes de purification sont donc nécessaires afin de limiter ce
phénomeéne. L’échantillonnage d’un volume réduit d’eaux usées mais collecté régulierement
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
I’'analyse metagénomique.

Trois approches ont été utilisées pendant cette étude afin d’enrichir les échantillons en virus
entériques en vue de I'analyse metagénomique.

La premiere approche (Methode A) a été basée sur 'utilisation d’un systeme d’enrichissement sur
puce (SureSelect), développée par Brown et collégues (2016) en sélectionnant un pool d’amorces
spécifiques pour la détection des séquences appartenant a la famille Caliciviridae. Cette méthode
s’est révélée étre extrémement sensible et a permis I'obtention d’un génome complet de NoVs Gl
a partir de deux échantillons d’eau usée faiblement contaminés (3 RNAc/uL). De plus plusieurs
génomes presque complets de NoVs ont été séquencées permettant la caractérisation de 2
souches Gl et 7 souches Gll. La moitié d’'une souche GIV, a également été obtenue. Toutefois les
reads identifiés comme NoVs étaient encore tres 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 I'action du polyéthyléne glycol (PEG) pour précipiter et concentrer les
particules virales en modifiant leur gradient d’hydratation, et en jouant sur le point isoélectrique
(P1) des NoVs pour I’élution virale. Les particules virales ont été adsorbés aux particules organiques
et inorganiques contenues dans I’échantillon en variant la conductivité de I’échantillon (2000 uS)
et le pH (3) afin d’induire leur précipitation pendant une premiéere étape de concentration avec
PEG et centrifugation. Le changement du pH a 9 a ensuite permis I'élution de ces particules virales.
Cette approche avait déja été proposée pour isoler des NoVs a partir d’échantillons de selles (Jiang
et al.,, 1992). Ici nous avons ajouté des étapes de filtration en série (de 5 um jusqu’a 0.22)
permettant d'éliminer certaines bactéries et de purification afin d’adapter le protocole a
I’'approche metagénomique.

Cette méthode a été efficace pour la détection de longues séquences de NoVs y compris cing
génomes complets. De plus, des séquences appartenant a 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 apres les étapes prévues dans la méthode B et inclue la
liaison des PGM type lll (Sigma, France) préalablement fixées a 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
grace a 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, I'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 séquencgage de
longs fragments ou des génomes entiers. L’enrichissement par capture en utilisant la puce
SureSelect a donné le plus grand nombre de séquences complétes. Mais tout développement de
cette méthode est limité car les étapes clés du protocole, ainsi que la composition du pool
d’amorces utilisées, sont contrélées par le producteur. De plus, I'utilisation de sondes peut se
révéler étre un facteur limitant dans I'identification de nouvelles variantes de NoVs qui ne seraient
pas reconnues par les amorces et donc pas amplifiées.

Les difficultés de reproductibilité rencontrées dans I'utilisation des PGM et la présence des liaisons
aspécifiques représentent un facteur limitant dans I'application future de cette méthode.

La méthode B, qui utilise une précipitation par le PEG comme stratégie de concentration, a permis
I'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 séquencage metagénomique
pour I'étude du virome. D'autres avantages de cette technique résident dans la bonne répétabilité
des résultats d’analyse, I'utilisation d’un équipement de laboratoire basique et de colts de
préparation de I'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 I‘addition de réplicats techniques permettraient de mieux évaluer |'efficacité des protocoles
testés malgré la variabilité des échantillons.
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2.1 INTRODUCTION A L'ETUDE

Les eaux usées sont des échantillons constitués d'excrétas de milliers de personnes, incluant
urines, matieres fécales et desquamation cutanées, ainsi que les différentes espéces de bactéries
commensales ou pathogénes, 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 a ARNsb non enveloppé, considéré
comme la principale cause de gastro-entérite humaine dans le monde, sont rejetés dans
I’environnement via les excrétas des individus infectés. Résistants dans I’environnement et n'étant
pas totalement éliminés par les traitements dans les stations d'épuration, les NoVs contaminent
les eaux de surface et potentiellement I'environnement marin (Sano et al., 2016). Les huitres
élevées dans la zone cétiere au travers de leur activité de filtration de I'eau de mer pour leur
besoin physiologique, concentrent des particules y compris les NoVs. La présence dans les tissus
digestifs de I’huitre de sites de liaisons spécifiques, similaires aux antigénes tissulaires de groupe
sanguin (HBGA) chez 'Homme, favorisent I'accumulation de certaines souches de NoVs (Le
Guyader et al., 2012). Ces carbohydrates, dont |'expression varie selon la saison, favorisent par
exemple la bioaccumulation de la souche de Norwalk GI.1 par rapport aux génotypes qui sont plus
fréguemment détectés dans les cas cliniques, tels que les souches de NoVs GllI.3 ou Gll.4 (Maalouf
et al., 2011; Yu et al.,, 2015). Lorsque des huitres présentent une contamination par plusieurs
souches de NoVs, le risque d'évenements 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 I'environnement est donc important pour estimer les souches présentes,
sources potentielles de nouvelles épidémies.

Ces dernieres années, le séquencage 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 méme technique aux échantillons environnementaux pose des difficultés en
raison des faibles concentrations de NoVs, de la persistance d'inhibiteurs potentiels susceptibles
d'empécher certaines réactions enzymatiques et de la grande diversité d'autres micro-organismes
qui composent le bruit de fond lors de I’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 I'échantillon et sur le nombre
de reads produites lors du séquencage (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 séquencage et enrichir en séquences de NoVs, des systemes de capture et
amplification sélectives peuvent étre appliqués. Wylie et collegues (2015) ont développé un
systeme d’enrichissement des séquences (VirCapSeq-VERT) ciblant les virus ADN et ARN
susceptibles d’infecter les vertébrés, y compris 'Homme. Cette approche pourrait étre un outil
valide dans le séquencage 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). Apres quantification par dPCR, chaque échantillon a été utilisé
pour contaminer un bac contenant de I'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 systeme 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 controdler la variabilité du séquencage 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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Metagenomic sequencing is a promising method to determine the virus diversity in
environmental samples such as sewage or shellfish. However, to identify the short RNA
genomes of human enteric viruses among the large diversity of nucleic acids present
in such complex matrices, method optimization is still needed. This work presents
methodological developments focused on norovirus, a small ssBNA non-enveloped
virus known as the major cause of human gastroenteritis worldwide and frequently
present in human excreta and sewage. Different elution protocols were applied and
llumina MiSeq technology were used to study norovirus diversity. A double approach,
agnostic deep sequencing and a capture-based approach (VirCapSeq-VERT) was
used to identify norovirus in environmental samples. Family-specific viral contigs were
classified and sorted by SLIM and final norovirus contigs were genotyped using the
online Norovirus genotyping tool v2.0. From sewage samples, 14 norovirus genogroup
| sequences were identified of which six were complete genomes. For norovirus
genogroup ll, nine sequences were identified and three of them comprised more than
half of the genome. In oyster samples bicaccumulated with these sewage samples, only
the use of an enrichment step during liorary preparation allowed successful identification
of nine different sequences of norovirus genogroup | and four for genogroup |l (> 500 bp).
This study demonstrates the importance of method development to increase virus
recovery, and the interest of a capture-based approach to be able to identify viruses
present at low concentrations.
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INTRODUCTION

Noroviruses (NoV) are small, icosahedral non-enveloped viruses, belonging to the Caliciviridae
family, and are recognized as the predominant cause of non-bacterial human gastroenteritis
worldwide. Their single strand RNA genome is short (around 7.5 k bases) and contains three open
reading frames (ORFs), of which ORF1 encodes the non-structural proteins while ORF2 and ORF3
encode the major and minor capsid structural proteins (VP1 and VP2, respectively). Based on their
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genetic characteristics, NoV are classified into at least seven
genogroups (G), from GI to GVII, which are further divided into
over 30 genotypes (de Graaf et al., 2016).

Noroviruses circulate year-round but in disease surveillance
distinct seasonal peaks are seen in regions with winter
seasonality, reflecting dynamics of the NoV genotypes that are
most commonly associated with sporadic cases and outbreaks.
NoV particles released in human vomitus and stools can
then be detected in sewage and may contaminate surface
waters including the marine environment (Sano et al, 2016).
However, a wide and increasing range of other viruses has
been identified in human stools, partially associated with gastro-
enteritis, but also non-mammalian viruses (Nieuwenhuijse and
Koopmans, 2017). Raw sewage are rich sample types, consisting
of the excreta of thousands of people, including urine, feces,
and skin desquamation and all associated commensal and
pathogenic bacteria, phages, and protozoa, and viruses, including
viruses associated with microbiota and diet associated viruses
(Nieuwenhuijse and Koopmans, 2017; Adriaenssens et al.,, 2018;
Fumian et al,, 2019). Therefore, finding NoV sequences in this
complex matrix may be challenging.

After reaching the marine environment, mainly due to
accidental discharge or wastewater treatment plants’ effluents,
NoV are highly resistant. Oysters farmed in coastal areas can
accumulate NoV in their digestive tissues (DT) as they filter large
amounts of water and thereby come into contact with numerous
molecules and particles. We previously reported that some oyster
species selectively accumulate NoV due to the presence of specific
carbohydrates, similar to the human histo blood group antigens
(HBGA and so called HBGA-like antigens) (Le Guyader et al,
2012). These carbohydrates, with a clear seasonal expression,
favor for example GI.1 NoV bioaccumulation when compared to
genotypes that are more often detected in the human population,
like GIL3 or GIL4 (Maalouf et al,, 2011; Yu et al,, 2015). When
oysters contaminated with multiple strains are consumed, there
is a risk of disease for consumers, but it may also result in
simultaneous single cell infections leading to recombination
events (Le Guyader et al,, 2008). These recombination events are
mainly happening at the junction between ORF1 and ORF2 (van
Beek et al,, 2018). Therefore, understanding the full NoV diversity
in oysters is important.

During the last years, next generation sequencing has
increasingly been used to study microbial populations in
environmental samples, allowing the detection of several
cultured and non-cultured microorganisms (Nooij et al., 2018;
Osunmakinde et al,, 2018). Nevertheless virus detection in
environmental samples is challenging in metagenomics studies
due to the high levels of (background) host and microbial DNA,
high virus diversity in sewage, and the high rate of, potentially
novel, unclassifiable sequences (Bibby and Peccia, 2013; Hjelmso
et al,, 2017; Nooij et al,, 2018), In addition, low concentrations
of NoV, the persistence of potential inhibitors that may prevent
certain enzymatic reactions and the large diversity of other
microorganisms present in the sample complicates the detection
of NoV using metagenomic sequencing (Hata et al, 2017;
Adriaenssens etal., 2018; Flaviani et al., 2018; Osunmakinde etal.,
2018; Strubbia et al., 2019). Therefore, sequencing outcome is
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dependent on sample preparation, meaning that the relationship
between sample concentration and the number of NoV reads
may vary according to the method applied to concentrate and
purify the nucleic acids (Hjelmso et al., 2017; Fernandez-Cassi
et al,, 2018; Oechslin et al., 2018). A metabarcoding approach,
which is amplicon based and thus requires specific primers, was
proposed to sequence NoV from environmental samples allowing
deep-sequencing even in samples with low virus concentrations
and independently from the host background (Kazama et al,
2017; Oechslin et al., 2018). However, this approach and the
design of the primers is limited to our current knowledge about
NoV diversity and therefore will potentially miss the detection
of new NoV strains that are genetically distinct from known
diversity. Due to this limitation, metagenomic sequencing would
be more suitable for the identification of new NoV strains
(Fumian et al.,, 2019).

Here, we describe the performance of different concentration
methods on the recovery of NoV from sewage and oyster samples.
These methods allowed us to describe the NoV diversity in
sewage samples and in oysters exposed to these sewages, to
identify long sequences (>500 bp up to full genome) needed
for strain identification, and to compare the NoV diversity in
both sample types.

MATERIALS AND METHODS
Samples Collection

Composite raw sewage sampled over 24-h were collected from
a sewage treatment plant in a large city in western France (303
800 inhabitants). Three samples, which constituted of at least 5-L,
were collected within 2 months (February and March 2018) and
transported at 4°C to the laboratory, analyzed for the presence of
NoV and kept frozen at —20°C in aliquots of 1 L.

Oysters (Crassostrea gigas) were directly purchased from
the same producer few days before each experiment, analyzed
for NoV contamination and kept at 4°C until use for
bioaccumulation experiments.

Bioaccumulation

Three bioaccumulation experiments (BI, B2, B3) were
performed, one in February and two in March to limit oyster
physiological variability and seawater composition. Aquariums
were filled with 22-L of natural seawater seeded with adjusted
volume of sewage to reach a comparable NoV concentration
for all three experiences (around 107 RNA copies/L). Then, 140
oysters were immersed for 24 h at 12 + 1°C, under oxygenation.

Sewage Preparation
Wastewater samples  were
different methods.

- For the polyethylene glycol (PEG) method, 40 mL of sample
was adjusted to pH 4 by adding HCl, and adjusted to conductivity
reading of 2000 S by adding NaCl 5 M. After 5 min, 10 mL
of 50% PEG 6000 solution (Sigma-Aldrich, St-Quentin France)
was added. The mixture was incubated under gentle agitation
overnight at 4°C and centrifuged at 13,500 x g for 90 min. The

prepared according to two
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pellet was resuspended in 2 mL of glycine buffer 0.05 M (pH 9)
and mixed with 2 mL of Chloroform-Butanol (vol/vol), vortexed
at high speed for 30 s and centrifuged for 5 min at 11,000 x g. The
aqueous phase was recovered and used for nucleic acid extraction.

- For the Pyro-PEG method, 4 mL of 10 mM sodium
pyrophosphate decahydrate was added to 40 mL of sample and
incubated for 40 min at room temperature under gentle agitation
(Bisseux et al., 2018). Then, the mixture was sonicated for 1 min
at maximum power in a cup-horn adaptor (Bandelin, HD 2200),
followed by 1 min recovery on ice, which was repeated three
times. After centrifugation for 20 min at 8,000 x g, supernatants
were recovered, the pH adjusted to 4 and the conductivity was
adjusted of 2000 s by adding NaCl 5 M. After 5 min, 10 mL
of 50% PEG 6000 solution (Sigma-Aldrich, St-Quentin France)
was added and rocked for 1 h at 4°C. After centrifugation for
90 min at 13,500 x g, the pellet was resuspended in 2 mL of
glycine buffer pH 9.

For both methods, the resuspended pellets were filtrated using
a cascade of 5, 1.2, and 0.45 pum filter pores (Minisart NML
17594, NML17593, PES16533, and PES16532). The recovered
filtrates were incubated for 1 h at 37°C with 2000 Units of
OmniCleave Endonuclease™ (Lucigen Corporation) and 100 L
of MgCl, (100 mM).

Oyster Preparation
Following bioaccumulation, oysters were immediately collected
and shucked using a sterile knife. Flesh weight was recorded
to calculate the allometric coefficient (flesh weight divided by
DT weight), used to describe physiology of the animals (Polo
et al,, 2018). This coefficient was similar (14 to 10) for the three
batches of oysters used for the experiments, presuming that
they have similar filtering and physiology activity and are thus
comparable for the three different experiments. The digestive
tissues (DT) were dissected, chopped finely to homogenize,
pooled, and distributed into 2 g aliquots, immediately frozen
at —80°C.

Viruses were recovered using two methods. For both methods,
2 g of DT were incubated with 2 ml of proteinase K solution
(30 U/mg, Sigma-Aldrich, France) for 15 min at 37°C and
additional 15 min at 60°C. The mixtures were sonicated for 1 min
at maximum power, followed by I min on ice, repeated three
times. Supernatants were collected after centrifugation for 5 min
at 3000 x g and kept at 4°C (method PK). For method PK-PEG,
DT were treated using same conditions but then the supernatant
was mixed with two volumes of PEG-NaCl 1.2 M and incubated
under gentle agitation for 1 h at 4°C, before centrifugation at
11,000 x g for 20 min. Pellets were resuspended in 1 mL of glycine
buffer (0.05 M) pH 9. Samples from both methods (PK and PK-
PEG), were then incubated for 1 h at 37°C with 2000 Units of
OmniCleave Endonuclease (Lucigen Corporation) and 100 L of
MgCl; (100 mM).

RNA Extraction and Purification

Nucleic acids extraction was performed using lysis buffer
(bioMérieux, France) and the NucliSens kit (bioMérieux)
followed by DNase treatment for 30 min at 37°C with 25 U
TURBO™ DNase (Ambion, Thermo Fisher Scientific, France).

TABLE 1 | Data obtained from the three bioaccumulation experiments,
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FIGURE 1 | Bar plot reparting the referance sample sequenced during each bioaccumulation expenment, The sewage sample 3 used as a reference sample was
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An additional RNA purification was performed using the RNA
Clean & Concentrator™-5 kit (Zymo Research, Irvine, CA,
United States). Each sample was extracted three times and
extracts were pooled to obtain a final volume of 300 L. RNA
extracts were stored at —80°C in aliquots of 30 L.

NoV Quantification in Sewage and DT

Noroviruses quantification was performed with a one-step digital
RT-PCR using primers and probes targeting the conserved
region at the beginning of ORF2 (Maalouf et al, 2011; Polo
et al,, 2016). Positive and negative controls were included in
each series to validate the distribution of positive and negative
wells. Quantification was done using the Poisson distribution
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(QuantStudio™ 3D Analysis Suite™ Cloud Software, version
3.0.3; Thermo Fisher Scientific, France) and the final result was
expressed as RNA copies/pl (Polo et al,, 2016).

