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Les norovirus : classification et importance
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Réplication des NoV uniquement chez 'THomme pour certains génogroupes ,x" "
Particule icosaédrique (~ 40 nm) ayant un génome a ARN (~ 7,5 kb) /!

GV

Classification phylogénétique des NoV

Figure 1. Electron microscopy images of Noroviruses. (A). Original image of small round structured
viruses, visualized by Kapikian in stool samples from acute gastroenteritis cases, by immune electron
microcopy [7]. (B). High resolution cryo-electron microscopy of a Gl1.4 Norovirus particle [9].

(Atmar et al., 2008 et 2014 ; Chhabra et al., 2019 ; Ettayebi et al., 2021 ; Kroneman et al., 2008 ; Lucero et al., 2021)



Cycle de transmission des NoV
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Transmission par voie féco-orale (directe ou indirecte) des NoV a I’'Homme

(inspiré de Kroneman et al., 2008)



Voies de contamination et d’inactivation des NoV en zone cotiere

UV et température
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Epidémies alimentaires a NoV en Europe

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Year

— Salmonella

- Bacterial toxins, unspecified

~—norovirus and other calicivirus

- Campylobacter

~— Bacillus cereus toxins
Staphylococcus aureus toxins

— Clostridium perfringens toxins

=TT ThslEmiRE T T T

scombrotoxin

4 Salmanella

5 Salmonella

6 Clos tridum perfringens
towins

7 Bagllus aereus toxins

7 Listeria
monocytogenes

8 Flavivirus induding
Tick-borne encephalitis
vins

B Norawvirus and other
calidvirus

FEh & f8h ffudM@s =™ =18 =

Pig meat and products 11
thereaf''

Bakery products™ 9
Mixed food ‘™ 8
Mixed food ™ 6
Fish and fish 6
products™

Milk™ 5
Mixed food " 5

Table 67: Top 10 pathogen/food vehicle pairs causing the highest number of strong-evidence outbreaks in reporting EU M5, 2020
2020 2010-2019™
N Outbreaks Reporting
Rank™  Causativeagent  Food vehicle m':’,"“i‘““ ?;"""“"g.:':l Rank(®  (M/year) MS
(range) (N/year)
i Salmonella Eggs and egg 37 France {15), Poland {15), 1 104.5 (77-141) 10,0
products™’ Spain (5) Italy (1), Skovakia
[ = = == == == == o= e o= e e = e = = e il e e e e e e e e = ==
2 Narovinis and other  Crustaceans, shelffish, 28 France { 16), Swaden (9], 2 362 (B-1#) 6.1 |
| calidvinus malluscs frld products Denmark (2), Spain (1) I
ﬂ'IE'Efc

SRedEh (7], MNEET, — — T T3S(MFSST — — Bo—
Germany (2], Belgium (1)

France (4), Italy {3), Poland 6 18.9 {9-28) 73
(1), Hungary (1), Belgiumm

(1), Croatia (1)

Poland {9) 4 257 (5-45) 45
France (2), Denmark (2], 13 103 (3-1) 45
Firland {1), Gemary (1),

Italy (1), Partugal (1)

France {2}, Belgium (1), 12 109 (7-16) 47
Germany (1), Poland (1),

Spain (1)

Netherlands {2}, Denmark 135 0.5 {0-2) 0.4
(2), Germany {1}, Austria (1)

Shovakia (4), Austria (1) 65 1.7 (0=3) 12
Denmark {3), Finland (2) 7 146 (39 63

* ~150 a 500 épidémies alimentaires a NoV chaque année depuis 2012 (~ 4% a 20% du total des épidémies)

* Fréquence des épidémies : 2¢me position du couple « NoV + coquillages bivalves »

(EFSA, 2022)



Contexte normatif : avantages et limites

e Norme ISO 15216 : détection / quantification du génome NoV dans les coquillages bivalves

Prévalence NoV : 34,5% sur zone de production (n=2 180) ; 10,8% en centre d’expédition (n=2 129)
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Approches actuelles pour détecter les NoV infectieux

