Infections virales d’origine alimentaire
y |

La transmission alimentaire ou hydrique des virus

»»Probleme largement sous-estimé jusqu’a
présent.
=Ceci était lié aux difficultés du diagnostic
« Dans les selles des patients:
* ME et RT-PCR (multi-amorces)
« Dans l'eau ou les aliments:
* RT-PCR (multi-amorces + Pb d'extraction)

=»-> Evaluation clinico-épidémiologique
Criteres de Kaplan

Kaplan et al. ont proposé d'utiliser des critéres
cliniques et épidémiologiques pour leur
attribuer I'étiologie d’'une épidémie :

(1) Culture bactérienne négative,

(2) Durée moyenne de la maladie de 12 a 60 heures,
(3) Vomissements chez plus de 50% des cas,

(4) Période d'incubation de 24 a 48 heures.

Si ces criteres n'ont pas une spécificité de 100%, ils
ont permis de mieux appréhender la part des
calicivirus dans les épidémies pour lesquels I'agent
étiologique restait inconnu.

La transmission alimentaire ou hydrique des virus
devient un probleme de plus en plus important

= Les techniques permettent de mieux appréhender
I"étiologie et les mécanismes de transmission.

= La mondialisation du commerce alimentaire entraine
une confrontation des cultures culinaire dou a émergé
la nécessitt d'une sécurité alimentaire.

» - Réglementation européenne
»-> Réseau de surveillance européen

Transmission alimentaire ou hydrique
des virus entériques

Symptomatologie

Probabilité

Gastro-entérite Hépatite Autres
Fréquente

Norovirus V. Hépatite A Entérovirus
Occasionnelle

Adéno 40/41 V. Hépatite E

Rota gpes A-C

Sapovirus

Astrovirus

Aichi virus

Calicivirus humains

Caliciviridae ARN+ 27-30nm

Norwalk virus Sapporo virus
1972, Kapikian 1977, Chiba

Résistance physico-chimique importante, notamment aux
concentrations de chlore utilisées pour traiter I'eau potable.
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Méthodes de diagnostic calicivirus

»RT-PCR (diagnostic et génotypage)
« Seule technique utilisable sur les aliments
etl’eau

« Seule technique permettant une
caractérisation des souches virales

»»Microscopie électronique

Genre: rwalk
16 génogroupes Génogroupe | / »ELISA*
de calicivirus humains
Organisation du génome des Calicivirus
humains RT-PCR callchires
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Typage moléculaire des Calicivirus

 Hybridation spécifique de
type ou "reverse line blot
hybridization" iférents degrésde

= Séguencage des
produits de PCR

spécificit é)
genes: - =
« Polymérase : I“ﬂ'ﬂ: a ' m it
» Capside I‘I L=
= J Fim
i | — om FARE B




Critéres de classification pour distinguer un

Classification des Norovirus humains (d'aprés Green et al. (2001)

< 10/100 particules virales,

nouveaug enotype de norovirus GG genotype Virus de réference Exemples
| 1 Norwalk/1968/US KY/89/9PN
2 Southampton/1991/UK White Rose, Crawiey
3 Desert Shield/395/1990/SA Birmingham291
. : A : 4 Chiba 407/1987/9P Thistle Hall, Valetta, Malta
»Homologie de séquence dans la capside < 80% 5 Musgrove/1989/UK Butins
6 Hesse 3/1997/GE Sindlesham, Mikkeli, Lord Harris
7 Winchester/1994/UK Lwymontley
I 1 Hawaii/1971/US Wortley *, Girlington
. . N 2 Melksham/1994/UK Snow Mountain, Melksham
23 H0m0|og|e des équence dans le géne dela 3 Toronto 24/1991/CA Mexico, Auckland, Rotterdam
; 4 Bristol/1993/UK Lordsdale, Camberwell
po|ym érase : Pilgrim, SymGreen, Grimsby
5 Hillingdon/1990/UK White river, Welterhof
* GGl <85% 6 Seacroft/1990/UK
7 Leeds/1990/UK Gwynedd, Venlo, Creche
* GGIl < 90% 8 Amsterdam/1998/NL
[ Virus bovins (Jena et Newbury)
v 1 Alphatron/1998/NL
Calicivirus Rotavirus Astrovirus  Adénovirus
Calicivirus Rotavirus Astrovirus Adénovirus 40/41
40/41
Transmission
Signes diarrhée +++ diarrhée diarrhée modérée -l
cliniques vomissements ++ fievre vomissements *
fievre déshydratation + fievre +
vomissements +
Incubation 1a3jours 1 a4 jours 1a2jours 8a 10 jours
Variations
saisonniéres surtout hiver pic hivernal hiver printemps toute 'année
Durée 0 a8 jours 229 jours 2 a4 jours 5412 jours
[aractéristique majoritai e épidémiques ou des signes
ppi que  gpidémique: et saisonniére: sporadiques
Excrétion Jusqu'a 18 jours 10 jours 12 jours 10 a 14 jours
Populations tout age jeune enfant enfants enfants<2 ans (ME)
cibles personnes 4gées  personnes agées &s élevé slevé
; o Taux d’ tres éleve élevé élevé inconnu
immunodéprimés attaque dose infestieuse