Library Preparation for Agnostic

Metagenomic Sequencing

RNA extracts were transcribed into ¢cDNA using Superscript
I (Invitrogen, France) and non-ribosomal hexamers (Endoh
et al., 2005). Libraries were prepared using the NEB Next Ultra
DNA Library Prep Kit (New England BioLabs, France) according
to the manufacturer’s instructions. Sequencing was performed
using [llumina MiSeq technologies to generate 2 x 150 bp
reads. All samples were sequenced agnostically (referred to
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as direct sequencing in the text). Each run corresponded to
one bioaccumulation experiment (BI, B2 or B3) including
the sewage sample (wwl, ww2 or ww3) prepared with the
two methods and the DT (DT-1, DT-2, and DT-3) prepared
with the two methods. Each run also included the reference
sample (called Refl, Ref2, and Ref3 according to the run)
that correspond to the ww3 sample (extracted with the Pyro-
PEG method) split after library preparation and sequenced
in each run to compare the performance of the different
sequencing runs.

VirCapSeq-VERT Capture

Oysters' DT were also analyzed with a targeted deep sequencing
using VirCapSeq-VERT for viral enrichment (Wylie et al,
2015). In short, reverse transcription was performed using
random hexamers and SuperScript 111 (Thermo Fisher Scientific)
after which dsDNA synthesis was performed using Klenow
(New England Biolabs, France). Libraries were prepared using
the KAPA HyperPlus Kit (Roche, France) according to the
manufacturer’s instructions with slight modifications. The
shearing time was reduced to 3 min and adapters were diluted
1:10. After the adapter ligation an addition AMPure bead
step was performed. The libraries were quantified and pooled
equimolarly after which the capture experiment was performed

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

(Wylie et al., 2015). Sequencing was performed on an Illumina
MiSeq using the MiSeq Reagent KIT v3 (Illumina) to generate
2 x 300 bp reads.

Sequence Analysis

Illumina adapters were removed from the raw short reads and
resulting reads were trimmed from 3’ end to reach an average
the Phred score >35 using QUASR (Watson et al., 2013).
Resulting reads were de novo assembled using SPAdes v3.12.0
and family-specific viral contiguous sequences (call contigs)
were classified and sorted by SLIM (Bankevich et al., 2012;
Cotten et al, 2014). Then, SLIM outputs were filtered to select
contigs with an identity score >85% and a minimum length
of 500 bp to avoid too short and non-informative fragments.
Partial overlapping contigs were further assembled into genomes
using Geneious® v. 11.1.5 and all SNPs (single nucleotide
polymorphisms) between contigs were resolved by counting
motifs in the raw read sets. For NoV, final contigs were genotyped
using the online norovirus genotyping tool v2.0 (Kroneman
et al, 2013). In order to estimate the read coverage, raw reads
were mapped to the resulting contigs using Bowtie2 (v2.3.0)
(Langmead and Salzberg, 2012).

Maximum likelihood trees were inferred with PhyML v3.0,
using the general time reversible (GTR) nucleotide substitution
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model (Guindon et al, 2010). VP1 sequences representing
different GI and GII genotypes were included in the phylogenetic
trees. The GI and GII trees were inferred using an alignment
of approximately 800 bp from the middle and end of VPI,
respectively. Different regions were selected to be able to include
the maximum amount of Illumina sequences.

RESULTS

This study aimed to optimize NoV recovery from sewage and
oyster DT samples, to analyze subsequent reads obtained and
then to finally compare strains detected in sewage samples and
oyster samples contaminated with these sewages.

NoV Concentrations in Sewage and
Oyster Samples

For sewage samples, the Pyro-PEG method increased the
recovery of NoV when compared to the PEG method, both in

terms of concentrations (RNA copies per jul measured by dRT-
PCR) and read numbers after NGS (Table 1). For the sewage
sample (ww2), used for the second bioaccumulation experiment
(B2), the NoV Gl concentration was under the detection
limit when treated with PEG, but increased up to more than
500 copies/mL with the pyro-PEG method. When comparing
geometric means of the concentrations calculated for the three
bioaccumulation experiments the number of NoV GI particles
increased over 2 logs while the number of NoV GII particles
increased 1 log when using the Pyro-PEG compared to only PEG.
For oyster DT samples, NoV concentrations were always
higher using the PK-PEG method, and the increase differed by
genogroup (from 0.5 to 9 fold for NoV Gl and from 2 to 7.6 fold
for NoV GII). These concentrations were representative of oyster
contaminations observed in highly polluted area.

Reference Samples Sequencing
Each bioaccumulation experiment (Bl1, B2, and B3) was
sequenced in separate sequence runs and the library of the sewage

Frontiars in Microbiology | wawvw. frontiersin.org 6

Qctober 2019 | Valume 10 | Article 2394

124



Strubia et al

Mataviroma in Sewage and Oystars

sample used for the third bioaccumulation (B3) was included in
¢ach run so it can be used as reference sample. The first and
second run gave comparable numbers of total reads, while the
third run produced two times more reads (Table 1). However, a
comparable ratio of NoV reads were obtained from the reference
sample in the three different sequence runs: in the first run
5,94 x 10™* NoV reads per million sequence reads (rpm) were
obtained and in the second and third run 6,11 x 10~* NoV rpm
were obtained. The diversity of NoV genotypes identified in the
reference sample in the three different runs is comparable, with a
higher number of NoV reads for each genotype? in the third run
(Figure 1). Additionally, the third run of the reference sample
(Ref3) yielded reads of NoV GI.3 and GILP16 that were not
detected in runs 1 and 2 (Figure 1). This confirms the importance
to get sufficient sequence reads to be able to detect all strains that
might be present.

Method Comparison for NoV Sequencing
From Sewage Samples

To evaluate the depth of NoV sequencing, we tested two different
extractions protocols. We investigated if there was a relationship
between the NoV concentration (sum of NoV GI and GII) and
the number of NoV reads after NGS (Figure 2). Sewage samples
treated with the Pyro-PEG method showed higher numbers
of NoV reads in agreement with higher NoV concentrations
obtained using this method. A small number of reads of NoV GIV
were obtained from samples treated with Pyro-PEG method but
not from those treated with the PEG method.

Another aim of this method comparison was to increase
NoV contig length in order to increase the identification and
classification of NoV strains present in our samples. For sewage
samples, only the Pyro-PEG method resulted in contigs with
a length over 1000 nt for both genogroups and even up to
7000 nt (full genomes) for NoV GI (Figure 3). Using the Pyro-
PEG methods, six full NoV GI genomes were recovered from
sewage samples (Table 2). For NoV GII, the longest sequence
detected was a GILP7-GIL6 (5050 nt). For some other strains
(nearly) full genomes were not obtained but the overlapping
region of ORF1 and ORF2 region was sequenced allowing for
dual genotyping and classification (Table 3). Some sequences
such as GIL.6, and GI1.4 were detected in all three sewage samples
that is not surprising as samples were collected from the same
sewage treatment plant over a short period of time. Quite a large

diversity of GI strains was also identified in ww-2 and ww-3,
confirming the interest of sewage samples to identify some strains
that may not been seen in clinical cases.

Method Comparison for NoV Sequencing

From Oyster Samples

For DT samples, only 21 NoV reads were obtained without
enrichment and all of them were from the sample DT-1
treated with PK (Table 1). The preparation of the sequence
libraries were repeated using a specific enrichment for vertebrate
viruses (VirCapSeq-VERT), This sequence run resulted in
31,377,552 sequence reads and NoV contigs were recovered
from all three DT (DT-1, DT-2, and DT-3). A positive
trend between the number of reads and NoV concentrations
was observed after using VirCapSeq-VERT. The PK-PEG
method provided a higher amount of NoV reads for DT-
1 and DT-2, with 3789 and 6930 NoV reads, respectively,
but not for DT-3. Using the PK method, 303 and 458
NoV reads were obtained from DT-2 and DT-3, but none
from DT-1.

Direct sequencing from oysters' DT did not provide enough
NoV reads to allow strain identification. Using VirCapSeq-VERT,
the PK-PEG method provided the longest contig length and in
total 57 contigs of > 500 nt length were obtained, compared to 19
using the PK method. The longest consensus sequence obtained
from oysters’ samples was 1393 nt and allowed the identification
of a GL.P7-GL7 strain. The diversity of sequences detected is quite
large both for NoV Gl and GII (Figures 4A,B).

Comparing NoV Diversity in Sewage and

in Bioaccumulated Oysters

One objective of this work was to compare the diversity of NoV
in sewage samples and in oysters contaminated with these sewage
samples. Due to the failure to obtain NoV reads after direct
sequencing, this led us to use VirCapSeq-VERT sequencing.
Different methods may induce differences in strains recovery or
identifications nevertheless our results allowed us to make some
observations (Figure 5). Furthermore, identical genotypes were
detected in sewage and DT for GI (GLp1-GL1, Gl.p4-GlL.4, and
GLp7-G1.p7 strains, Figure 4A) and for GII (GIL6 and GILP16-
GI14, Figure 4B). Phylogenetic trees inferred for partial VP1
GI GII sequences (Figures 4A,B) showed that these sequences
were identical. Unfortunately, the third experiment provides only

TABLE 2 | Complete NoV genomes identified.

Sample (run) Sample code ORF 1 ORF 2 Length BLAST score* Ref. sequence’ Identity”
Ref sampie (1) G19_001 aLP Gl 7134 81.54 KF306212.1 87%
Ref sample (2) G19_004 Gl.P2 Gl.2 7619 9227 KF306212.1 99%
wwi-3 (3} G19_005 GlLPa Gl.a 7581 91.10 LNB54563.1 96%
ww-3 (3) G19_006 GLP2 Gl.2 7433 94,58 KF306212.1 99%
Ret sample (2) G19_002 Gl.P1 Gl 7173 84.99 NC_001959.2 85%
ww-3 (3) G19_003 GlL.P1 Gl.1 7363 8472 NC_001959.2 85%
Blast score (*) was assigned using the NoV typing tool v2.0 (Kroneman ef &, 2011), and reference sequence and percentage of identity were obtained using BLAST
(Nesy )
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TABLE 3 | Noroviruses Gll sequences for which it was possible to identify both ORFs (ORF1 and ORF2)

Sample (run) Sample code ORF 1 ORF 2
ww-3 (3) G19_007 GI.P7 Glé
Ref sample (3) G19_008 GILP7 GlL.6
Ref sample (1) G19_00¢ GILP7 GIl.6
Hef sample (2) G19_011 Gil.P17 Gi7
(1) G19.012 GllL.P16 Gll.4 Syd 2012

Length BLAST score* Ref. sequence’ Identity”
3720 85.83 MH2188642.1 98%
5080 87.11 MH218642.1 98%
4292 86.55 MH218842. 1 08%
1374 81.57 KU561249.1 98%

686 89.85 KY210880.1 99%

Refarence sequence and percentage identity were oblained using BLAST (NCBI). Blast score (*} was assigned using the NoV typing toof v2.0 (Kroneman et al, 2011),
and reference sequence and percentage of identity were obtained using BLAST (NCBI) (*).

few sequences from DT (one GI that could not be typed and
one GIL.17 strain).

Diversity of Other Viruses in

Environmental Samples
Among the eukaryotic viruses identified, a number of assembled
contigs were shown to belong to other human enteric virus

families including members of the Reoviridae, Picornaviridae,
Caliciviridae, and Astroviridae. For sewage samples, the Pyro-
PEG method provided a higher number and diversity of viral
reads for all samples (Figure 6A). This is especially true for
sewage sample 1 (ww-1) for which no read corresponding to
human enteric viruses was identified using the PEG method
while using Pyro-PEG allowed the identification of several
different viruses. Members of the Astroviridae family were most
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FIGURE 4 | Phylogenetic trees inferred from partial Gl (A) and Gl (B) VP1 sequences using PhyML. All identified sequences in sewage sample (ww-1, ww-2, and
ww-3), the reference sampie (Ref1, Ref2, and Ref 3) and the oyster Digestive tissues (DT-1, DT-2, and OT-3). The method used to prepare the nucleic acids are
reported, except for the Ref sample as the Ibrary was prepared only after the Pyro-PEG method.

abundantly present in sewage samples using both methods and
four complete genomes were identified (one type 1, two type
2, and one type 3). Only in one occasion (ww-3), reads of the
Reoviridae family were 10 time more represented after the PEG
method compared to the pyro-PEG method, but contigs did not
allowed strain identification. Concerning viruses belonging to the
Caliciviridae family, a consistent improvement in sequence read
recovery and contig length was reported with Pyro-PEG for all
three sewage samples (between 1,000 and 10,000 times more),
in agreement with the NoV concentrations, Three sapovirus
complete genomes were obtained (GI.2, GL.3, and GIL.1). For DT

Frontiers in Microbiology | www.{rontiersin.org

samples (DT-1, DT-2, and DT-3), very few sequences were
identified after direct sequencing and only some after the PK-
PEG method. This difference between the two protocols persisted
after applying the VirCapSeq-VERT capture. The number of
viral reads obtained was much higher for all viral families in
samples treated with PK-PEG method, except for DT-3 for which
very few reads were obtained (Figure 6B). Furthermore, the PK-
PEG method led to the identification of viruses belonging to the
Picornaviridae, Picobirnaviridae, Caliciviridae, and Astroviridae
families. Comparing viral families detected both in sewage and
DT, only sequence reads derived from the Reoviridae family were
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reported in ww- 2 and 3 (but with read numbers <100), while
they could not be detected in the corresponding DT extracts,
suggesting a low accumulation of rotavirus by oysters.

DISCUSSION

There are only a limited number of protocols published for
metagenomic NoV sequencing directly from sewage or oyster
samples. Here, we evaluated different methods to improve the
characterization of human enteric viruses, with a special focus
on NoV, in sewage samples and oysters contaminated with these
sewage samples using next generation sequencing. Our final goal
was to obtain full NoV genomes to be able to study NoV diversity
in environmental samples.

Based on experience in sewage analysis using PEG, we
optimized the elution/concentration step to increase virus
recovery (da Silva et al, 2007). One protocol is based on
acidification to enhance binding of the viral capsid to particles
according to their isoelectric point before PEG precipitation, a
method found efficient to detect low levels of NoV in oysters
(Shieh et al., 1999).The other method includes first a chemical
elution step using sodium pyrophosphate combined with a
sonication step, before the PEG concentration (Bisseux et al.,
2018). This sonication step favors the disruption of agglomerates,
enhances viral particles elution from organic fragments and
reduce the amount of bacteria (Ettayebi et al., 2016; Santiana
et al., 2018). This Pyro-PEG method was found efficient as it

Frontiers n Microbiclogy | www., frontiersin.org 10

allowed the recovery of the highest number of NoV reads and
was reproducible, as demonstrated by the increased proportion
of NoV reads yielded with this approach when compared
to the PEG method.

Using the same rationale, the sonication step was also
applied to oyster DT after enzymatic elution of viral particles,
before nuclease treatment or before PEG precipitation (Atmar
et al, 1995), The impact of some added purification steps
may not increase NoV concentrations, but by the elimination
of background nucleic acids, they may increase the ratio of
NoV reads and the quality of contigs obtained after NGS.
In our hands, the PEG approach was already found valuable
for stool or sewage samples by allowing longer NoV contig
recovery and thus better genotyping (Strubbia et al, 2019).
PEG precipitation has also been found useful for the recovery
of spiked murine norovirus and human adenovirus, and for
NoV metabarcoding, while a combination of centrifugation,
filtration and chloroform treatment was found efficient to analyze
the virome of environmental samples (Bibby and Peccia, 2013;
Hjelmso et al, 2017; Kazama et al, 2017). Indeed different
sample types may need adapted approaches to optimize virus
recovery since for instance non-specific approaches such as
cryo-fragmentation or mechanical mikro-dismembrator on food
samples failed to detect NoV in strawberries (Wylezich et al,
2018). The finding of two NoV reads out of 28,856,294 obtained
sequence reads from berries implicated in an outbreak and
positive for NoV according to the NoV detection ISO method,
showed that improvement is needed (Bartsch et al,, 2018).
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Since the study is based on the comparison of three individual
sequence runs, we used one sewage extract as reference sample
to control for varability in deep sequencing. We found this
approach valuable as it allowed us to verify that all runs provide
similar results. As different aliquots of the library were used, we
cannot expect to identified exactly the same sequences, but the
global sequence distributions were comparable. This approach
also showed that more reads allowed the identification of more
strains, an important point when dealing with environmental
samples with low contamination levels. Indeed, we found a
correlation between the NoV concentrations and the number of
reads in sewage samples. This was also verified with the oyster
DT extracts as NoV concentrations obtained were too low for an
agnostic approach, even if the PEG step after the PK enzymatic
elution of the virus increased NoV recovery. For these samples,
only the use of VirCapSeq-VERT assay yielded enough NoV
reads to allow sequence assembly and strain identification. This
suggest that our protocols were able to recover NoV particles but
more optimizations are needed to improve the recovery of NoV
sequences and probably also for other human enteric viruses.
The need to enrich for viral sequences was also needed in some
clinical samples confirming the difficulty for viral sequencing
(Wylie ctal., 2018).

One of the goals of this study was to describe NoV diversity in
sewage samples and in artificially contaminated oyster samples.
Several NoV strains were identified both in sewage and oyster
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samples (such as GI.1, G1.4, and G1.7), while some GI.1 was only
detected in DT. Few years ago, we demonstrated that oysters
are not passive filters but they can actively select some strains,
possible explanation for some greater implication of NoV GI
strains in oyster-related outbreaks compared to other ways of
transmission (Le Guyader et al,, 2012; Verhoef et al.,, 2015; Yu
et al, 2015), To fully understand the role played by ligands it
is important to have methods describing the viral diversity in
oysters, including the presence of other human enteric viruses.
Regarding NoV, it was surprising to find only few sequences of
NoV GIIL4 in sewage as it is known to be the dominant cause of
NoV outbreaks and thus abundant in the environment especially
during winter season (de Graaf et al,, 2016). This is unlikely to be
due to a bias induced by the protocol used, as the PEG method has
already be found efficient to characterize GI1.4 NoV but further
investigation has to be done (Kazama et al., 2017).