2016 2019

Réplication in vivo (Danio rerio)

‘:‘

Réplication in vitro (entéroides)

| Complexe '
C 107y B1npi : :
_ |Bewi ‘ | Peu sensible et spécifique ! -
- | o
o 2 108-
- : Qualitative : 51 o 110
% """"""""" fg 107 . o 1:100
- o -
g 5 108 ', A 1:1000
o N . 3 s © 110000
5 2 105 e o A
g 10 a o E I
o ii 8 104- A o o o E
<
102 ll l ll] ll é 103 P E'E' MW AP 4
Gll.4 Gll.3 GlL4 GlL3 Gll.4 GIL3 Gll.4 GI.3 E 1 n 1“ n n
- e . R A . . B R . R R S T A — . R S
S 1234 01234 01234 01234
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(Ettayebi et al., 2016 et 2019 ; Van Dycke et al., 2019 et 2021)



Contexte réglementaire en Europe

e Reéglements UE 2015/2285 et CE 854/2004 : classement des zones -

L Relaying area Approved dispatch centres
oy , . R . . Classified o Dispatch Centre
e Aucun critére réglementaire a ce jour pour les NoV dans les coquillages ———
areas ¥
. . R . Class A Dispatch Centre
e Instruction technique DGAL « NoV - coquillages » depuis 2013 = Pu(r:ific:tion
N . . . . . . entre
o Siépidémie alimentaire + contamination de la zone => fermeture +/- 28 jours —
|| @ . Placing on the market
e Discussions européennes : évolution du reglement 853/2004 (2023) 'L‘Ji,';',:‘:ii;?:if::';:::'ﬁ;
o Intégration des NoV dans les PMS

o Etudes sanitaires de zones conchylicoles / surveillance Consumer

Classement E.coli/ 100 g CLI Nombre zone

%
80% < 230
PR— 30.4.2004 Journal officiel de I'Union européenne L139/55 A 103
REGLEMENT (CE) N°853/2004 Aucun > 700
DU PARLEMENT EUROPEEN ET DU CONSEIL
0,
du 29 avril 2004 B 90%’ < 4 600 248
S Aucun > 46 000
et o o tacon fixant des régles spécifiques d'hygiéne applicables aux denrées alimentaires d'origine animale
SouRdirection de la sécurité sanitaire des aliments
Bureau des produits de la mer et d'eau douce nstruction technique o
D T el C 100% < 46 000 10
75 732 PARIS CEDEX 15 DGAL/SDSSA/2021-990
0149554955 L 139/206 Journal officiel de I'Union européenne 30.4.2004 ,
28/12/2021
N R e et REGLEMENT (CE) N° 854/2004 DU PARLEMENT EUROPEEN ET DU CONSEIL Non CIassee >46 000
ission des urgences sanitaires
du 29 avril 2004
Date de mise en application : Inmédiate - o Em Em o o S S S M
Diffusion : Tout public
fixant les régles spécifiques d'organisation des contréles officiels concernant les produits d'origine
DGALISDSSA/2020.705 u 18/122020 : Geston d isue norovins n len avec I animale destinés & la consommation humaine

consommation de coquillages (mise & jour de I'instruction DGAL/SDSSA/2019-855 du 25/12/2019) (CommiSS/On Eufopéenne, 2015 ; DGAL, 2022 ,_ ESFA, 2016 I_ Parlement Eufopéen, 2004)
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(Boudaud et Gantzer, 2015)



Discrimination des NoV infectieux et non infectieux :
évaluation et validation d’un indicateur de nature virale

Genre Levivirus ~ FRNAPH-I &

ORFI ORR ORF3
- p48 NTP | p2 [ VPG | 3C | RdRp H L | i =AAA,

Non-structural replicase proteins VPI VP2

Genre Allolevivirus ; & FRNAPH-IV

Structure des bactériophages ARN F-spécifiques Structure des NoV

~3,5a4,2kb Génome ARN a polarité + ~7,5kb
~30 nm Virus nus ~40 nm
90 dimeres + protéine A2 capside icosaédrique 90 dimeres VP1 + quelques copies VP2
* Alinstar d’E. coli, application du concept de Mossel (1983) pour valider cet indicateur : Marker (index and indicator) organisms in food and drinking water.