Classification des SLVs

Génogroupe | Sapporo
Sapporo
Parkville
Stockholm

Génogroupe Il London

London

Le virus de I'hépatite A (HAV)

Famille : Picornaviridae




Le virus de I'hépatite A (HAV)
Genre: Hepatovirus

Un seul sérotype.

Aucune communauté
antigénique avec d'autres
virus hépatiques

Levirus de I'hépatite A (HAV)

Virus non envelopp és
Capside icosaédrique
30nm

ARN+

Tresrésistant (>entérovirus) ala chaleur, a I'éther a 10 % et aux
doses de chlore utilisées pour la chloration habituelle des eaux
de boissons.

Pouvoir pathogene

=Période d'incubation: en moyenne 30 jours
(extrémes 15-50 jours)

=Son expression clinique est influencée par I'age

Pouvoir pathogéne

‘ Groupes d’age <6ans 6-14ans 15-39 ans 40 ans
du sujet :
=-chez les enfants : formes inapparentes ou Formesictériques | <10%  40%- 50% 70% - 8%
seudo-grippales
p 9 pp ) ) Mortalité 0,1% 03% 21%
2»-chez les sujets adultes formes ictériques plus
fréquentes, asthéniantes
TryoEs oo TroEs
communautaires hospltalisées d’origine

Diagnostic
= Détection des antigénes (ELISA)
= Détection du génome (RT-PCR).

| Incubation Sympiiman
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Diagnostic virologique de routine
Agglutination ou ELISA ELISA
Détection rotavirus callclvirus®
des Ag callcvirus® Rotavirus
astrovirus astrovirus
4041 adénavirus 40/41
calieiirus calicivirus
ROR oL RT-PCR multiplex* rotavirus
strovirus
adénovirus 40/41

T v
tudes épidémiologiques spécifiques @

Technlquas spécialisdes: *génotypage”]

Autres techniques de *RT-PCR: typage dss retavirus A
détection ou complémentaires || * RFLP: rotavirus

* Microscople électrarique

" caliciviru
*séquencage | tous les virus
* RT-PGR détaction
roiavirus B ef




Stratégie de diagnostic des gastroentérites d'origine
alimentaire ou hydrique

GEA d'origine hydrique ou alimentaire

‘Aliments
Selles imer
= = Euisa
PCRou PCR ou
+ RT-PCR + RT-PCR

Contamination des aliments:
Le personnel de | 'alimentation est au centre du probléme
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Le personnel de |'alimentation
est au centre du probléme

= Elimination importante de virus dans les selles :
o 1011/g de selle pour le rotavirus
« Pendant et aprés la période symptomatique (> 3 sem)
o Porteurs asymptomatiques

= Les virus persistent sur les surfaces

= Transmission par les mains :
e 1000 particules pour HAV

= Dose infectieuse tr és faible pour les norovirus
o 10 a 100 particules

= Tous les aliments peuvent infectés et a tous les
stades de la préparation :

o Dessert, fruits, |égumes, salades, sandwiches, etc.

Survie du poliovirus dans différents | éggumes
conservésa +4°C

Epinards
Celery
Salade
Oignon
Chou
Framboises fraiches
Fraises congekes
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Gastroentérites virales : Zoonose ?
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Calicivirus animaux et humains
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Procédures d'inactivation des virus

=Difficiles a évaluer, les norovirus ne se
multiplient pas sur culture cellulaire
»»Evaluation par analogie avec d'autres virus
+ HAV
« Calicivirus félin

=»Nécessité d’'une chute du nombre de particules
virales d’au moins 3log;,

Traitements thermiques

=60°C durant 30 minutes
« Inactivation incompl ete

« Risque variable selon I'aliment (liquide/solide; teneur
en graisse, protéine, sucre, pH)