To date, no studies have been conducted using metagenomics
analysis on contaminated oysters in relation to NoV
contamination. Although the present work is based on artificially
contaminated oysters, it represents a first step on developing
methods to detect NoV from oysters’ DT using deep sequencing
technologies. Further developments are still necessary to enrich
for NoV particles during sample treatment and virus recovery
as well as to reduce the host background in order to improve
deep sequencing analysis and to obtain longer NoV sequences,
necessary for accurate NoV classification. Despite low NoV
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concentrations in oysters, they have been implicated in some food
borne outbreaks (Polo et al., 2016). Thus, developing sensitive
methods for oyster analysis is important to clarify their role
in NoV transmission. This work also brings further evidences
of the role played by oysters on virus selection and thus will
contribute to the understanding of the molecular epidemiology
of norovirus. Such approach can be later extended to other
food that represent a risk for consumers (Forbes et al, 2017;
Cocolin et al., 2018).
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2.4 DISCUSSION

Il y a un nombre limité de protocoles publiés pour I'analyse metagénomique et n’existe pas une
méthode universelle. L'approche utilisée doit impérativement étre 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 séquencage
metagénomique.

Pour les échantillons d'eaux usées, deux méthodes ont été utilisées, appelées méthode PEG et
Pyro-PEG. La premiére est basée sur I'acidification de I’échantillon afin de favoriser I'attachement
de la capside virale aux particules en fonction de leur point isoélectrique avant concentration par
addition du Polyéthylene glycol (PEG) (Atmar et al., 1995), alors que |'autre méthode comprend
tout d'abord une étape d'élution chimique utilisant du pyrophosphate de sodium associée a une
étape de sonication, avant la concentration par PEG (Bisseux et al., 2018). Cette étape de
sonication favorise la dissociation des agglomérats, améliore I'élution des particules virales a 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 étre la plus efficace permettant une meilleure récupération
des NoVs lors de I'étape d’élution. Le nombre de particules NoVs Gl et Gll ont augmenté de 2 et 1
log respectivement en utilisant la méthode Pyro-PEG par rapport a 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 Gl, et trois séquences de
NoVs Gll couvrant plus de la moitié du génome identifié. De plus, un petit nombre de reads
appartenant au GIV a été obtenu a 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 premiéere basée sur une
digestion enzymatique des tissus digestifs utilisant la protéinase K (méthode PK), et une deuxiéme,
appelée méthode PK-PEG, qui associe une étape de concentration des particules virale par PEG
suite au traitement par PK. Cette deuxieme approche a permis d’obtenir des concentrations de
NoVs plus élevées par rapport a 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 systéeme de capture VirCapSeq-VERT, a permis de
séquencer un nombre de reads suffisant pour poursuivre I'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 Gl plutét que Gll a été détectée dans les échantillons
d'eaux usées et parallelement dans les tissus d'huitre.

Plusieurs souches ont été identifiées dans les eaux et dans les huitres, alors que des souches de
NoVs Gl.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 I'homme (Maalouf et al., 2011 ; Le Guyader et al., 2012).

Bien que les méthodes ont été développées pour cibler les souches de NoV, I'approche
métagénomique a permis de détecter un certain nombre de contigs appartenant a d'autres
familles de virus entériqgues 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 I'échantillon de référence au cours des trois run
était comparable. Toutefois, un nombre plus élevé de reads ayant été obtenu lors du troisieme run
de séquencage, cela a permis l'identification des souches GI.3 et GII.P16 non détectées dans les
analyses 1 et 2. Cela confirme I'importance de générer une quantité des reads suffisante pour
pouvoir détecter la variabilité des souches présentes dans I’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-dela de la simple quantification des
acides nucléiques extraits. En effet, a 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 aprés le séquencage haut débit. De la méme fagon certains
traitements peuvent ne pas augmenter les concentrations de NoVs, mais avoir une action plus
efficace sur I’élimination des acides nucléiques qui constituent le bruit de fond (hote, 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 étre prometteur.
L'efficacité et la bonne reproductibilité de cette méthode ont été montrées par I'augmentation
proportionnelle existante entre la concentration de NoVs et le nombre de reads.

Une retombée importante de ce travail a été la corrélation entre |'obtention d'un plus grand
nombre de reads et I'identification d'une plus large diversité de NoVs, point important lorsqu'il
s'agit d'échantillons environnementaux faiblement contaminés. Ce point est méme critique dans
I'analyse des huitres pour lesquelles ['utilisation d’'un systéme 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 | ‘échantillons est encore trés 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 a réduire le bruit de fond (beaucoup de reads étant identifiés
comme du génome de ['huitre).

L'utilisation d’un échantillon de référence nous a permis de comparer les trois run de séquencage
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 mémes
séquences était peu envisageable, toutefois les distributions de séquences globales étaient
comparables. Dans le futur, des controles négatifs pourront étre intégrés dans le run afin de
vérifier I'absence de contaminations pendant le traitement des échantillons ou lors du séquencage
haut débit.
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ARTICLE Il

3.1 INTRODUCTION A L'ETUDE

Les mollusques bivalves, tels que les huitres cultivées dans les environnements cotiers, sont
considérés depuis de nombreuses années comme un aliment a haut risque. Si les réglementations
actuelles basées sur des indicateurs bactériens permettent de réduire efficacement les épidémies
dues a la contamination bactérienne, ces mollusques restent en effet I'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 a accumuler des virus, expliquent
leur réle dans les épidémies virales, la plupart dues a une contamination par des norovirus (NoVs)
(McLeod et al., 2017; Venugopal et al., 2018; Bellou et al., 2013). Appartenant a la famille des
Caliciviridae, les NoV sont la principale cause de gastro-entérite aigué chez I'homme et sont donc
fréquemment détectés dans les eaux usées (Atmar et al., 2018; Sano et al., 2016).

Le séguencage métagénomique appligué a une grande variété d'échantillons a démontré son
intérét dans divers domaines (Kallies et al., 2019; Giu et al., 2019; Alberti et al., 2017). Cependant,
malgré I'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 a I’'héte ou au microbiote, compliquent I’analyse
metagénomique (Hjelmso et al., 2017 ; Nooij et al., 2018 ; Bibby et al., 2013). Une élimination
efficace autant que possible des acides nucléiques de I'hote et des bactéries, suivie d'un
traitement a la nucléase pour éliminer les acides nucléiques libres, sont des étapes indispensables
pour identifier la présence des virus entériques humains, qui possédent pour la plupart des petits
génomes a ARN. Cela signifie qu'une conversion en ADN et des étapes d'enrichissement ou
d'amplification sont également nécessaires.

Des hexaméres aléatoires, appelés communément random, sont souvent utilisés pour la synthése
du double brin d’ADN (New England Biolabs (NEB), USA). En 2005, Endoh et collegues, ont
sélectionnés un pool d’hexameéres non ribosomiques favorables a la retro transcription du virus a
ARN. L'utilisation de ces hexameéres s'est révélée utile pour la détection de virus de mammiferes
indépendamment de I'espéce échantillonné (Endoh et al., 2005).

Des systémes de captures ont également été développés afin de favoriser la metagénomique
virale et permettant d’enrichir I'extrait d'acides nucléiques a I'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 contrbéles de qualité et de bonnes pratiques de laboratoire sont
essentiels. L'ARN est sensible a la dégradation et peut étre facilement perdu au cours des
différentes étapes du protocole. Cependant, le principal défi consiste a prévenir la contamination,
comme cela a déja été observé pour de nombreuses autres méthodes de détection moléculaire.
Des réplicats techniques et/ou biologiques peuvent en outre étre utilisés pour vérifier la bonne
répétabilité de détection et pallier aux faibles concentrations virales, permettant de séquencer
plusieurs fois le méme échantillon et de fusionner les données de sortie suite a I'analyse
metagénomique (au niveau des contigs assemblés).
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3.2 OBJECTIF DE L'ETUDE

L’objectif de ce travail était I'évaluation de la diversité des virus entériques humains, et la
caractérisation des souches de NoVs accumulés par des huitres contaminées par un échantillon
d’eau usée. L'impact de différentes amorces utilisées lors de I'étape initiale de transcription
inverse a été évalué comparant les hexaméres random, le set sélectionné par Endoh et al. (2005)
et un set concu en interne (In-house designed, 1-HD) pour réduire la transcription des ARN des
huitres et des moules au cours de la préparation de I'ADNc en ciblant les séquences des NoVs.
Trois lots d’huitres ont été utilisés pour étudier I'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 I'eau de mer traitée aux UV et nourris avec du phytoplancton et
Cassostrea gigas (C. gigas-1) acheté auprés d'un producteur local (ouest de la France).

Chaque échantillon a été séquencé trois fois afin d’évaluer I'impact des réplicats techniques dans
| ‘analyse de la diversité des NoV par métagénomique.

Plusieurs contréles négatifs en NoVs ont été ajoutés, incluant des tissus d’huftres non contaminées
(pour chaque lot), I'eau UltraPure™ utilisée en laboratoire pour le traitement des échantillons et
I’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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Metagenomic to detect norovirus and other Human enteric viruses in oysters: impact on
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Highlights: (34 5)

- Three different hexamer sets were used to prime cDNA in order to increase human enteric virus

detection,

- Capture-based deep sequencing approach was applied to oyster samples using the VirCapSeq kit
developed by Roche

- Analysis of bioaccumulated oyster samples under technical replicates allowed identification of a
large diversity of Human norovirus strains.

- Two full norovirus genomes were detected from one oyster sample (Ostrea Edulis).

Abstract: (<400 mots)

Human virus transmission through food consumption has been identified since many years and the
international trade increases the risk of dissemination of viral pathogens. The development of
metagenomic approach holds many promises for the surveillance of viruses in food and water. This
work aimed to analyze norovirus diversity and to evaluate strain-dependent accumulation patterns in
three oyster types by using a metagenomic approach. Different hexamer sets to prime cDNA were
evaluated before capture-based approach to enhance virus reads recovery during deep sequencing. The
study includes the use of technical replicates of artificially contaminated oysters and the analysis of
multiple negatives controls. Results showed a clear impact of the hexamer set used for cDNA
synthesis. A set of In-house designed (I-HD) hexamers, selected to lower mollusk amplification, gave
promising results in terms of viral reads abundancy. However, the best correlation between Cy values
and number of reads was observed using random hexamers. Sequences of different human enteric
viruses belonging to Reoviridae, Picornaviridae, Picobirnaviridae, Astroviridae and Caliciviridae
were identified using the different sets of hexamer for cDNA priming. Regarding human norovirus,

different genogroups and genotypes were identified among contigs longer than 500 bp. Two full
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genomes and six sequences longer than 3600 bases were obtained allowing a precise strain
identification. The use of technical triplicates was found valuable to increase the chances to sequence

viral strains present at low concentrations.

keywords: norovirus, oysters, metagnomic, human enteric viruses.
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1. Introduction

Human virus transmission through food consumption has been identified since many years and
preventative measures have been undertaken in many countries. Nonetheless, these remain imperfect,
and the international trade increases the risk of dissemination of viral pathogens (Li et al., 2018). The
main sources of food contamination with viruses are infected food handlers, zoonotic transmission
(essentially for hepatitis E virus) or contact with sewage-contaminated waters during the production
process (Bosch 2018). For the two first cases, a test, targeting the virus excreted by the food handler or
by the animal, may directly identify the contaminant in the foodstuff. However, when dealing with
food contaminated during production, the virus identification may be more challenging. Indeed, a
variety of human enteric viruses are excreted by the human population and may contaminate the
environment mainly through sewage discharge (Metcalf et al.,1995). With the increasing demands of
water for agriculture or human activities, wastewater re-use will be necessary, increasing the risk for
environmental virus pollution, and subsequent viral transmission through contaminated food (Sano et
al., 2016). Being able to identify the virus contaminating a food sample will be of primary importance
for risk management and consumer safety (Nieuwenhuijse et al., 2017).

Bivalve molluscan shellfish such as oysters are consumed worldwide and considered as a
source of important nutrient (Venugopal et al., 2018). However, they have been identified for many
years as a high-risk food (Metcalf et al., 1995). Regulations based on bacterial indicators, have
lowered the frequency of outbreaks due to bacterial contamination, but oyster remain one of the most
frequently associated food in foodborne viral outbreaks (Yu et al.,2015). Although some reporting bias
in outbreaks identification contribute to increase their image of risky food, different factors, such as
their mode of consumption (mainly raw) and their capacity to accumulate viruses by filtering large
amount of water, explain the documented implication of shellfish in viral outbreaks on recurrent
occasions (Bellou et al., 2013, Yu et al.,2015, McLeod et al., 2017, Venugopal et al., 2018). Most of
these outbreaks are due to Human norovirus (HuNoV) contamination. Belonging to the Caliciviridae
family, HuNoV rank as the leading cause of acute gastroenteritis in human, and thus are frequently
detected in human sewage (Sano et al., 2016, Atmar et al., 2018). Yet, other human enteric viruses
such as hepatitis A virus or rotavirus have also been implicated in shellfish borne outbreaks (Kittigul
et al., 2014, Boxman et al., 2016). Thus, following a flooding event close to a shellfish production
lagoon, we detected up to seven different virus strains in oyster and clinical samples, including an
Aichi strain identified for the first time in Europe in an oyster sample (Le Guyader et al., 2008).

Metagenomics refer to the description of all nucleic acid sequences present in a sample
allowing the description of bacteria, archaea, eukaryotes or viruses (Giu et al.,2019, Kallies et al.,
2019). However, despite the abundance of viruses on the earth, the virome is still poorly described
(Rosani et al.,2019). As a catch-all, agnostic and sensitive approach potentially allowing the detection

and identification of the whole viral genomic material, metagenomic sequencing holds many promises
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for the surveillance of viruses in food and water (Nieuwenhuijse et al.,2017). Nevertheless, several
issues remain, owing to both the diversity of potential viral contaminants and the very low level of
contamination in complex food matrices (Nieuwenhuijse et al.,2017). Indeed, viral metagenomics is
generally performed by removing as much host, matrix and bacterial nucleic acids as possible
followed by nuclease treatment to remove free nucleic acids. These steps are of primary importance to
identify human enteric viruses, most of them having a small RNA genome, among the vast amount of
DNA derived from the host or the food matrix. Besides, most viruses of interest bearing an RNA
genome require a conversion to cDNA. Finally, enrichment or amplification steps are also frequently
needed to increase the recovery of viral sequences (Wylie et al., 2018). An approach combines cDNA
synthesis and enrichment in virus sequences by using primers selected to avoid reverse-transcription
of the host ribosomal RNA while allowing the priming of mammalian viruses (Endoh et al., 2005).
Such non-ribosomal primers have been successfully applied to the sequencing of mammalian viruses
in clinical samples (Cotten et al., 2014), and could contribute to the detection of human viruses in
food.

The work presented here first aimed at evaluating the selection of primers used for reverse-
transcription in order to assess the diversity of human enteric viruses in artificially contaminated
oysters. Secondly, we wanted to explore the use of technical replicates to analyze HuNoV diversity by

metagenomic sequencing.

2. Materials and methods

2.1. Oyster batches

Two large oyster batches raised in a scientific farm with UV treated secawater and fed with
phytoplankton produced in the farm were used: one batch of Ostrea edulis (called O. edulis) and one
of Crassostrea gigas (C. gigas-2). A third batch of Cassostrea gigas oysters (C. gigas-1) purchased
from a producer (western France) was included in the study.

Immediately after arrival in the laboratory, Escherichia coli, total flora and total marine bacteria were
counted in shellfish flesh as described previously. Briefly, 15 oysters of each batch were homogenized
(1:10) with Peptone Salt Solution (Oxoid, France) and further two one-Log dilutions were performed.
Each of these dilutions were then inoculated on Plate Count Agar (Oxoid) and Marin agar
(FisherScientific, France) on duplicate and incubated for 72 h at 30°C and 20°C respectively.
Escherichia coli were quantified according to the standard NF V08-106 (AFNOR, 2010).

2.2. Bioaccumulation

139



120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156

A composite 24-h raw sewage sample was collected at the inlet of a waste-water treatment
plant in western France, titrated for HuNoV concentration and used to contaminate three aquariums
filled with 22 L of natural seawater, to reach a final concentration of 10’ HuNoV (GI + GII) RNA
copies/L. The water temperature was kept at 12 =1 °C.

Each tank received 100 oysters of each batch for contamination during 24 h. Twenty-five oysters of
each batch were kept in 5-L of clean seawater as negative controls. After 24 h, all oysters were
collected and flesh weights were recorded to calculate the allometric coefficient, used to describe the
physiology of the animal (Polo et al., 2018). Digestive tissues (DT) were dissected using a sterile

knife, pooled, chopped and distributed in 2 g aliquots immediately stored at -80°C until analysis.
2.3. Quality controls

Non-bioaccumulated oysters, seawater, and UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water
(TechnoFisher, France) used during the experiment were verified for the absence of NoV

contamination and included in deep-sequencing analysis. All these controls were analyzed once.

2.4. Samples preparation

Sewage and control seawater samples were treated with the Pyro-PEG method as previously
described (Strubbia et al., 2019). Briefly, 10 mM sodium pyrophosphate was added to 40 mL of
sample and incubated for 40 min at room temperature under gentle agitation (Bisseux et al., 2018).
After sonication, and centrifugation at low speed to eliminate big particles, supernatants were
recovered and the pH adjusted to 7. After incubation with polyethylene glycol 6000 (PEG) (Sigma-
Aldrich, St-Quentin, France) and centrifugation, the pellet was resuspended in 2 mL of glycine buffer
(0.05 M) pH 9.