] . . ) i . i Semantics, ecology, taxonomy and enumeration
1. «doit toujours étre détecté lorsque le pathogeéne est présent »

2. « peut étre détecté en absence du pathogene » D. A. A. MosseL

(Dent et al., 2013 ; Donaldson et al., 2010 ; King et al., 2012 ; Koning et al., 2016 ; Lucero et al., 2021 ; Mossel, 1983)



Caractéristiques des bactériophages ARN F-spécifiques (FRNAPH)

Indicateurs de pollution virale :

O

O

O

Abondants dans les eaux usées brutes urbaines (~10%7 UFP/L), malgré une faible prévalence dans les selles humaines (< 26%)
Survie dans I'environnement : FRNAPH-1 > FRNAPH-II >> FRNAPH-III > FRNAPH-IV
Origine plutot humaine des FRNAPH-II et |

Inclus dans les réglementations australienne et américaine pour controler la qualité microbiologique des coquillages (seuil a 50 UFP/100 g CLI)

Génomes FRNAPH-II (107-8 copies/L) > génomes NoV (10*’ copies/L) dans les eaux usées brutes urbaines
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(ASQAAC, 2016 ; Calci et al., 1998 ; FDA, 2015 ; Fitzmorris-Brisolara et al., 2022 ; Grabow et al., 1995 ; Hartard et al., 2015 ; Hartard, 2017 ; Havelaar et al., 1990 ; Lee et al., 2018 ; Schaper et al., 2002)
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Validation de l'indicateur OXYVIR : OX\Yﬁ

comparaison des génomes de FRNAPH-II et de NoV dans les huitres

Dans le cadre d’études de prévalence

TABLE 3 Contingency table for detection of FRNAPH-II and NoV Gll genomes in oyster

batches

No. of samples with the following result for

NoV Gll genome detection:

FRNAPH-Il genome detection = + ++
- 49 9 1
-+ 11 13 7
-+ -+ 5 7 9
. Variables (axesFlandF2:81.8%)
Infectious : n_111 :

0,75

0,5

0,25
FRNAPH-|

genome

FRMAPH |

F2 (26.1%)

-0,25
FRNAPH-II

genome
-0,5

-0,75

E. coli

-1 -0,75

0,25 1] 0,25 0,5 0,75 1

F1(55.7%)

FIG 4 Principal-component analysis of parameters targeted in shellfish col
lected from the local harvesting area

* Corrélation significative entre FRNAPH-II et NoV GlI (p < 10%)
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* Confirmé par le CEFAS (ex-EURL « NoV — coquillages ») et
d’autres études

(Hartard et al., 2016 et 2018 . Lowther et al., 2019 ; Gyawali et al., 2021)



Validation de l'indicateur OXYVIR :
comparaison des NoV (génome) et FRNAPH (infectieux et génome) dans les huitres

e

Dans le cadre de la dépuration des huitres a échelle industrielle
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La détection du génome viral ne peut pas toujours prédire la présence de particules infectieuses pour un seul et méme virus

Résultats confirmés par d’autres études publiées

(Hartard et al., 2018 ; Leduc et al., 2020 ; Younger et al., 2020 ; Gyawali et al., 2021)



00

Validation de I'indicateur OXYVIR : M
comparaison des FRNAPH infectieux et NoV infectieux dans les huitres (TIAC)
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Références des épidémies a NoV dans les huitres

* Détection de FRNAPH infectieux dans 100% des huitres responsables de gastro-entérites a NoV
(Boudaud et al., en préparation)



Validation de l'indicateur OXYVIR :
comparaison des FRNAPH et NoV infectieux a échelle laboratoire
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10 a 20°C en solution PBS 150 mM (120 jours)

Filtration sur sable (eau a 35 g/L) :
vitesse entre 5 et 56 m/h

Eau a 20 et 35 g/L NaCl a 20°C (120 jours)

NoV FRNAPH-II

Infectivité ?