=»Pasteurisation: idem

»Traitement UHT:

« Inactivation; risque nul

Traitements physiques/ chimiques/ biologiques

=» Lyophilisation :
« Inactivation insuffisante
* Risque de contamination élevé?
« Peu d'informations sur les produits commerciaux
=»Congélation :
« Inactivation faible ou nulle
« Risque de contamination élevée
= Fermentation : ?
=» Acidification (jus de fruits):
« Inactivation incompléte (absence de données quantitatives)
« Risque de contamination modéré

= Rincage/ lavage des fruits
« Décontamination difficile; risque élevé

Traitements de leau

=»Chlore :

« Inefficace entre 4 et 6 mg de chlore actif par litre
« Nécessite 10mg/I

»Traitement UV :
* Nécessite entre 20 et 40 J/cm2
»Traitement a 'Ozone :

« Efficacité variable selon la turbidité de I'eau




Décontamination des surfaces

=Hypochlorite de sodium :
« Inactivation efficace
— 1000 ppm (~ 1g/l) si le produit est fraichement reconstitué
— 5000 ppmsi le produit est pré-reconstitué
» Nécessite 10mg/I
»»Glutaraldéhyde et produits iodés :
* = inactivation
=Ammoniums quaternaires, détergents, éthanol :

« Inefficaces

Expérience du réseau européen
environ 1450 épidémies rapportées

B

Epidémies rapportées par millions dhabitants
selon les pays europ éens participant au réseau

Epidémies de gastro-entérites (11/01 — 04/03)
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N =1451

Virus en cause

T Inconnu; 67

JRotavirus; 21

TAutres; 10

[ Norovirus; 1341
JHépatite A; 3

0 500 10001500

N =1451

Mode de transmission des épidémies a
norovirus

Personnea
personne
66%

Inconnu
20%

Hydrique
1%

Aliment puis
personnea
personne
3%
Aliment
6%
non documenté
Autre 3%
1%

N =1338




Transmission alimentaire ou hydrique des Norovirus
(11/01 - 04/03)

55%
(10/18)
10%
(16/155)

l
4%

(26/712)

15%
(26/217)

Aliments en cause

Hufitres (5)

Fruits (6)

Autres (23)
Sandwiches

@

Repas (3)

Répartition des génogroupes de
norovirus(2001 et 2002)

Répartition des souches de norovirus GG |
(2001 et 2002)

2001 2002 2001 2002
OcGletiv@cai OccletivOcG 010204078 b Wautres 0102040781 b Wautres
_ Nouveau variant GG lIb
Variant GG 114

=Souche apparentée au génotype GG 114
=Caractérisé par des mutations dans le gene
de la polymérase, mais aucun déterminant

particulier de pathogénicité
»»Emergence dans tous les pays européens

»Associé aux épidémies transmises de
personne a personne

=» Souche non apparentée aux souches pré-existantes
pour ce qui concerne le géne de la polym érase.

»»Recombinaison avec au moins 4 génes différents de
capside.

=»Nouvelle souche recombinante apparue en France
(Ao(t 2000) lors d'une épidémie d’origine hydrique.

(anomalie du réseau de distribution d'eau)

=» Suivie de plusieurs épidémies dans 3 pays européens
liées & la consommation dhuitres importées de France.

»»2001/2002 : incidence variable selon les pays (7 & 71%)




Conclusion

=» Contrairement aux bactéries, les virus ne se multiplient
pas dans les aliments. lls ont plutét tendance a diminuer
avec le temps et les traitements.
Ainsi
=»|"infection virale d’origine alimentaire dépend :
« Stabilité du virus
« Quantité de virus éliminée par la (les) personne(s) infectée(s)
« Procédés utilisés pour préparer les aliments ou traiter I'eau
« La dose infectieuse pour un virus donné
« Laprédisposition de I'hote

Conclusion

= |mportance des épidémies d’origine alimentaires et/ou
hydrique méme si le mode de contamination principal
est la transmission virale de personne a personne.
= Augmentations des épidémies a norovirus durant les 8
derniéres années (environ 100%)
Les raisons?  Meilleure détection? Nouvelles souches plus pathogénes?

=» Apparition de nouvelles souches, de nouveaux variants.

Lesraisons?  Role des épidémies hydriques? Caractéres
épidémiologiques de certaines souches?