DT aliquots (2 g) were incubated with 2 mL of proteinase K (Thermo Fisher Scientific) for 15 min at
37°C and 15 min at 60°C. After sonication (Bandelin UD 2200 with cup-horn adaptor) for 3 min at
maximum power (cycles of 1 min with 1 min on ice), the mixture was centrifugated for 5 min at 3,000
x g. Then the supernatant was mixed with 10 mM sodium pyrophosphate (Bisseux et al., 2018) and
incubated 40 min at room temperature under gentle agitation. After 20 min of centrifugation at 8,000 x
g, the supernatant (3 mL) was recovered and 1.5 mL of a PEG 24% (wt/vol)-sodium chloride (1.2 M)
solution was added prior incubation for 1 h at 4°C. After centrifugation for 20 min at 8,000 x g, the
pellet was resuspended in 1 mL of glycine buffer (0.05 M) pH 9.

All samples were treated with 10 pL/mL OmniCleave™ Endonuclease (Lucigen Corporation) and 100
uL MgCl, (100mM) for 1 h at 37°C. As some inhibitors may persists, an additional RNA purification
was performed using the RNA Clean & Concentrator ™ -5 kit (Zymo Research, Irvine USA). These

NA extracts were used for HuNoV quantification and to prepare libraries under technical triplicates.
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2.5. NoV quantification/detection

Each extract was analyzed by real-time RT-PCR using primers and probe targeting the
conserved region between ORF1 and ORF2 for HuNoV GI and GII, using a one-step real-time RT-
PCR kit (Invitrogen) (Le Guyader et al., 2009).

2.6. In-house designed hexamer set

Following the method described by Endoh et al. (2005), an In-House Designed (I-HD)
hexamer set was selected to lower oyster and mussel rRNA transcription during cDNA preparation. A
host rRNA reference set corresponding to 48 sequences of bivalve molluscan shellfish was selected
from Silva rRNA database by compiling “ostrea” and “mytilus” sequences (Glockner et al., 2017). A
second reference set containing 79 HuNoV sequences from complete or partial genomes available in
EBI project Compare (https://www.ebi.ac.uk.cna/pathognes/xref) was selected. A python script
(v2.7.9) was used to compute the number of occurrences of the 4096 hexamers in each sequence
(reverse complement search) for the two references. The probability was calculated as the number of
occurrences in sequence divided by the length of each sequence selected as a reference. This allowed
the selection of 166 hexamers (forming the I-HD set) with no (or low) match for oysters and mussels

rRNA and with probability between >0.1 and <0.3 to match to HuNoV sequences.

2.7. Library preparation and capture-based deep sequencing

Technical triplicates were performed for each batch. Two sets of hexamers, random hexamers
(New England Biolabs (NEB), USA) and I-HD hexamers were used to prepare the cDNA from the
RNA extracted from the three oyster batches, the sewage sample as well as from all controls
(seawater, control oysters, and UltraPure™ water). Additionally, RNA from C.gigas-1 batch was also
reverse-transcribed using the Endoh hexamer set (Endoh et al., 2005). The reverse transcription was
performed using the enzyme SuperScript II (ThermoFisher) and 5 pL. were used to perform a real-time
HuNoV GII PCR using primers and probe as described above. A total of 33 ¢cDNA was obtained and
organized into three pools for the next step, considering a uniform distribution of technical replicates
(Fig. 1). Each pool contained seven cDNA prepared from a bioaccumulated oyster batch, with an even
distribution of the hexamer set, two negative oyster cDNA and two libraries prepared from one water
sample (either sewage, or seawater or UltraPure™ water sample) (Fig. 1). After double strand DNA
synthesis using second strand reaction buffer from NEBNext Ultra RNA Library prep, a physical
fragmentation (Ultrasonicator M220, Covaris) was performed for 3 min. To reach the advised

quantities preconized by the manufacturer, ten amplification cycles were added to the control sample
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extracts. Libraries were prepared using the kit KAPA Hyper Prep (Roche), adapter ligation was
performed and viral sequences were enriched using VirCapSeq-VERT capture panel (Roche) (Wylie
et al., 2015). The capture was done simultaneously on the 3 pools.

Sequencing was performed on an Illumina NextSeq 500 using High output kit V2 (Illumina) to

generate 2 x 150bp reads.

2.8. Bioinformatic pipeline

Metagenomics bioinformatics pipeline included quality trimming, de novo assembly, and
sequence alignment and annotation. Illumina adapters were removed from raw reads before trimming
from 3’ to 57 to reach a Phred score above 25 (TrimGalore v.0.4.1). Trimmed reads were de novo
assembled using SPAdes v.3.12.0 to obtained contigs (Bankevich et al., 2012). The first step of
SPAdes pipeline was error correction (hammer tools) with default setting, then assembly was
performed using de Bruijn graph algorithm and a set of k-mer lengths of 21, 33, 55, 77. To ensure a
reliable identification, only contigs longer than 500 nt were identified using BLAST v.2.6.0, and only
sequences with identity score above 85% were considered during data analysis. The coverages and
abundances of selected contigs were further evaluated using Bowtie 2 v2.3.0. (Langmead et al., 2012).
Contigs originating from oyster DT sequenced in triplicate were analyzed separately and sequences
identified as belonging to Caliviridae family were genotyped using HuNoV genotyping tool v.2.0
(Kroneman 2011). The high amount of reads produced from sewage samples required a normalization

step prior assembling using bbmap v.38.22 to reach a coverage of 40 (Bushnell et al_, 2017).
2.9. Statistical analysis

The Pearson correlation test was applied to evaluate the relationship between NoV GII Cr
values and the number of reads par million (rpm), according to the hexamer set used. RStudio
v1.2.1335 was used to calculate the correlation and to plot data.
3. Results
3.1. Oyster microbiology and controls

The mean weight of individual oysters from the two C. gigas batches were similar (9 and 9.5 g
for C. gigas-1 and C. gigas-2 respectively) while flat oysters weighted around 5 g. However, the
allometric coefficients (flesh weight divided by DT weight) varied from 17 to 19 for the three batches,

meaning that their physiological conditions were similar and are thus comparable for the three

different bioaccumulations.
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All three oyster batches were devoid of fecal contamination (concentrations were lower than
67 Escherichia coli / 100g of total flesh). The marine bacteria concentrations were also identical for all
three batches and varied from 1.1x 107 units forming colony (UFC)/100 g for C. gigas-2 batch to 4.9 x
107 UFC/100g to C. gigas-1 batch. The only difference was found for total flora with a concentration
one Log higher for C. gigas-1 batch (5.4 x 10° UFC/100g) compared to concentrations measured in C.
gigas 2 and O. edulis batches (5.5 x 10" and 4.8 x 10* UFC/100g respectively) that were raised in clean
experimental facilities.

HuNoV concentrations in the sewage sample used for the bioaccumulations were 6.7 x 10* and
2.9 x 10* for GI and GII respectively. After bioaccumulations, the three oyster batches reached similar
NoV contamination levels, as measured by rRT-PCR, with C values ranging from 29.8 to 32.7 for
both genogroups, corresponding to concentrations from 9.7 x 10* RNAc/g of DT for O. edulis batch to
2 x 10° RNAc/g of DT for both C. gigas batches. For all negative control oyster batches (non-
bioaccumulated oysters) and the seawater used for the bioaccumulation, NoV RNA levels were under

the limit of detection of the method.
3.2. Theoretical calculation for the three hexamer sets

The three hexamer sets used in this study, Endoh, Random and I-HD were evaluated for their
theoretical probability to recognize a panel of Human enteric virus sequences, as well as mollusk and
rat genomes among eukaryote sequences (Fig. 2). The random set presented the same probability
(around 23 %) to match with all sequences selected for our evaluation. Endoh and I-HD sets presented
a lower probability to recognize rat sequences than the random hexamer set. As expected the I-HD set
did not match with shellfish sequences, while the Endoh set recognized shellfish sequences with a
probability around 12 to 15 %. Regarding virus sequences, the Endoh set displayed a large variability
with a higher probability to recognize picobirnavirus and rotavirus sequences compared to HuNoV.
The I-HD set presented less variability in the probability to match with the different human enteric
virus sequences selected, with a slightly higher probability to recognize HuNoV sequences than the
Endoh set. Here, we aimed at evaluating the performance of our I-HD set to recover human enteric
virus sequences in oyster extracts, by comparing them to random primers on all samples. The Endoh
set, which is optimized for mammalian virus in rodent cells, was used to prepare triplicate libraries for

only one sample (C. gigas-1), as a control.
3.3. Run outputs
A total of 432,023,640 raw reads were produced during the Next-Seq500 run, 39% of these

reads corresponded to the two libraries prepared with the sewage sample. This high number of reads

(167,864,533) obtained from the sewage sample was normalized with BBNorm which induced a loss
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of 96% of reads, leading to read counts comparable to the other samples. Quality trimming was
applied to all samples and eliminated 2% of reads of the sewage sample, and between 1% and 3% of
reads from oyster samples (including contaminated oysters and negative controls). The two water
controls provided high number of reads presumably due to the additional amplification cycles
performed during the library preparation to obtain the same amount of DNA. After trimming the
number of reads, the seawater control was lowered by 15% while for the UltraPure water control, the

loss represented around 6% of the initial reads.

3.4. Host abundance and viral reads

To analyze the impact of the hexamer sets used to prepare the cDNA, we cumulated all the
reads obtained from bioaccumulated oyster libraries prepared using either the I-HD or the random
hexamer sets (Endo set was excluded as it was used for only one sample) (Fig. 3). Both for Eukaryota
and Mollusca reads, the I-HD set gave lower numbers with a greater variability, confirming their
capacity to decrease the sequencing of eukaryote and specifically mollusk genomes. In addition, the
number of reads targeting virus sequences which was higher using the I-HD set compared to the
random set. However, when analyzing reads targeting the HuNoV reads, the random set yielded a
higher abundancy than the I-HD set (Fig. 3).

The highest amounts of reads attributed to viruses was obtained from the sewage libraries (69 and 63%
out of total reads with I-HD and random hexamers, respectively (Table 1). Recovering such a huge
amount of reads form one library was not expected, and draws attention on the preparation of mixes
into different pools as it may favor one sample and overshadows the others. This also showed the
importance of technical triplicates. A low number of mollusk reads was obtained from the seawater
libraries (Table 1). This is natural seawater that has been in contact with some mollusks prior
sampling. It was more surprising to obtain a high number of reads from the UltraPure water control.
This was probably due to non-specific amplification which may have occurred during the additional
amplification cycles performed to reach enough DNA concentration during the library preparation, or

a tag jump, or due to a possible laboratory contamination during the preparation step.

3.5. Virus diversity in samples

Sequences of five viral families (Reoviridae, Picornaviridae, Picobirnaviridae, Caliciviridae
and Astroviridae) were identified in the sewage sample and in the three bioaccumulated oyster batches
(Fig. 4). In the sewage sample, the two hexamer sets gave similar numbers of reads, with the highest
read numbers blasting to the Astroviridae family. The same five families were identified in the three

oyster batches with the two hexamer sets. The Picornaviridae sequences were the less frequently
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identified sequences (ranging between 0 and 100 rpm) while Astroviridae and Picobirnaviridae
families were the most represented (between 100 and 10000 rpm). The library prepared using the
Endoh set, provided the lowest read numbers for all five families. The random set provided the highest
read numbers for all five families in agreement with total viral read numbers obtained (Fig. 4). The
negative controls included in this study provided no significant read numbers for the five virus
families except the C. gigas-1 negative control. This batch bought to a producer could have been
contaminated in the producing area, or it could be a laboratory contamination during the sample
preparation or the library preparation, as this negative control was in the pool with the most

contaminated sample (sewage).

3.6. Correlation between HuNoV RNA Cy values and number of HuNoV reads

We evaluated the impact of the set of hexamers used for cDNA synthesis on HuNoV recovery,
as measured by rRT-PCR following this first step (Table 1). The random hexamers set provided lower
Cy values (meaning higher HuNoV concentrations) for all batches compared to C; values obtained
with the I-HD set. For the C.gigas-1 nucleic acid extract, the Endoh and I-HD sets provided
comparable Cy values. The Endoh set, used to prime cDNA of one sample, provided Cy values in the
same range as the I-HD set. Accordingly. the use of random hexamers led to the highest number of
HuNoV reads recovered from the C. gigas-2 and O. edulis libraries, but this was less clear for the C.
gigas-1 batch. A significant negative correlation between HuNoV reads frequency and Cy value was
found when using random hexamers (Pearson correlation value: r = -0.81, p < 0.05) but not when
using the I-HD set (Fig. 5). This statistical analysis was not performed with the Endoh set as data was
available for only one sample.

No HuNoV reads were obtained from the O. edulis or C. gigas-2 negative control batches.
However the C.gigas-1 negative control libraries allowed the identification of 44 and 179 HuNoV
reads, confirming some of the Caliviridae reads (Figure 4), despite the absence of HuNoV detection
by rRT-PCR. As hypothesized above, this contamination could have occurred during the sample

processing, but also in the producing area.

3.7. Contigs length and HuNoV strain identifications

HuNoV contig length is an important criterion to select an effective method as longer contigs
allow a better strain identification. Reads obtained using the Endoh set for cDNA priming, generated
HuNoV contigs shorter than 500 nt, and thus were not considered for further analysis (Fig. 6). The
random hexamers set allowed the recovery of the longest HuNoV contigs, for all samples except two

contigs obtained from sewage sample. In this sample, the identified contig of 321 1nt obtained with I-
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HD was similar to a 2872 nt contig obtained with the random set. The longest HuNoV contigs were
obtained from O. edulis libraries, which yielded two whole HuNoV genomes (Fig. 6) (Table 2). From
oyster samples, the longest HuNoV contigs obtained using the I-HD set were of 1436, 899 and 1056 nt
from C. gigas-1, C. gigas-2 and O. edulis batches respectively. Considering all samples, the I-HD set
allowed the identification of 150 and 194 HuNoV GI and GII contigs, while the random hexamers set
allowed the identification of 208 and 284 NoV GI and GII contigs. Indeed, when the contig lengths

were too short, strain identification was not possible, as observed with libraries built using Endoh set.

3.8. HuNoV strain diversity

Only contigs obtained from libraries prepared using the random hexamer set were considered
for HuNoV genotyping using the online Norovirus typing tool 2.0. For two oyster batches (C.gigas-2
and O. edulis), one library did not provide any contig meeting the criteria set up for the analysis (at
least 500 nt length and blast identity score over 85%). For the same two batches, one of the three
libraries provided few informative contigs that only allowed genogroup identification (Fig. 7). For the
O. edulis batch, the contigs obtained for the third replicate were distributed among five HuNoV GII
strains in the ORF1 and four in the ORF2 typing region and one GI (both ORF1 and 2). Two complete
genomes (one Gl and one GII) were identified in one library from the O. edulis batch and a third one
was almost complete. In this same library, a sequence covering more than half of the genome was also
identified (Table 2). For the C.gigas-2 batch most of the contigs obtained fell into a non-typing region
of HuNoV GII ORF1 and only few contigs allowed the identification of a GILP16 and a GI.P4 strains.
Four sequences covering more than half of the genome were detected, three HuNoV Gl and one GII
strains. Five other strains longer than 1000 nt could also be identified either in the ORF1 or the ORF2
region (Table 2). Libraries obtained from the C.gigas-1 batch provided contigs for all three replicates.
A GLP1 sequence was observed in two replicates while the other one only provided genogroup
information. GI.P2, GIL.P16 and GII.P17 strains were also identified in one of the replicates. For the
ORF2 region, a GI.1 sequence was identified in the same two replicates while the other one allowed
only genogroup typing (Fig. 7).

In the sewage sample, contigs targeting non-typing region of the GII ORF1 and ORF2 were
the most prevalent. Thirteen contigs were obtained from the sewage sample, but the longest was less
than 3,000 nt and only one allowed genotyping of both the ORF1 and 2 (Table 2).

All the strains detected in the sewage sample were detected at least once in one of the oyster batches,
while the G1.2[P2] was detected only from oyster samples (full genome in O. edulis, and half genome
in C. gigas-2). Considering the variability observed among the library triplicates, this approach is
important to evaluate the diversity of viral strains that may be present in a sample. This may be of

particular interest for low contaminated samples such as oyster samples.
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4. Discussion

This study aimed to provide a method to identify HuNoV and other Human enteric viruses
among the virome of oysters DT. While nowadays HuNoV constitute the pathogen most frequently
implicated in oyster related outbreaks, other viruses such as hepatitis A virus or rotavirus have also
been responsible for clinical cases following raw oyster consumption, which highlights the interest of
their detection (Bellou et al., 2013, Boxman et al., 2016). Oysters usually get contaminated by filtering
seawater contaminated with human sewage, and thus accumulate a large diversity of human enteric
viruses. Such diversity and the low copy number of the viral pathogens in contaminated oysters
complicate their identification, and the containment and mitigation of foodborne outbreaks (McLeods
et al., 2017). Metagenomic approaches, describing all nucleic acid present in a sample, appear as a
promising tool to identify the different viruses that may be present without discriminating criteria.
The first challenge was to recover HuNoV from oyster tissues. HuNoV, and other enteric viruses, are
mainly concentrated in oyster DT where they may bind specific ligands (such as histo-blood group
antigen-like glycans, sialic acids) or be retained through non-specific ionic interactions (Di Girolamo
et al., 1977, McLeod et al., 2009, Le Guyader et al., 2012). Targeting these tissues improve the method
sensitivity and has now been validated worldwide (Atmar et al., 1995, ISO 15216-1, 2017). We used
an enzymatic treatment to elute viruses from the DT and we further improved the viral particle
recovery using a sonication step and a chemical elution using sodium pyrophosphate before PEG
concentration. Sonication was found useful for HuNoV cultivation in enteroids and it may help to
disrupt vesicles in which HuNoV may be trapped (Ettayebi et al., 2016, Santiana et al., 2018).
Alternatively. it may destroy bacteria to which the virus may bind (Miura et al., 2013). The combined
used of sonication and sodium pyrophosphate was found the best method to recover viruses from
sewage sludge (Brown et al., 2015). Considering the limited knowledge on the association of HuNoV
or other human enteric virus with bacteria, no filtration step was applied after the PEG concentration
to prevent any loss of viral particles (Conceicao-Net et al.,. 2015, Amarasiri et al., 2019).