F——=-=-=-==

UV,c,.m Statique (eau a 35 g/L) :

‘ 6 doses entre 0 et 60 mJ/cm?

Validation de l'indicateur si survie FRNAPH infectieux = NoV infectieux

norme européenne NF EN ISO 10705-1
Octetr 2001
norme frangalse

« Toeamy

Qualité de eau
Détection et dénombrement

s faciyionene (ISO 10705-1, 2001 ; Van Dycke et al., 2019 et 2021 ; Wolf et al., 2010)

Parti 1 Oanombrament des bactdrcphages ARN F soécifiques




ccopies de génome ou UFP/mL

Survie des FRNAPH et NoV infectieux a échelle laboratoire

20°C; solution PBS 150 mM

1,00E+09 %
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E_H»j'_?;g
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M génome NoV Gll.4
\ FRNAPH-II infectieux
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Inactivations FRNAPH-II et NoV infectieux similaires ?

100 110 120

12°C ; eau de mer (3 conditions)

A B “ MoV GIL3 RNA & TuV RNA
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1 10° — 10* # Virus not detected
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(Robin et al., en préparation ; Desdouits et al., 2022)



Validation in situ de I'indicateur OXYVIR

Déterminer un seuil en FRNAPH
infectieux dans les huitres

Conforter la relation entre FRNAPH Anticiper les anomalies liées a
et NoV infectieux dans des huitres I'apport d’une pollution virale dans
incriminées dans des épidémies les huitres

Validation
d’un

protocole
d’alerte et de
gestion

FRNAPH infectieux (UFP/ g GD huitres)
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Validation in situ de l'indicateur OXYVIR &’/

OXYVIR

interactions spécifiques / non spécifiques des

Prévalence de FRNAPH infectieux a I'échelle
particules virales avec les tissus digestifs d’huitres de l'individu humain

_ Nov m H . ’
FRNAPH (infectieux et génome)
Spécifiques A-like HBGA, acides sialiques Aucune

S0ER QIS P Proportions et teneurs
(100 selles fraiches) P

Non spécifiques Charge, hydrophobie de surface

d'un projet de

fous souhatez mener Une recherche. Merci de compiéter ce document ef fenvoyer & fadresse suvante
socretanat DRCQchy voven it

Dissémination et comportement des virus dans les huitres |

CHU de Roven
Service

Parasiologle mycologie
0232881455

Teéléphone :
Mail :

foic favennec@chu-rouen fr

[Evatuation de la prévatence du portage de phages fecaux (bactérophages ARN F-spéciiques ef colphages
somatiques) dans les selles de patients sans pathologe nlectieuse.

(Le Guyader et al., 2006 ; Maalouf et al., 2010)
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Conclusions

Origine entérique et structures similaires des FRNAPH et NoV

Génome FRNAPH-II > génome NoV dans les eaux usées

Dégradation des génomes de FRNAPH et NoV faible et similaire dans I'environnement et lors de la dépuration des huitres
Corrélation démontrée entre génome FRNAPH-II et génome NoV dans les huitres

Survie similaire des FRNAPH infectieux et NoV infectieux dans les huitres partiellement démontrée :
1. Résultats des 15 restes de repas incriminés dans des épidémies a NoV
2. Critére FRNAPH infectieux utilisé en routine par des ostréiculteurs (pas de retours clients négatifs)
3. Données bibliographiques

4. Etudes laboratoires en cours de finalisation...



Bilan — Perspectives :
controle du danger a NoV dans les huitres via I'indicateur OXYVIR

Assainissement eaux usées urbaines Bassin versant Zone conchylicole Dépuration
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2. Surveillance de la 4. Performances

1. Performances des STEP W 3. Analyses libératoires ; !
qualité des eaux de la dépuration

NoV &
FRNAPH @
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