Organisation du génome des Calicivirus
humains
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Souches GGI, GGlll durant les années 1996-2002

BGGI 1 Norwalk

B GGl 2 Southampton

Ocai3

OGGl4 Malta,
QArms

B GGI 5 Musgrove

1 B GGl 6 Sindlesham

B GGl 7 Winchester
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1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002

Souches GGll durant les années 1996-2002 B GGll 1a Hawaii

B GGl 1b Wortley

aGal2a
446 Melksham

DOcacizp
200 SnowMountain

B GGl 3a Mexico

[=Jelellk:1)
150 Rotterdam

B GGl 4 Lordsdale

100 O GGlI5 Hillingdon

I B GGII 7 Leeds

Bcais
Amsterdam

Ocaib

0+ DOceic
1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002

GGl strains, GGlII: prevalence over time

“ 01998
3 81999
@ 2000
2001
B 2002
1 Norwalk | Souhampton | Bimingham | Malta, Qarms|  Musgrove | Sindlesham | Winchester Alphatron
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Souches GGlII durant les années 1996-2002 BGGII 1a Hawaii

BGGII 1b Wortley

446 0OcGii2a

Melksham

Ocali2b
SnowMountain

BGGII 3a Mexico

. BGali3b
Rotterdam

BGGII 4 Lordsdale

10 I OGGlII 5 Hillingdon

I WGGII 7 Leeds

Bcals
Amsterdam
Ocaib

acalic
1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002

May 2002 - March 2003

21 gastroenteritis outbreaks reported to the
National Reference Center for Gastroenteritis

128 stool samples
72 positive HUCV RT-PCR
42 HuCV sequences

HuCV in 16 outbreaks
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Transmission

Schools/junior

holiday camps
n=3 T 2
owns n= Nursing homes/
Hotels geriatrics n=10
n=2
Mode
. Hospitals Water or food
Private houses/ n=3 suspected Nn=6
receptions =l
Settlng Oysters n=1
Water n=1

Person to person rFl3

Typing of Noroviruses

HuCV in 16 outbreaks
5 different strains

GGIIb n=1 ;
GG IMikkelin=1 GG 1 Chiba =1
Birmingham
Variant
n=3
7
8
E]
£ GG 11Grimsbyn=12
withmutation AACTTG
f j & T iﬁ;f to AATCTG

Gastroentérites virales : Epidémiologie
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Diagnostic
immunologique des calicivirus

»»Anticorps monoclonaux a partir de protéine
recombinante (particules ou protéines).
=Anticorps ayant une réactivité croisée avec les
deux génogroupes.
=Meilleure réactivité avec les antigénes dénaturés
— traitements alcalin des échantillons

Diagnostic
moléculaire des calicivirus

»»Diversité génétique des souches virales

2»Choix de plusieurs couples d’amorces utilisés en
mélange

Classification des NLVs ('analyse de ORF2)

Génotypes définis par Vinje et al. (2000) Clusters définis par Ando et al. (2000)
14 15

Génogroupe | Génogroupe |
Norwalk GI/1 (NV)Norwalk virus
Southampton Gl/2(SOV) Southampton virus
Desert Shield GI/3 (DSV) DesertShield virus
Queens Arms Gl/4 (CSV)Cruise ship virus
Winchester Gl5 (378)
Musgrove
Sindlesham
Génogroupe Il Génogroupe |1
Hawail GlI/1 (HV) Hawaii virus
Snow Mountain GlI/2 (SMA) Snow Mountain virus
Mexico Glif3(TV) Toronto virus
Lordsdale Gli/4 (BV) Bristol virus, Lordsdale virus
Hillingdon GIIf5 (WR) White River virus
Leeds GIIfG (269)
Alphatron GlI/7 (GV) Gwynedd virus

Gl (539)

Gll/9 (378)

GII10( Yat94/UK)

Diagnostic moléculaire des calicivirus

»Technique « in situ »

»Technique ARGENE

2»RT-PCR en une seule étape
»»Mélange de plusieurs couples d’amorces
=Excellente sensibilité

Typage moléculaire des Calicivirus

= Séquengage des « Hybridation spécifique de

produits de PCR type ou "reverse line blot

hybridization" ifsrents degres de

génes: spécificité)

» Polymérase
« Capside
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Amorces utilisges lors du séquencage des souches virales

Virus Région amplifi ée Amorces 5 Amorces 3
Rotavirus géne 9 Beg9 End9
Astrovirus ORF2 Mon 245 Mon 244
Calicivirus 3D Polymérase p 36 NVp 110
NLV géogroupel SR 48/ 50/ 52
NLV génogroupell NI

Jvi3 Jviz
capside SRI-2 SRI-1
capside Mon381 Mon383