Another challenge faced by metagenomics is the depletion of host or background nucleic
acids, that can account for up to 99% of the reads. This issue is encountered in clinical samples either
for ethical issues or to improve the sensitivity (Oechslin et al., 2018, Giu et al., 2019), as well as in
food samples (Bartsch et al., 2018, Wylezich et al., 2018). The use of non-ribosomal hexanucleotides
that favor RNA virus reverse transcription was found useful for species-independent detection of
viruses in infected cells (Endoh et al., 2005). Following the same rational, we selected a combination
of hexamers with the aim to reduce the binding to oyster and mussels rRNA. This indeed reduced the
host background by about 10% compared to random hexamers. However, these I-HD hexamers were
less successful to detect our target virus sequences than the random hexamer set, which may be due to
the reduced number of sequences from HuNoV and other Human enteric viruses that were used to

validate this selection. Thus, to increase the sensitivity and selectivity of our approach towards Human
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enteric viruses, the future development of this work will be to complete our hexamer selection by
extending to more HuNoV strains including new variants, and to other Human enteric virus sequences.
Indeed, beside the first step of sample preparation and nucleic acid purification this reverse
transcription is the key step for a successful deep sequencing. The control performed by real-time PCR
showed that depending on the hexamer set used, a difference of up to 3 Cy can be observed
corresponding to a 10 times difference in HuNoV concentration. Such gain is important when looking
for low contamination levels as usually found in marketed oysters (EFSA, 2019). In all samples, the
use of random hexamers led to a more efficient transcription of HuNoV sequences and to longer
contigs allowing a better HuNoV strain identification compared to the two other sets. Indeed,
norovirus genotyping requires contigs falling into specific regions of the genome at the end of ORF1
and the beginning of ORF2, which is less likely when reads are scarce and contigs, short. While the
Endoh set was applied to only one sample, all contigs recovered were short (<500 nt) and did not
allowed any HuNoV identification. The I-HD set looks promising as shown by results obtained with
the sewage sample, and the reduce mollusk background reads.

To fully exploit the potential of metagenomics applied to low contaminated samples, quality
controls and good laboratory practices are essential. RNA is sensitive to degradation and may be easily
lost during the different steps of the protocol. However, the main challenge is to prevent
contamination as already observed for many other molecular detection methods. Despite all
precautions (dedicated rooms, filter tips...) we cannot exclude that identification of virus contigs in
one of the negative control oyster batch and the UltraPure water resulted from contamination during
the process. probably during the library preparation or the flow cell amplification (Schnell et al.,
2015). The other negative controls (waters and oysters) presented few HuNoV reads that may be due
to PCR errors occurring during the additional amplification cycles needed to reach the 10 ng/uL
requested to satisfy the library kit instructions. The high number of reads recovered from the random-
set primed library for the UltraPure water was unexpected, and among the virus reads no contig
matching with Human enteric viruses was identified. None of the contigs detected in our negative
controls meet our quality criteria of 500 nt with 85% Blast score (applied for all enteric viruses), and
thus they were not considered for data analysis. Considering the huge sequencing capacity of high
throughput metagenomic sequencing which is able to detect contaminant from reagents, from past or
other experiments undertaken in the laboratory, the inclusion of negative controls that follow all the
experiment process is essential (Brown et al., 2016, Nieuwenhuijse et al., 2017, Wylie et al., 2018).

In a previous study, a reference sample that we inserted in three separated runs provided
similar HuNoV diversity, but with some variation in contigs lengths (Strubbia et al., 2019). In the
present study, technical triplicates were used to evaluate the impact of library preparation. Such
approach was found valuable to minimize potential bias in aquarium water virome analysis (Kim et
al., 2017). Our study confirmed the interest of such replicates as NoV diversity varied from no contig

to several sequences assigned to different genotypes, depending on the library considered for one
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given sample. Replicate libraries may be recommended in the future for low contaminated sample as it
enhances the probability to identify rare sequences. When dealing with food samples this is important
for further risk analysis. Finding two NoV sequences of less than 200 base pairs in a sample clearly
identified as being responsible of an outbreak may be interpreted as a positive argument to destroy the
food in question, but it may also be a challenging issue for risk managers in absence of any
epidemiological data (Bartsch et al., 2018). Providing solid arguments of repeatable detection in
technical or biological replicates may help to increase confidence in this highly sensitive method.

Another valuable option to increase method sensitivity towards Human enteric viruses is to
enrich the nucleic acid extract using a targeted sequence capture (Brown et al., 2016, Wylie et al.,
2018). As mentioned above, HuNoV and most of other human enteric viruses have short RNA
genome, making them very difficult to identify among the outnumbering other nucleic acids that may
be extracted from the oyster DT. Adding too many steps before nucleic acid extraction may lead to the
loss of viral particles or be too selective when based on physical properties (size selection, pH
treatment, etc...). An alternative method for enrichment in viral sequences was proposed few years
ago by using a targeted sequence capture (Wylie et al., 2015, Brown et al., 2016). We successfully
used this capture-based approach in a previous experiment where direct metagenomic detection did
not allow HuNoV identification (Strubbia et al., 2019). Here, this capture-based approach was applied
to all samples, including the sewage sample used to contaminate the oysters, leading to a massive
amount of reads in the two libraries prepared from that sample. Despite the normalization step, the
amount of reads produced and the large HuNoV diversity, complicated the de novo assembly and
impaired the assembly of full HuNoV genome from sewage sample. Detection of viruses can be
performed after de novo assembly of short reads into longer sequences (contigs) followed by a variety
of computational methods to detect known and novel viral sequences. A number of workflows have
been published but their selection may be challenging for new users since the bio-informatic pipeline
used can make a difference to identify rare sequence or new virus genome (Cotten et al., 2014, Oude
Munnink et al., 2016). A proficiency test performed to analyze viral reads highlighted the need to
share worflows and to harmonized criteria for their validation (Brown et al., 2015). In a literature
review, considering all published workflows for virus metagenomics, a strategy was proposed to select
the optimal workflow (Nooij et al., 2018). Such approach is of particular interest for environmental or
food samples to detect what is considered as a needle in a haystack (Rosani et al., 2019).

In this study, two full HuNoV genome sequences were identified in one of the oyster sample
contaminated with a thousand copies of HuNoV GI or Gll per g of DT. These promising results
demonstrate the possibilities to improve the method sensitivity and its applicability to even less
contaminated oyster samples. Considering the variability of HuNoV and their high frequency of
genome recombination, it is important to achieve the recovery of long contigs that allows strain
identification both in the ORF1 and ORF2 typing regions (Chhabra et al., 2019). HuNoV from

different genotypes differ in their ability to cause disease thus a proper identification will help risk
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manager to take adequate decisions (Parra et al., 2017, Atmar et al., 2018). For food outbreak analysis,
the strain identification in the two ORFs will be the only suitable way to identify transmission
pathways (Nieuwenhuijse et al., 2017, Nooij et al., 2018). Over the three oyster batches, 28 contigs
longer than 1000 nt were obtained, half of them providing the ORF1-ORF2 junction region, showing
that the method proposed here may help to investigate shellfish-borne outbreaks.

In human or in environmental matrices, the microbiome may play a role for HuNoV selection or
persistence (Monedero et al., 2018, Amarasiri et al., 2019, Walker et al., 2019). In this study we
compared two batches of Crassostrea gigas oysters: one that has never been exposed to human fecal
contamination and one bought from a local producer. This producer was selected in a clean area to
avoid pre-existing HuNoV or Human enteric virus contamination, but still some differences were
observed in bacteria concentrations. Nonetheless, no difference either in terms of HuNoV
bioaccumulation or in terms of strains identification were found between the two batches. No
difference either was observed with Ostrea edulis, except that this batch was the one that provided the

longest contigs for HuNoV identification.

5. Conclusions

Environmental samples such as oyster tissues are complex matrix generally characterized by
low virus concentration. The scientific interest on developing an approach able to reduce the host
background is high and need to be further investigated. An optimization of the hexamer set we
designed can be considered extending the number and the diversity of the reference sequences used for
hexamer selection. Furthermore, the use of triplicate librairies is recommended to increase the chances
to detect viruses present in low concentrations. Reliable data are also ensured by the use of negative

controls which should always be included in a metagenomic run.

Data availability

The short reads data for this study has been deposited in the European Nucleotide Archive (ENA)
http://www.ebi.ac.uk/ena/dta/view/PRIEB34625 (ERS3786121-3786154, ERX3562554-3562586 and
ERR3564155-3564187). The full genome or longer than half genome sequences for HuNoV were
deposited in GenBank and are available under the accession numbers MN416944, MN416945,
MN416946, MN416764 and MN416765.
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Table

Table 1 : Read counts and HuNoV Cy values obtained for the different samples using the three

hexamer sets
Sample Hexamer Pool Millions of reads NoV NoV GII
set Trimmed Eukaryote Mollusk Virus Reads Cy values*
C. gigas-1 I-HD 1 4 3 3 0.05 1,650 32.2+0.2
2 27 23 23 0.5 26,084 32.0+£03
3 25 22 22 0.3 3,020 322403
Random 1 6 5 5 0.04 1,854  30.6+03
2 30 27 26 0.2 4743  30.6+02
3 25 23 23 0.2 7,299  30.7+0.1
Endoh 1 3 3 3 0.03 R6 32406
2 191 17 16 0.2 8887 322402
3 30 28 27 0.2 5402 32.0+05
C. gigas-2 I-HD 1 4 3 3 0.1 1,601  32.7+0.2
2 17 15 4 04 833 325x03
3 25 22 21 0.4 4350 32.7+03
Random | 35 3 3 0.07 184 31.7+03
2 27 23 22 0.6 17,264  308+0.2
3 28 25 24 0.7 41,583 31202
0. edulis I-HD 1 3 2 2 0.1 3955 348+37
2 22 17 17 0.7 14454 348+006
3 22 18 18 0.5 3,696 32603
Random 1 4 3 3 0.3 17,842 299x0.2
2 26 29 19 0.5 32,774  29.9+0.1
3 27 21 21 0.7 8011 303+0.1
C. gigas-1 nc® [-HD 1 0.1 0.06 0.065 0.009 44 no Cy
Random 1 2 2 0.3 179 no Cy
C. gigas-2n¢® I-HD 2 20 12 12 2 2 no Cy
Random 2 18 11 11 1 0 no Cy
0. edulis nc® [-HD 3 23 6 6 6 0 no Cy
Random 3 26 5 5 7 0 no Cy
Sewage I-HD | 6 0.1 0.003 1 159,838 322+04
Random 1 G 0.1 0.002 I 162,168  28.7+0.1
UltraPure I-HD 3 0.7 0.03 0 0.008 0 no Cr
Random 3 33 5 0.009 7 0 no Cp
Seawater I-HD 2 6 0.09 0.01 1 2 no Cy
Random 2 0.4 0.03 0.007 0.0002 0 no Cy

* NoV C; values expressed as the mean value of three PCR replicates and the standard deviation, °nc:

negative control, I-HD: In House designed hexamers; +Number of reads after normalization with

bbnorm
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Table 2 : HuNoV strains identified in the samples using random hexamers.

Sample Node Reads Length ORF1 ORF2 Ref.sequence  Identity

Sewage 189 2,993 2872 - Gl.1 MH638229.1 97.08
237 4435 2564 GILP1 - MH638228.1 98.28

294 5557 2299 - GL1 MH638229.1 99.76

601 3.380 1677 GILP12 - MG601447.1 98.20

727 2,939 1528 Gl - MH218642.1 97.86

832 1,124 1435 Gl - MF421538.1 99.03

879 3,050 1401 - GIL3  MG601451.1 98.36

971 5316 1346 GL.P4 Gl4 LN854563.1 97.70

1128 2,987 1244 Gll - MH218642.1 98.12

1147 1,314 1233 Gl - LN854563.1 97.49

1236 425 1191 Gll - KM 198498.1 94.43

1455 578 1097 Gl - LN854563.1 96.89

1656 10,035 1029 GILP7 GIL6 MH218642.1 98.74

C.gigas-1 34 560 2243 GILP7 GIL6  MH218642.1 97.46
38 241 2192 GL.PI Gl4 LN854563.1 87.79

156 1,082 1629 GLPI GIL.1 MH638229.1 97.85

192 52 1055 Gll - MKO073886.1 98.62

209 94 1016 - GlL.1 MH638229.1 98.13

C.gigas-2 13 1951 4205 GILP7 GIL6 MH218642.1 98.05
16 2341 4023 GLP4 Gl14 LN854563.1 96.69

17 1,385 3960 GLP1 GL1 MH638228.1 98.84

20 2296 3677 GLP2 GIL.2 KF306212.1 99.12

26 619 3303 - GIL6 MH218642.1 98.00

216 176 1371 - GIL3  MG601451.1 94.39

77 464 1985 Gll - MG601447.1 98.39

346 174 1101 GILPI2 GIL3  MH260511.1 98.37

85 338 1893 Gl - MH218649.1 97.68

86 445 1890 - Gl.2 KF306212.1 99.15

98 261 1817 Gll - MG601447.1 98.24

326 167 1038 - Gl4 GQ413970.1 97.15

377 111 1072 Gll - KU870455.1 94.96

434 138 1019 Gl - LN854563.1 95.49

O.edulis 2 2858 7445 GILP7 GILL6 MH218642.1 98.06
4 2,261 7288 GLP2 GL2  LNB54563.1 99.69

5 1,722 6422 GILP12  GIL3  MG601447.1 97.88

25 1,594 3852 GLP4 GL4 LN854563.1 96.72

30 387 3257 GILP7 - KU870455.1 95.42

51 641 2479 - GIL6 KU870455.1 95.60

59 1487 2274 GLPI GI.1 MH638228.1 98.55

95 729 1741 - GL1 MH638229.1 97.97

105 120 1618 Gl - LN854563.1 96.89

Contigs longer than 1000 nt are shown with the node number assigned during assembly, the number of
reads that mapped to the assembled contig, the contig length, the ORFs identification according to the
NoV typing tool v2.0 (Kroneman et al, 2011), and the reference sequence and percentage of identity
obtained using BLAST (NCBI). In bold the sequences longer than half of the complete HuNoV

genome.
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Figure 3 oyster batches + NoV-positive sewage 5 negative controls

i I I

C. glgas 1 C. gigas-2 0. edul:s Sewage C.gigas-1-nc C.gigas-2-nc O.edulis-nc  Seawater Ultrapure water

Elutlon/concentratlon/ nucleic acid extraction

.

cDNA synthesis using 3 different sets of primers

Endoh’s design Random hexamers In-house design
v v v
Librairies preparation and distribution in three pools
Pool 1 Pool 2 Pool 3
C.gigas-1-E C.gigas-1-E C.gigas-1-E
C.gigas 1-R C.gigas 1-R C.gigas 1-R
C.gigas-1-IHD C.gigas-1-IHD C.gigas-1-IHD
C.gigas-2-R C.gigas-2-R C.gigas-2-R
C.gigas-2-1HD C.gigas-2-IHD C.gigas-2-IHD
O.edulis-R O.edulis-R O.edulis-R
O.edulis-IHD 0.edulis-IHD 0.edulis-IHD
C.gigas-1-nc-R C.gigas-2-nc-R O.edulis-nc-R
C.gigas-1-nc-IHD C.gigas-2-nc-IHD O.edulis-nc-IHD
Sewage-R Seawater-R Ultrapure water-R
Sewage-IHD Seawater-IHD Ultrapure water-IHD
v v '
VirCapSeq hybridization VirCapSeq hybridization VirCapSeq hybridization
' B .

Illumina nextSeq500 sequencing / bioinformatic analysis

Fig. 1. Workflow of samples and libraries preparation and pool organization prior to hybridization for capture-based deep sequencing.

cDNA were prepared using Endoh (E, yellow), Random (R, blue) or In-house designed (I-HD, green) hexamer sets. Negative control
(nc) were included in the different pool.
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Fig. 2. Frequencies of priming sites in Eukaryote or virus genomes for three sets of hexamers.

The probability was calculated as the sum of probabilities of all non-ribosomal hexanucleotides in sense and
complementary sequences to selected genomic sequences.
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Fig. 3. Reads distribution obtained from bioaccumulated oyster libraries prepared using the I-HD (red) and random (green) sets.
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Fig. 4. Human enteric virus associated reads identified according to the different sets of hexamers used for the RT.
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Fig. 5. Relationship between HuNoV concentrations and read expressed in reads per million (rpm), according to

the hexamer sets used for cDNA.
Red dots : In-house designed (I-HD) set, blue dots: Random (R) hexamer set.
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Fig. 6. Scatter plot of jittered data showing the length of contigs obtained using the three hexamer sets.

Genogroup I (GI) (red dots) and GII (blue dots) obtained for the sewage sample and bioaccumulated oyster batches are
reported. The red dashed line represents the threshold contigs length fixed for data analysis (500nt)
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Fig. 7. HuNoV ORF1 and ORF2 identified in sewage and oyster samples using random hexamers during library
preparation.
The three technical replicates are reported for each oyster batch.
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3.4 DISCUSSION

Cette étude visait a fournir une méthode permettant d’identifier les NoVs et d’autres virus
entériques humains dans le virome du tissu digestif d’huitre, comparant trois lots d’huitres. Une
approche metagénomique virale inclue toutefois des défis qui peuvent représenter une limite a
son applicabilité. L’élution et la récupération des particules de NoVs a partir des tissus d’huitres
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 clLeod 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. Aprés une élution chimique avec du pyrophosphate de sodium les particules
virales ont été concentrées par le Polyéthyléne glycol (PEG).

Compte tenu des connaissances limitées sur |'association de NoVs ou d'autres virus entériques
humains aux bactéries, aucune étape de filtration n'a été appliquée apres |'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’a 0.45 un,
pourrait étre considérée.

Ensuite nous avons testé trois pools d’hexaméres (Endoh, random et I-HD) pendant la phase de
RT-PCR afin de limiter le nombre de séquences bactériennes et de I'h6te qui composent le
background. Le pool d’hexaméres que nous avons selectionnés, |I-HD, a réduit le nombre de
séquences de I'h6te d'environ 10% par rapport aux hexameres random. Toutefois le background
était encore extrémement élevé représentant 87% des reads sur les échantillons traités avec le
pool I-HD et 97% sur les échantillons traités avec les hexameres random. Ces résultats mettent en
évidence la nécessité d’une ultérieure optimisation dans cette étape.

Par rapport a l'identification du virus cible, les échantillons traités avec les hexaméres |-HD ont
produit un nombre inférieur de reads de NoVs comparé aux échantillons traités avec les
hexameres random, dans les trois lots d’huitre.

L'obtention d’un plus grand nombre de reads de NoVs suite au traitement des échantillons avec
les hexaméres random a confirmé la présence d’une corrélation entre nombre de reads et
concentration virale dans I’échantillon.

La taille des contigs est également un critére 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 a
500 nt et n’ont donc pas été pris en compte pour I'analyse metagénomique.

L'utilisation des hexameéres random a permis de récupérer les plus longs contigs pour tous les
échantillons, avec deux génomes entiers de NoVs identifiés a 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 méme lot d’huitre, quatre séquences couvrant plus de la
moitié du génome ont été détectées, trois souches NoVs Gl et une Gll. Cing autres souches de plus
de 1000nt ont permis la caractérisation de la région ORF1 ou ORF2.

Malgré I'abondance de reads obtenues a 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 a des probléemes pendant la phase d’assemblage, probablement a
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cause d’une redondance d’information.

Dans [I’ensemble, cing familles virales ont été identifiées: Reoviridae, Picornaviridae,
Picobirnaviridae, Caliciviridae et Astroviridae, dans I’échantillon d’eaux usées et dans les trois lots
d’huitres bioaccumulées.

L'utilisation des hexaméres random a fourni les nombres de reads les plus élevés pour les cing
familles virales, avec Astroviridae et Picobirnaviridae comme les familles les plus représentées.
Concernant les contr6les négatifs utilisés pendant I'étude, seul le contréle 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 a une
contamination en laboratoire pendant le traitement de I'échantillon ou de la librairie, car ce
controle négatif se trouvait dans le pool contenant I'échantillon le plus contaminé (eau usée).

Des reads de coquillages ont été détectés dans I'eau UltraPure, probablement d0 a une
amplification non spécifique qui peut s’étre 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 |'étape de
préparation.

3.5 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les échantillons environnementaux tels que les tissus d'huitres sont des matrices complexes
généralement caractérisées par une faible concentration en virus. Toutefois la grande variabilité
des NoVs et leur capacité a générer des recombinaisons, accroit la nécessité de développer une
méthode de détection sensible et efficace. L'apport de la metagénomique peut a cet égard étre
extrémement 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'intérét scientifique pour le développement d’une approche capable de réduire le background de
I'h6te est élevé et doit étre approfondi. Une optimisation du pool d'hexaméres que nous avons
congu peut-étre 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 séquencage
metagénomique, peuvent poser un probléme 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 étre évalués, dont l'assemblage a niveau des protéines plutét que a niveau des
nucléotides (Steinegger et al., 2019).

Enfin, l'utilisation de triplicats est recommandée afin d’augmenter les chances de détecter les
virus présents a faible concentration. Des données fiables sont également assurées par |'utilisation
de controles négatifs qui doivent toujours étre inclus dans une analyse métagénomique.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

Cette these s'est développée autour de deux axes principaux: |'utilisation des technologies de
séquencage haut débit pour étudier la diversité des souches de NoVs présents dans
I’environnement et |'utilisation la culture d’enteroides pour étudier la durée de persistance des
NoVs infectieux dans I’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 a I'analyse d'eaux usées ou d’huitres
contaminées. Afin de tirer le meilleur bénéfice de I'approche metagénomique, une adaptation
méthodologique spécifique a 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 I’échantillonnage de grands volumes, qui sont ensuite
concentré avant la poursuite de I'analyse, est I'option sélectionnée. Par exemple la concentration
de 100 L d'eau de surface en utilisant un systeme 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 a concentrer les inhibiteurs, ou induire une
perte de certaines particules virales selon leur fixation a 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'étre proposée avec une détection en utilisant un simple
téléphone portable (Chung et al., 2019).

Cette question de |'échantillonnage se pose également pour l'autre matrice étudiée dans ce
travail, les huitres. En effet il y a encore peu de données sur I'hnomogénéité de la contamination de
lot d'huitre en milieu naturel (Le Mennec et al., 2017). Ce travail ayant pour objectifs de
développer des méthodes nous avons opté pour des huitres 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 homogene, 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 premiéres 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
I'intérét 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 Gl.1 et Gll.4
ont montré un effet dose-dépendant, I'application a des souches de NoVs purifiées de selles
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humaines n'a pas donné de résultat satisfaisant. Un autre intérét 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 étre obtenus (Afolayan et al., 2016 ; Tian et al., 2012). Mes travaux, bien que
nécessitant des compléments, montrent de nombreuses limites a leur utilisation et a cette
interprétation. Par exemple, selon la ou les souches de NoVs présents dans |'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 |'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 I'approche de capture sur des billes permettant de concentrer les virus est séduisante
et les développements futurs pourraient considérer |'utilisation de ces PGM en associant d'autres
molécules telles que des antigénes 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 a une détection plus
spécifigue des NoVs ou d'autres virus reconnaissant ces sites et donc présentant un éventuel
risque en santé publique. Associé a des détections en temps réel (type smartphone) cette
approche constituerait un outil d'alerte pour prévenir les phénomeénes 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 aprés traitement bio-informatique (article N°2). Cependant chaque étape
doit étre considérée avec précaution car, par exemple, appliquer une filtration pour éliminer les
bactéries peut conduire a une perte en NoVs si un traitement pour les éluer n'a pas été appliqué
au préalable.

Nous avons suivi la méme logique de mise au point pour optimiser la récupération des virus a
partir des tissus d’huitres. Ainsi I'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 a 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 étre
envisagés.

Les étapes de préparation des échantillons sont importantes pour enrichir en particules virales et
éliminer autant que possible la matrice relative a I'échantillon, mais d’autres approches
d’enrichissement sont possibles aprés extraction et purification des acides nucléiques. Lorsque
I'on cible les virus entériques humains, constitués essentiellement de virus a ARN, la premiere
étape est la synthese de I'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'hexameéres ciblant les virus infectant les mammiferes a été
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publié (Endoh et al., 2005). Basé sur ce principe nous avons sélectionné des hexaméres
reconnaissant des génomes viraux d'intéréts 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
hexameres random (Article N°3) nous confortant dans cette approche, malgré un bruit de fond
encore trop élevé. Sélectionner un nombre plus important d'hexameres reconnaissant un panel de
génomes viraux plus importants semble donc une piste prometteuse. Cependant un outil de ce
type se limiterait a lI'analyse des données aux mollusques marins et ne nous permettrait pas de
comparer avec les eaux environnantes. En effet le biais de sélection pourrait étre différents et il
est important de considérer les facteurs pouvant influencer les résultats.

Une autre option, applicable a 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
I'environnement. La seconde approche, ciblant un large panel de virus a ARN, semble plus en
adéquation avec les potentialités du séquencage metagénomique, méme si des génomes tres
divergents ou non identifiés dans les bases de données, pourraient échapper a la capture et donc
ne pas étre 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 a
développer.

La préparation de I'échantillon et les 'défis de la paillasse' sont importants, mais le challenge de
I'analyse des reads obtenus est loin d'étre 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 a cause de I'abondance de données de départ et de la
variabilité des séquences. Ainsi, I'abondance des reads peut parfois présenter un écueil comme
observé lorsque nous avons réalisé le séquencgage en utilisant la technologie lllumina NextSeq, qui
a produit 120 Gb de données (au lieu de 15 Gb obtenus avec un MiSeq). Nous avons d{ adopter
une normalisation in silico (BBnorm) pour réduire cette complexité en filtrant la couverture en
exces par élimination des séquences redondantes (Rose et al., 2016) (Article N°3). Une autre
stratégie possible aurait pu étre le sous-échantillonnage aléatoire d’'un nombre défini de reads sur
la totalité des reads de I'’échantillon, mais avec le risque de perdre des séquences uniques. Malgré
I‘étape de normalisation, aucun génome complet de NoVs n’a pas pu étre assemblé, alors que lors
de l'analyse précédente, utilisant le méme 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 I'assemblage (Steinegger et al., 2019) ou
encore procéder a l'identification directe des courts reads (Kaiju), préalablement convertis en
protéines, mais dépassant I'étape d’assemblage (Menzel et al., 2016). Ces approches sont
séduisantes pour I'analyse de génomes viraux a ARN tels que ceux des NoVs, présentant un taux
de mutation élevé. Cependant, la simplification de I'information obtenue par ces deux approches
peut également diminuer l'information sur la diversité observée. Cet inconvénient possible
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pourrait étre lié au fait que Kaiju se limite a la caractérisation de séquences tres courtes (reads) et
que Plass réduit la variabilité du génome lors du passage en séquence protéique. Cet aspect
d'analyse des données est trés importants et commence a étre 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 I'analyse d'échantillon de I'environnement. Au sein de notre laboratoire,
I'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 séquencage
haut débit et supposant que des variations sont inévitables d’un run a I'autre ou d’une librairie a
I’autre, nous avons dans un premier temps inséré un échantillon de référence lors de trois runs de
séquencage (Article N°2). Comme attendu des différences ont été observées, liées a la complexité
de la matrice, a 'opérateur et au caractére aléatoire lors du pipetage des petits volumes requis
pour la préparation de la librairie, a 'amplification random et la pré-amplification mais également
aux erreurs qui peuvent se produire pendant le séquencage. Cet échantillon contréle nous a
semblé important, et l'intérét des réplicats biologiques a été démontré lors de ma derniere étude
(Article N°3). Ces approches montrent I'importance de la conception du plan d'expérience selon la
guestion posée et de |'échantillon a analyser. L'utilisation des réplicats souléve également une
guestion analytique. En effet, si des différences peuvent se présenter lors de la préparation de
I’échantillon et lors du séquencage, I'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 étre fusionnées des le début de I'analyse (traitement des reads des
triplicats en méme temps), ou analyser chaque librairie séparément et avoir une vue d’ensemble
sur la totalité des séquences produites a la fin de I'assemblage. Nous avons sélectionné cette
derniere option mais il pourrait étre intéressant d'évaluer d'autres approches comme
I'assemblage protéique ou 'identification des reads cumulés.

Au final mes travaux ont montré l'importance des étapes de préparation de I'échantillon pour
enrichir en particules virales, et l'intérét des controles et des réplicats biologiques et techniques.
La métagénomique appliquée aux virus est encore peu développée et il est important de vérifier
les points-clésde I'analyse qui permettront l'interprétation des résultats. Cette considération
implique également |'analyse bio-informatique, domaine en pleine évolution, indispensable a une
bonne interprétation des données. L'analyse d'échantillons de I'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 a
permettre l'identification des agents pathogénes sans a priori, ouvre de nouvelles opportunités
pour l'analyse, il est important de considérer d'ors et déja son utilisation et son application pour
d'éventuelles analyse de routine. En effet le développement technologique est rapide et
I'utilisation d'unité de séquencage de type MinlOn (Oxford Nanopore) au sein de laboratoires de
contréle peut étre envisagée dans un futur assez proche. Il est donc important que les techniques
de préparation de I'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 a 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 |'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 théese, le développement de la mise en évidence de l'infectiosité
pourra aider a répondre en partie a ces questions. En effet si la technique sur entéroide est encore
complexe et délicate a appliquer, elle va permettre d'acquérir des données sur la persistance de ce
virus dans certaines conditions. Comme démontré lors de mon travail de these, en collaboration
avec Marion Desdouits, les NoVs peuvent rester infectieux pendant plus de 20 jours dans I'eau de
mer a 12°C. Cette grande résistance supposée par les observations épidémiologiques, va ainsi
pouvoir étre caractérisée. Un des prochains défis sera de mettre au point cette méthode pour
suivre l'infectiosité dans les huitres. 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 a I'heure
actuelle. Ce modele va certainement se simplifier dans les années a venir et permettra
I'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 |I'état physique de la capside (intégrité du site reconnaissant le
récepteur cellulaire par exemple). lls devraient également faciliter la validation de virus de
substitution présentant des caractéristiques de résistance similaire mais plus facilement
multipliable en culture cellulaire.

Aprés des années ou seule la technique de PCR permettait de détecter les NoVs dans
I'environnement, ces avancées technologiques que constituent la métagénomique et les
entéroides ouvrent des perspectives nouvelles pour analyser leur devenir et évaluer I'impact du
microbiome de |'environnement sur leur capacité de persistance. Ces outils vont permettre de
répondre plus efficacement au challenge que constitue I'étude de ces virus a ARN présentant une
forte diversité génomique, des différences d'évolution selon les souches, une sensibilité génétique
humaine, et pour lesquels I'environnement joue un réle essentiel.
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https://www.genomedetective.com/app/typingtool/virus/introduction

https://www.medgadget.com/2019/08/smartphone-and-paper-microfluidic-device-for-norovirus-

detection.html

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/

https://www.stemcell.com/technical-resources/area-of-interest/organoid-research/intestinal-

research/overview.html
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http://www.ostreiculteurtraditionnel.fr/histoire/histoire.html
https://fr.wikipedia.org/wiki/Score_de_qualit%C3%A9_phred
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
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://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/bb-tools-user-guide/bbnorm-guide/
https://research.a-star.edu.sg/articles/highlights/expanding-the-power-of-pores/
https://www.genomedetective.com/app/typingtool/virus/introduction
https://www.medgadget.com/2019/08/smartphone-and-paper-microfluidic-device-for-norovirus-detection.html
https://www.medgadget.com/2019/08/smartphone-and-paper-microfluidic-device-for-norovirus-detection.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
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

ANNEXE |

Résumé et caractéristiques des plateformes HTS des différents générations (Adapté de Kchouk, Gibrat and Elloumi, 2017)

Plateforme | Technologie Reads par | Taille des Type de Type d’erreur Taux d’erreur Données générées par run | Année
run reads reads (Gb)
(moyenne)
Premiére génération
ABI Sanger 3730xl 96 650 SE NA 0.3 ‘ 0.00069 a 0.0021 2002
Deuxiéme 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 1M 450 SE, PE Indel 1 0.45 2009
Titanium
454 GS Junior” 100 700 SE, PE Indel 1 0.07 2014
Illumina MiniSeq 25M 150 SE, PE Mismatch 1 7.5 (max) 2013
(max)
Illumina MiSeq 25M 150 ou 300 | SE, PE Mismatch 0.1 15 (max) 2011
(max)
llumina NextSeq 400M 150 SE, PE Mismatch 1 120 (max) 2014
(max)
llumina HiSeq 5B (max) | 150 SE, PE Mismatch 0.1 1.5 Tb (max) 2012
llumina 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 5500xI W 6B 75 SE Mismatch ~0.1 320 2013
lon Torrent | PGM 314 chip | 400.000- | 400 SE Indel 1 0.06a0.1 2011
v2 550.000
lon Torrent | PGM 318 chip | 4M - 400 SE Indel 1 1.2a2 2013
v2 5.5M
lon Torrent | lon Proton 60M - 200 SE Indel 1 10 2012
80M
lon Torrent lon S5/S5XL 3M-5M | 400 SE Indel 1 1.2a2 2015
520
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lon Torrent | lon S5/S5XL 15M - 400 SE Indel 1 0.3a0.5 2015
530 20M

lon Torrent | lon S5/S5XL 60M — 400 SE Indel 1 ND 2015
540 80M

Troisieme génération

PacBio RS C1 432 1300 SE Indel 15 0.5 2011

PacBio RS C2 432 2500 SE Indel 15 05a1 2012

PacBio RS C2 XL 432 4300 SE Indel 15 05a1 2012

PacBio RS I C2 XL 564 4600 SE Indel 15 05a1 2013

PacBio RSIIP5C3 528 8500 SE ND ND 7 2016

PacBio RS 11 P6C4 660 13500 SE Indel 12 05a1 2014

PacBio Sequel 350 10000 SE Indel 12 05a1 2014

Oxford MinilON Mk 100 9545 1D, 2D Indel/mismatch | 12 1.5 2015

Nanopore

Oxford PromethION ND 9846 1D, 2D ND ND 2Tb a 4Tb 2016

Nanopore

ND : Non disponible ; SE : Single End ; PE : Paired End ; M : Million ; B : Billion ; GB : Gigabytes : Tb : Terabytes
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ANNEXE Il

Souches de NoV testés en culture cellulaire

Genotype_variante | P-type* | Réplication | Moyenne RNA Taux de Reference
copies/uL réplication

Gl.1 Gl.P1 0.5-19.3 x 10° Costantini et al, 2018
Gl.3 Gl.P3 0.3-59.4 x 10* Costantini et al, 2018
Gl.3 Gl.Pd 1.2-8.7 x 10* Costantini et al, 2018
Gl.4 Gl.P4 2.2 x 10° Costantini et al, 2018
Gl.7 Gl.P7 2.6-16.4 x 10° Costantini et al, 2018
Gll.1 Gll.Pg oui 1.4 x 10° 696 Costantini et al, 2018
Gll.2 GII.P16 oui 0.2-52.6 x 10° 56 Costantini et al, 2018
Gll.3 GIl.P21 1.0-6.4 x 10° Costantini et al, 2018
Gll.3 GII.P12 oui 1.6-4.4 x 10° 181 Costantini et al, 2018
Gll.3 GII.P16 0.2-141.1 x 10* Costantini et al, 2018
Gll.4_DenHaag Gll.P4 oui 1.3-161.6 x 10* 155 Costantini et al, 2018
Gll.4_NewOrleans Gll.P4 oui 4.1x10° 227 Costantini et al, 2018
Gll.4_Sydney Gll.Pe oui 3.5x10°—=2.1x10" | 121-1236 | Costantinietal, 2018
Gll.4_Sydney GlI.P16 oui 0.4x10°-6.1x10° 340 Costantini et al, 2018
Gll.4_Sydney Gll.P4 0.6-14.9 x 10" Costantini et al, 2018
GII.5 Gll.p22 1.1x10* Costantini et al, 2018
Gll.eB GII.P7 7.6 x 10* Costantini et al, 2018
Gll.6 GII.P7 0.1-8.4x 10° Costantini et al, 2018
GIl.7 GII.P7 0.3-9.1x 10° Costantini et al, 2018
Gll.14 GIl.P7 oui 6.1 x 104 47 Costantini et al, 2018
Gll.17 Gll.Pe oui 3.4x10° 96 Costantini et al, 2018
GIV GIV.P1 0.3-13.6 x 10° Costantini et al, 2018
Gl.1 GIl.P1 oui 5.7 x 10° ND Ettayebi et al, 2016
Gll.3 GIl.P21 oui 8.5 x 10° 10-173 Ettayebi et al, 2016
Gll.4/2006a Gll.P4 oui 7.0 x 10’ 34-6730 | CEttayebietal 2016
Gl1.4/2006b-1 Gll.P4 oui 1.5 x 10’ 34-6730 | CEttayebietal 2016
Gl1.4/2006b-2 Gll.P4 oui 5.3 x 10° 34-6730 | CEttayebietal 2016
Gl1.4/2006b-3 Gll.P4 oui 1.1x 10’ 34-6730 | CEttayebietal 2016
Gl1.4/2009 GlI.P4 oui 3.0 x 10’ 34-6730 | CEttayebietal 2016
Gll.4/2012-1 Gll.Pe oui 1.8 x 10° 34-6730 | CFttayebietal 2016
Gll.4/2012-2 Gll.Pe oui 3.0 x 10° 34-6730 | Fttayebietal 2016
Gll.17 GII.Pn 1.4 x 10’ ND Ettayebi et al, 2016
*Polymeérase ; ND : non disponible
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ANNEXE Il

Souches NoV prévenantes da selles purifiées et utilisées pour ISC-PCR

s318
$382
s383
s505

s538

S582
5287
S596
S597
S598
S570
S555
S514
S510

S23b
S53
s602

Gl.3 GI.P3
Gl.2 GI.P2
Gl.6 Gl.Pb
GL.7 X
Gl.4 Gl.P4
Gl.1 Gl.P1
Gll.17 GIIl.P17
Gll.3 Gll.P21
Gll.1 Gll.Pg
Gll.4 (Sydney) GII.P4 (New Orleans)
Gll.2 Gll.P16
Gll.4 (Sydney) Gll.Pe
Gll.6 Gll.Pe
Gll.2 Gll.P2
GIl.7 GII.P7
Gll.12 GII.Pr
GIl.7 GII.P7
Gll.14 X

30,6
30,8
33,4
32,2
25,4

29,1

17
12
23
18
19
19
19
24
19

20
27
19

2003
2009
2008
2008
2012

2014

2016
2009
2017
2017
2017
2015
2014
2013
2012

2007

2003
2018

6,36 x 10*

5,52 x 10*
9,58 x 10°
4,41 x 10"
2,01 x 10°

1,73 x 10°

7,55x 10°
2,88 x 10’
1,16 x 10’
1,99 x 10®
1,87 x 10’
2,68 x 10°
1,56 x 10°
5,46 x 10°
8,07 x 10°

1,98 x 10°

9,40 x 10’
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ANNEXE IV

Protocole pour le test ELISA:

COATING incubation o/n 100pL/puit mucines et VLPs (1pg/mL). 37°C
chambre humide

NT Ne pas laver les mucines, seulement le T+ avec TPBS
SATURATION avec BSA 3% pendant 40 min a 37°C
N 3 lavages avec TPBS

Ajouter VLPs 10pg/mL aux mucines et Ag (1h 37°C)
K‘ L
Ac laire (1h 37°C)
NS 3 lavages avec TPBS

Ac liaire (1h 37°C)
S 3 lavages avec TPBS et 2 lavages avec PBS

3 lavages avec TPBS

Révélation TMB 100ul/piut

S

Incubation entre 12 et 15 min, contréler le bruit de fond dans le puit neg
s
Blocage H3PO4 50 plL/puit
N

Lecture 450nm

Protocole pour ISC-PCR :

COATING o/n des PGM a différentes concentrations + TC
comme T-

NS

SATURATION avec BSA 3% pendant 40 min a 37°C
L 3 lavages avec TPBS

Ajouter 100pL selles purifiées. Incubation 1h 37°C
L 3 lavages avec TPBS

LYSE avec 200uL tampon de lyse (10min)

A4

Transférer dans les navettes EASYmag +2mL tampon lyse

50uL silice (10min)

NS

EXTRACTION AN
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ANNEXE V

Protocole de quantification virale pour TV selon la méthode TCIDs, (50% tissue culture infective
dose)

»ow

© N o w

10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

- Préparation plaque 96 puits pour TCID50

Attendre que la lignée des cellules LLC-MK2, cultivé en flasque T75, atteigne une confluence de
90% (plus ou moins 3 jours)

Aspirer le milieu avec le VacuSafe et laver les cellules avec 10mL PBS a 37°C

Ajouter 5mL trypsine a 37°C et incuber 5 min a 37°C

Ajouter 10mL de milieu de croissance a 37°C et a la pipette aspirer - refouler plusieurs fois afin
de bien séparer les cellules

Ajouter encore 30mL milieu de croissance et bien mélanger

A la pipette multicanaux déposer 200uL/puit dans une plaque 96 puits

Incuber les plaques 96 puits a 37°C o/n

Les cellules pourront étre infectées 2 - 3 jours aprés ensemencement.

- Préparation de I'inoculum

Filtrer le surnageant sur filtres 5 — 1,2 — 0,45 et 0.22um montés sur seringue en transférant
directement le filtrat sur un tube Amicon 100kDa

Centrifuger I’Amicon® pendant 5 a 10 min a 4300g a 4°C

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.

Suite a la centrifugation des Amicon, récupérer le rétentat, ajuster son volume a 1,5ml avec du
milieu d’infection et transférer sur la colonne Shephadex conditionnée.

Centrifuger les colonnes 1000g pendant 2min et récupérer I’éluat (inoculum)

A partir de I'inoculum pur, préparer dilutions dégressives 1/10 (tot. 8 dilutions) : 4.5mL milieu
d’infectivité plus 500uL inoculum pure.

Laisser en incubation a 37°C pendant la préparation/lavages de la plaque 96 puits

- Infection des plaques 96 puits

Laver les plaques 96 puits précédemment préparées avec une monocouche cellulaire. Vider les
plagues du milieu de croissance et rincer avec du PBS a 37°C a l'aide de la pipette multicanaux.
Répéter 3 fois.

Ajouter 100uL/puit dans dix puits d’'une méme ligne pour chaque dilutionen faisant couler le
liguide sur la paroi des puits pour ne pas déranger le tapis cellulaire.

Garder les derniers deux puits de chaque ligne de dilution comme contrdle négatif (100uL
milieu d’infectivité sans virus). Préparer la deuxiéme plaque en duplicat.

Incuber a 37°C pendant 1h puis rajouter 100uL/puit de milieu de maintien pauvre en sérum
fétal bovin.

Lecture des effets cytopatiques 5 jours aprés infection.
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ANNEXE VI

Protocole d’infection d’entéroides différenciés en monocouche par NoV Gll (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 x 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 | (Sigma-Aldrich), 500 nM A-83-01 (Tocris
Bioscience, Bristol, Royaume-Uni), 10 puM SB202190 (Sigma-Aldrich), B27 (Invitrogen), N2
(Invitrogen) et 1 mM d’acétylcystéine (Sigma-Aldrich).

Le milieu de différenciation est constitué des mémes 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’entéroides intestinaux humains :

Les entéroides, 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 a 37°C et 5% CO2).

Au bout de 7 jours les entéroides sont dissociées par la trypsine 0,05% EDTA (Invitrogen), les
cellules sont re-suspendues en milieu CMGF+ additionné de Y-27632 (10 uM, Sigma Aldrich) et
déposées en deux plaques 96 puits recouvertes de collagéne humain (type IV, Sigma Aldrich) a
raison de 100 3 200x10° cellules/puit, afin d’obtenir des monocouches cellulaires indifférenciées.
La différenciation des cellules est ensuite obtenue en remplacant le lendemain le milieu CMGF+
par du milieu de différenciation, renouvelé tous les deux jours pendant 4 jours

Préparation de I'inoculum :
Comme décrit pour le virus Tulane (Annexe 3)

Infection des entéroides en monocouche :

Les cellules en monocouche différenciées sont lavées une fois avec 200ul de CMGF- froid. Le
milieu est retiré avant ensemencement de l'inoculum (100uL/puits). Pour chaque point de
mesure, 6 puits sont inoculés avec le méme inoculum : 3 puits dans chacune des deux plaques, qui
constituent 3 réplicats. Les plaques sont incubées 1h a 37°C avec 5% CO2. Ensuite les puits sont
lavés 3 fois avec du CMGF- (température ambiante) et 100uL de milieu d’incubation (milieu de
différenciation + GCDCA) sont ajoutés délicatement dans chaque puit des deux plaques. Une
plaque sera alors placé a -20°C (annoter : 1hpi) et I'autre a 37°C 5% CO2 pendant 3 jours (72h) puis
congelée a -20°C (annoter : 72hpi).

Mesure de la réplication virale par qRT-PCR :
Apres avoir décongelé les plaques, 100pL de tampon de lyse BioMérieux sont déposés dans
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chaque puit et incubés 10 min a 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 a 4°C si
analyses dans les 24h, sinon sont conservés a -20°C ou -80°C.

Le génome viral est quantifié par rRT-PCR NoV Gll (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 I'infection.

Analyse des résultats

La moyenne des 2 Ct est calculé pour chaque duplicat de PCR quantitative, est utilisé pour calculer
le ACt entre 1h et 72h pour chaque condition et chaque point de triplicat de culture cellulaire. Ceci
permet de calculer une ratio d’amplification, égal a 27ACt, pour chaque réplicat de culture
cellulaire. La moyenne géométrique des 3 ratios d’amplification est ensuite calculée et si le
résultat est > a 3, on considére que le virus s’est répliqué et qu’il est bien infectieux.
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COMMUNICATIONS AFFICHEES

Ifremer oyster types using In-house designed hexamer set ..¢mpare

Sofia Strubbia, Julien Schaeffer, Alban Besnard, Marions Desdouits, Soizick F. Le Guyader.
Ifremer, laboratoire de Microbiclogie, LSEM/SG2M, Nantes France

Capture-based deep sequencing in sewage and in three .

INTRODUCTION

» A great human norovirus (HuNoV) diversity circulate in the marine environment when water is contaminated by human sewage,
» QOysters farmed in coastal areas can accumulate NaV in their digestive tissues and eventually generate outbreaks,
» The low NoV concentration, the complexity of oyster tissues as sample matrix and the presence of specific binding between

oysters and NoV, represent some of the main difficulties for a metagenomic approach

AIMS STRATEGIES

1) Obtain long sequences, or full HuNoV genomes for strain 1) Develop specific hexamer set to reduce oyster

identification background
2) Evaluate strain-dependent accumulation patterns in 2) Capture-based deep sequencing

three oyster types.

METHOD

- Three oyster batches (Crassostrea gigas from 2 different origins and Ostrea edulis) were contaminated for 24-hrs in seawater
contaminated with a NoV positive sewage.

- HuNoV were extracted using an optimized method based on the ISO-CEN, and quantified by RT-PCR (one step or after cDNA
synthesis)' .

- A set of In-house designed hexamers (I-HD) were used for library preparation in comparison with random hexamers.

- Triplicate librairies were performed for each oyster batch, and a capture-based deep sequencing (VirCapSeq by Roche)’ was
applied. Negatives controls were included in the run performed using NextSeq Illumina technologies.

RESULTS

A. Eukaryota and virus reads distribution B. Correlation between Ct & number of reads
q L=

+ 166 hexamers were retained for the I-HD set. A linear correlation between Ct values and number

* The use of I-HD set reduced reads attributed to mollusk of reads was evidenced with random hexamers,

sequences by 10% compared to random hexamers.
+ HuNoV reads vary between 0.01% and 0.8%.

D. HuNoV ORF1 and ORF2 in sewage and oysters
€. NoV contig length
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* The I-HD set allowed the identification of 150 and 194
NoV &1 and GII contigs respectively, while the random
hexamers set allowed the identification of 208 and 284
NoV &I and 61T contigs, respectively.

+ Longer reads were obtained with random hexamers.

- The best results were obtained using random hexamers

- The triplicate librairies were useful to identify all huNoV
diversity in each sample,

- Two full NoV genomes (61.P2-GI.2 and GIIP7-GI1.6) were
obtained from the Ostrea edulis batch.

DISCUSSION
» Several HuNoV were identified (including complete genomes) showing a greater variability of 6I comparedto GII HuNoV strains in
the three oyster types. The highest strain variability was identified from Ostrea edulis batch,

» Technical replicates were found useful to answer our goals, as well as the capture-based approach.
» Developments are still needed to reduce host background during deep sequencing and to obtain longer NoV sequences.

Ref: 1: Strubbia et al. Submitted to Front. Micrabiol., 2: Wylie et al, 2015, Genome Res, 25: 1910-20
Acknowledgments: Compare project, H2020 N°643476, S. Strubbia was supported by o fellowship from Ifremer.
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Using enteroids to follow infectious

human norovirus in seawater.

Soizick Le Guyader!, Marion Desdouits?, Sofia Strubbia!, Cécile Le Mennec!, David Polo!, Xi-Lei Zeng?, Khalil EttayebiZ?, Mary K. Estes.2

1: Ifremer, laboratoire de Microbiologie, LSEM/SG2M, Nantes France:
INTRODUCTION 2: Molecular Virology and Microbiology, Baylor College of Medicine, Houston, TX, USA.

“Ifremer

# Human norovirus (HuNoV) may contaminate surface waters, coastal areas, and shellfish, causing foodborne outbreaks worldwide.

» As conftamination of environmental samples is low, only a sensitive method such as quantitative PCR allows detection and
estimates of virus concentration. However, this technique does not provide information about virus infectivity.

» We previously used Tulane virus (TuV) to model HuNoV environmental stability, The new HuNoV culture model based on human
intestinal enteroids’ now allows direct assessment of infectious HuNoV in environmental matrices such as seawater.

1) To evaluate the use of the /n vitro cultivation system based on human intestinal enteroids to
AIMS estimate the persistence of infectious HuNoV in seawater.
2) To compare huNoV infectivity with the detection of infectious TuV. y
'}EMI: Experimental set-up II: Purification of infectious virus ﬁ
. - 9.9 mL of seawater sample
+ HuNov 100 mL of natural seawater e TuV 3
8 i i .
seseess = 10 mLaliquots incubated at 12°C,  smseens » Filtration d°"'" 10022 um
gentle agitation, over 1 month , -
3 3 Concentration on 100kDa tangential filter |
® Sampling one aliquot every 3-4 days 8
- Desalting size-exclusion columns
= p 4
—.'m: IﬂfGCflVlfY f¢$ﬁﬂ9 1 ,Q Infectivity ? 4= Inoculum 1.5 mL =%Viral RNA ?
i FISeIg_ \ircl RNA Mean Fo Q:
— e = B el ot onse Thoa7oh IV: RNA extraction & quantification
= MFI 23
iR dmg::ﬁ; I"Z‘ :J;t;:gm\ = : L 100 jL of seawater aliquot / inoculum / cells + supernatant
_— HIEnIE NucliSENS kit (bioMerieux) ~
[ [ JI— ¢ — ' — w:d,;: i Real-time RT-PCR, under triplicates and standard curves
QLC-MKZ cells Inoculation Tncubation 8- dayis TCID50/mi Concentrations expressed as RNAc/ml J

* Two HuNoV strains were selected based on their capacity to be amplified in the enteroid model (1) and also on their implication
in shellfish borne outbreaks for GII.3 (exp. 1 & 2) and their importance in human ;opulaﬁon for GIL.4 (exp. 2 only),
+ The Tulane virus was selected as a surrogate due to shared biology with HuNoV (2), and included in both experiments.

A. Virus recovery B. Tulane virus persistance €. HuNoV persistance
Tulane © NoV GILI X NoV Gll4 10° 107y a
= c F=== “* Gl 4 genome
-y E S0 1% o ©
DR e ® i A T 1o " @ Gli3genome
§° a < S N L feciadd
¥ i g = P
;e -I- ,g, - -;- 24D A % 410°
z - 10 a 4 o 810 : ‘o“ = infectious G4
a3 2 - ]
=4 . ‘I- S 100 “* TuV genome 3 10'] 8-% @ intectious GII13
s z & infectious TuV .
8§ i} = s RLR Infectivity theeshoid o0 ©
A ab A e A Wb 10 - v - v v 10
°'\15‘:s °'\m"s °'\-|.":5 0 7 14 21 28 35 0 7 4 21 28 135

time (days)
time period (days) time(dayu)

Using a method optimized for TuV?, the recovery of viral RNA following purification (A) was even more efficient for both
HuNoV strains, but tended to decrease with time for TuV.

TuV presented a fast initial decrease in RNA, and infectious virus was below the quantification threshold after 14-21 days ().
For HuNoV, RNA levels showed a reproducible, slow decrease. Infectious HuNoV was recovered throughout the 2™ experiment

and up to day 24 for the 15! (GII.3 only) as shown by efficient replication on human enteroid cells (viral RNA mean fold increase
[MFT] 23 between 1h and 72h post-inoculation) (C).

DISCUSSION
» The observed decreases in TuV RNAc and TCID50/ml are comparable to previous data obtained in oyster digestive tissues.
» HuNoV genome is very stable for both strains with less than one Logl0 decrease in RNAc/ml over one month.

# The two HuNoV strains remained infectious in seawater for 24 to 35 days based on viral replication in the enteroid cells. We
observed a decrease in the MFI during replication testing that could reflect a partial degradation.

» Other experiments are needed to confirm these preliminary results, and other NoV strains need to be evaluated.

Ref: (1) Ettayebi et al. 2016, Science, 353: 1387-93; (2) Farkas 2015, J. Gen. Virol., 96:1504-14; (3) Pelo et al. 2018, Front. Microbiol. 9:716.
Funding : Grant from the French Ministry of Food (DGAL).
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Introduction

- L'approche métagénomique utilisant le séquengage haut débit permet de décrire I'ensemble des acides
nucléiques présents dans un échantillon.

- L'application de cette méthodologie a l'analyse des eaux usées brutes semble séduisante pour identifier les
différents virus entériques circulant dans la population.

- Identifier des petits génomes ARN dans ce type d'échantillons particulierement chargés en micro-organismes de
diverses origines nécessite une préparation de I'échantilion afin de sélectionner les particules d'intérét.

Echantillons
Des échantillons d'eau usée brute prélevés dans 7 stations d'épuration de l'ouest de la France entre 2006 et 2018 et
conserves a -20°C ont été sélectionnés.

Méthode Résultats

Pour favoriser la récupération des virus a ARN: - 30 a 90% des contigs n'ont pu étre identifiés et 2 & 60%
v Ulilisation du pyrophosphate de sodium, detergent correspondent & des séquences non virales,
favorisant I'élution des particules virales avant |'étape de principalement bactériennes.

concentration par le PEG, - Pour la fraction virale, I'abondance varie entre 3,5 et
¥ Elimination des ADNs par traitements enzymatiques (). 44% des reads, et |'utilisation du pyrophosphate semble

avoir peu d'influence.
- Les contigs les plus abondants correspondent & des
séquences de picobirnavirus et astrovirus.

rotavirus

» Précipitation PEG - P
L . picobirnavirus

+ Précipitation PEG o

Filtration (jusqu'a 0,22um) &

Traitement Nuclease (Omnicleave) &
Exlraction des acides nucléiques
MNucliSENS kit (BioMérieux) & traitement DNAse™
Synthése du cDNA et préparation des librairies
SuperScript Il + Hexamer & NEBNext for lllumina

o g
¢

llumina NextSeq (2 X 150 pb) = . o

Analyse bio-informatique SRl . PR~ 8
Trimming (Trimgalore) < @ £ < L & 4 < & <
Assemblage de novo (SPAdes) T EE R R RERERER 2
Assignation taxonomique (Blast, nt) L'analyse des conligs assignés comme norovirus
Estimation de 'sbondance (mapping, BowtieZ) montre un apport positif du pyrophosphate avec des

Visualisation (Krona, Genious, R) 2 N . d
Typage des norovirus (Norovirus Typing Tool) contigs 5|gnrﬁcat!:urement plus longs, y compris un
génome complet (insert).

i B
E &
A

@ o o W

Conclusion

- Les principales familles de virus entériques humains ont été identifiées dans les échantillons analysés.

- Obtention d'un génome complet de norovirus (2014_B) grace a l'utilisation du pyrophosphate de sodium.

- Malgre I'optimisation de la méthode, les contigs restent globalement courts (< 500 b) d'ou I'intérét de poursuivre |'optimisation
dans la préparation de I'échantillon ainsi que I'étape d'assemblage du pipeline bio-informatique.

- This project has received funding from the European Union’s Horizon 2020 research and innovation programme under grant agreement No. 643476,
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Metagenomic approach to study norovirus
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Sewages contain a large diversity of pathogenic and
non-pathogenic microorganisms, reflecting what is
circulating in the population. Storm overflow, rainfall
or untreated sewages may contaminate the marine
environment thus oysters farmed in coastal areas.
Norovirus (NoV), is a small (7.2kb), ssRNA non-
envelopped virus known as the major cause of
human gastroenteritis worldwide. It is characterized
by its diversity and resistance in the environment.
Illumina MiSeq technologies were used to study NoV
diversity in the environment and to evaluate the NoV
selection performed by oysters during filter feeding
activity.

METHOD
m i . ‘ e‘" J
—
GPCR guantficason
[owet Owect Capaue sases

lm sequenceng sequencing

i ot s e D b G ko i e o S o O st
S ——— s

The kit VirCap-Seq (Roche) was used to concentrate
NoV from oysters' samples. For metagenomics
analysis, SLIM pipeline (Coften et al, 2014) was
applied on the raw reads and coverage and relative
abundance of the constructed contigs were
estimated by a mapping (Bowtie2). NoV genotyping
tool v2.0 (Kroneman et al, 2011) was then used for
identification of the NoV strains. Six whole genomes
of NoV Gl were obtained from waste water samples
(strains GL.P1-Gl.1 , GL.P2-Gl.2 and GIl.P4-Gl.4). For
NoV Gll, the longest sequence detected was GII.P7-
GII.6 (5050nt).

Vo differest
motivocs. b sewages ww! e (PE

PEG (PyroPEG), while m oystors’ dgestive S3sues (D7) an snzymasc dgeston basee
o0 protelnase K (F%) wos compered 15 PK-PEG method

- it =
fe ! R .
oo : il :: ::#“

vi-gal e

oV Sversly 1 seange a8 xSt DT afer Diract wnd caphue basad (VICaD-5ea) seguencitg a0proad

Direct deep sequencing from oysters’ DT showed a
small amount of NoV reads with lengths ranging from
299 to 471bp.

For low contaminated samples capture-based approach
is essential to allow metagenomics analysis, but still
method developments are needed to increase the
recovery of viral particles. Considering the variability of
NoV, the characterization of long contigs is important
for strain identification.

- This project has received funding from the European Umion's Horizon 2020 h and i progr under grant agreement No. 643476
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Etude de la diversité des norovirus dans les eaux
usées par la métagénomique

Sofia Strubbia, Julien Schaeffer, Alban Besnard, Soizick F. Le Guyader

Ifremer, Laboratoire de Microbiologie, LSEM/SG2M, Nantes France

Les eaux usées contiennenl une large diversité de
microorganismes, reflétant les divers microbiotes de la
population. Pendant la période hivernale, des événements
méléorologiques exceptionnels peuvent entrainer des
déversements d'eaux usées non fraitées (débordement, rupture
de canalisation..) directement dans I'environnement.

Les norovirus (NoVs) sont des petits virus non enveloppés,
possédant un génome & ARN positif. Ces virus constituent
l'agent majeur des gastroentérites aigies hivernales chez
I'Homme et sont présents en quantité importante dans les rejets
pendant cette période. Les NoVs sont caractériseé par une
importante wvariabilité génomique. Le souches majoritaire
responsable de maladie chez 'Homme sont les génogroupes Gl
et Gll. Leur résistance dans l'environnement leur permet de
persister pendant plusieurs semaines. Une conséquence est la
possible contamination des aliments, et la diversité génomique
complique I'analyse des souches présentes.

Le séquencage métagénomique direct, en décrivant tous les
acides nucléiques présents dans un echantillon, constitue une
approche utile pour apprécier la diversité génomigue.

METHODE

Trois échantillons d'eaux usées brutes ont suivi deux protocoles
d'élution virale : acidification directe (bleu-PEG), ou addition de
pyrophosphate (Bisseux et al., 2014) et sonication (violet- Pyro-
PEG) avant précipitation par le polyéthylene glycol (PEG).
Plusieurs étapes ont ensuite été appliquées pour éliminer les
bactéries, ou les acides nucléique libres avant extraction des
ARN par le kit NucliSENS (bioMérieux). Aprés quantification par
digitale RT-PCR (Polo et al., 2016), les librairies ont eté
préparées et le séquengage réalisé sur un lllumina MiSeq.

Pour I'analyse métagénomique, le pipeline SLIM (Cotten et al.,
2014) a étée appliqué aux données brutes (reads) et la
couverture et I'abondance relative des contigs construits ont été
estimées par Bowtie2 (mapping). L'outii NoV genotyping tool
v2.0 (Kroneman et al, 2011) a ensuite été utilisé pour
l'identification des souches de NoV.

DISCUSSION

RESULTATS
Un nombre plus élevé de
contigs NoV ont été identifiés
avec la méthode Pyro-PEG (27,
67 et 81 contigs pour les
échantillons ww-1, ww-2 et
ww-3, respectivement), par
rapport a la méthode PEG (5,
"=—""14 et 306 contigs
<= respectivement), en accord
avec les concentrations plus
élevées oblenues avec cette
méthode.
Les séquences courtes
obtenues avec la méthode PEG
(entre 128 et 613 nt) n'ont pas
permis |'identification des

souches.
o a2 La méthode Pyro-PEG a permis
le séquengage de six génomes
Relation antre nombre des reads par millkon (rpm) mmPIBtB de NoV Gl [SD ohes

obtanuss et concentation dos Nov en copies génomes G| P1-GI.1, GI.P2-GI.2 et
plmL el duunnratench GL.P4-Gl.4). Pour les NoV GlI,
la séquence la plus longue
détectée était GII.P7-GII.6

Gil P 16-x
Gl

(5050nt).
w17
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R
G Prf-x
G P i
Ol Fro 7 i
GILP4-GLA — &
GLP2-a- £
6IP2.612 | o e
Gi Pl -
GLPGLY .
G- »m
wGIIL& | 1 e
H-Gl 4
-Gl
xGil2
wGH AT -2
GlLPT-x-
Gl PT-GIL6
I
4

[} ]
£ ]
S

]
kS

Diversitd des souches des Nov's dans les irois eaux usées

Les eaux usées traitées avec la méthode Pyro-PEG ont montré un nombre plus élevé de reads en relation avec des concentrations
plus elevées. Obtenir de longs fragments est un point important dans l'identification des souches de NoV présentes considérant la
variabilité génomique de ces virus et leur capacité & créer des recombinants. L'approche métagénomigue montre son intérét pour en
étudier 'épidémiologie moléculaire et évaluer l'impact des traitements des eaux usées sur I'élimination sélective de certaines souches.

REFERENCES
- Bisseux et al,, Eurosurveillance. 2018,23(T).1-11..
- Cotten et al., PLoS ONE. 2014. doi:10.1371/journal pone 0093269.

Kroneman et al., Archives of Virology. 2013;158(10):2059-2068.
- Polo et al. Emerging and Infectious Disease. 2016; 22: 2189-2191

- This project has recelved funding from the European Union's Horlzon 2020 h and It tion prog under grant agr i No. 643476
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Metagenomics for food safety
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Within WP2, sample-processing pipelines including pathogen matrices during the second year of COMPARE since they were very
inactivation, nucleic acid (NA) extraction, and subsequent processing seldom handled and no protocols were available. We used the FLI
until sequencing were improved and intensively tested for different in-house metagenomics workflow for testing conventional food of animal
matrices. Laboratory Operating Procedures (LOPs) were developed for or plant origin, both processed and unprocessed, and, in addition,
standardized protocols providing best results — regarding quality contaminated foods. Results for homogenization, RNA extraction, library
& quantity of extracted NA and sequence reads. We focused on food preparation and sequencing outcome of food products are shown.

. The results show a good
Overview ' performance of disinte-gration
f sample processing workflow D and e fathods.for
o mple.proc ng rkflo )‘& unprocessed food items like
1-crude ham rocket, mushrooms, oysters
Snofrep > - r o “{ zpoutrycoldews | (anes 6, 7, 15, 16 on the
- i 3-smoked saimon RNA Pico Chip) whereas in
YR, HwR | e processed foods, content and
L S-mushroom integrity of RNA seems to be
12 3 4 § 6 7 B 7rocket inherently very low (lanes 2,
=2 Different food samples after disintegration  8-coconut milk drink 3,4,8,9,12 13 and 14).
Disintegration using the CryoPrep technique
NA extraction . Quality control of extracted RNA =_{::‘::'hm
Trizol + RNeasy Mini Kit (RNA Pice Chip 2-poultry cold cuts
Agilent; Bioanalyzer) 3-smoked salmon
bp 4-cheese
v 5-oat flakes
PR 6,000— e
NA Quantification & 4,000 - B ot il ik
. 2,000 = - 9-meat loaf
Quality check Sio— = 10 lour
'200 — 11-frozen strawberries
— — 12-pizza
i 25 . ——— = - 13-chocolate
& 2 14 bear
L12 34 56 78910111213 14 15 16 's"“"""’.nw‘m
5 Sequenced: i vy ¥ wr w W *w w 16-meat (wid boar) + trichina
cDNA synthesis
: RNA extraction of special matrices like fatty (cheese, lane  Another difficult sample type is ial changing its physical
Fragmentation 4), fiber-containing (cat-flakes, lane 5) and samples of condition under the infiuence of liquid nitrogen (gummy bears,
low pH (strawberries, lane 11) is challenging and possibly lane 14, tumed out to become glass-like within liquid nitrogen
needs pre-treatments, like defatting or lizati Iting in sharp-edged shivers destroying the Covaris tubes).
— h 4 - 7-rocket 9-meat loaf 12-pizza _16-meat+trichinia
1 run ooy Wiy u
lerary preparatlon u [ 2] 4 2
= . ) 1) [ ‘___I_ | _‘_ — kT 1. )
Size selection BRI A~ B 0SS I A L 45 5 A e
. Quality control of libraries (High Sensitivity DNA Chip Agiient; Bioanalyzer)

; _— . 0 We were able to detect viruses and parasites in Lx; "!."""I".E’ "'”I‘r’“ ; 1
| : : different data sets, including processed foods: Flour (wheat, 125 475 reads Triticum aestiyum)
Quallty ;OnthI & v Yeast (132 661 reads, S. cerevisiae)

oil (24 reads Brassicacece)
Quantification m 7-rocket (439,324 reads) 16-moat + w"“ flour (52 reads Fabaceae)
novel yellows virus, ssSRNA(+) virus trichinia ’
1100 viral reads (0.3% ing in 5.4 kb Ingredients for topping
; R e o s (1,627,077 reads) Ham (159 reads Sus scrofa)
] S 3 ﬂ 91-929% identical to Tumip + Brassica 6Ground beef (8579 reads Bcwdu)
| equenc'ng yellows viruses (plant pathogens) 11396 reads (0.02%) Mushrooms™ (84 151 reads Agaricus bisporus)
swantary someorna Trichinellidae Tomate (3 ceate Solwxm spp.)
M Best westem yelows v Onion (25 reads Allium cepa)
3r 3| o Tump yelows vius Oregano (18 reads Origanum vuigare)
M W Rocket Yahows Vieus* “
Reads ‘ ::xrx'::m Sincl, 44 reads (0.01%) He ferobasidion mitovirus | (ds BNA wirus,
" Phasey bean mid yellons virs als0 found in somple 6, mushroom)
1 ‘-"‘ i ::::::::’:""m 9-meat loaf (360,148 reads) _
NG00 20N3-Dame YobowS WIUE 318 reads (0.1%) Virgaviridae = 88% Pepper mild mottie virus
- (PMMoV, ssRNA(+) virus, 6.36 kb, plant pathogen)
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Noroviruses (NoV) are known as the major cause of
human gastroenteritis worldwide. During the winter
gastroenteritis season a large number of strains co-
circulate in the population and thus are excreted in
wastewaters. We compared agnostic next generation
sequencing (NGS) and specifically primed amplicon
sequencing (metabarcoding) on three wastewater
samples collected from December 2016 to February
2017. Our goals are to describe NoV diversity and to
identify the major strains of NoV circulating in the
environment.
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: sequences. NGS reported low abundance of NoV reads
o2 gp and showed consistent relation between NoV
A concentration and total abundance of NoV reads.
L I R N Metabarcoding is a feasible approach even with low NoV
o ] concentrations, although results may be biased by the
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GL3 e, between capsid and polymerase data are possible.
- | Method developments are still needed to improve the
NA* E recovery and to concentrate NoV particles from sewage
samples.
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- This project has received funding from the European Union's Horizon 2020 research and | tion prog under grant ag No. 643476
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Norovirus et huitre, infectiosité et approche génomique

Mots clés : Norovirus, huitres, eaux usées, metagénomique, infectiosité

Résumé : Cette thése 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 a la
survenue d'épidémies chez 'Homme ou [‘animal
en utilisant des nouveaux outils de séquencage
génomique.

Mes recherches ont ciblé les norovirus, connus
comme les principaux agents de gastroentérite
virale humaine. Leur variabilité génétique élevée
et les fréquents événements de recombinaisons
associés a une forte résistance dans
l'environnement contribuent a la survenue
réguliere de ces épidémies de gastroentérites
hivernales. Les huitres élevées dans des zones
cOtieres contaminées peuvent accumuler les
norovirus pendant leur activité de filtration.
L'utilisation des nouvelles techniques de
séquencage haut débit et d'infectiosité sur
entéroides, nous ont permis de progresser dans

la compréhension des mécanismes de survie
et de dissémination des souches de norovirus.
La préparation de I'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 these
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 premiére fois, la
persistance des norovirus dans I'eau de mer.

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.



