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Résumeé

Les norovirus sont des virus a ARN simple brin, non enveloppés. Le genre Norovirus
comprend 7 génogroupes (G) parmi lesquels les génogroupes |, Il et IV sont pathogénes

pour I'Homme.

Le norovirus humain (NoV) est reconnu mondialement comme le premier agent causal de
gastro-entérites virales aigués et le principal pathogéne responsable des gastro-entérites

virales d’origine alimentaire.

Il y a de cela une décennie, les NoV étaient méconnus des microbiologistes et des cliniciens
en Belgique. Les méthodes de détection commerciales telles que nous les connaissons
actuellement n’existaient pas encore, et ces virus ne faisaient pas partie des entéro-
pathogenes recherchés en routine chez les patients. En particulier, le CHU de Liége ne
disposait pas de méthode de détection des NoV chez les patients.

Préalablement a I'étude des NoV a proprement parler, il fut dés lors nécessaire de mettre au

point et d'implémenter une méthode de détection des NoV.

Dans un premier temps, une RT-PCR quantitative en temps réel a été développée au
laboratoire, permettant de détecter les NoV des génogroupes |, Il et IV pathogéenes pour
’Homme en une seule et méme réaction. Bien que les méthodes de biologie moléculaire
aient considérablement progressé en termes de facilité d’utilisation et de délai de réponse du
résultat, toutes ces techniques remarquablement performantes nécessitent des automates a
la pointe de la technologie.

Face a une épidémie de gastro-entérites aigués, I'identification rapide des NoV est I'élément-
clé pour contrdler efficacement la transmission virale. L’idéal dans ce cas est de disposer au
laboratoire d’'une méthode de détection simple, rapide, efficace et sans équipement
particulier. Bien que la méthode diagnostique de référence reste la détection génomique du
virus par méthode de biologie moléculaire, un test de détection des antigenes viraux par
méthode rapide immunologique a également été évalué et implémenté. Dans le contexte
d’épidémies de gastro-entérites, la facilité d’utilisation et les performances de ce test en font
une méthode de diagnostic rapide et efficace pour la mise en place précoce de mesures

prophylactiques, qui devrait toutefois étre complétée par un génotypage des souches.

On ne saurait trop insister sur ce point: il faut penser aux NoV devant une épidémie de
gastro-entérites aigués. Les épidémies a NoV sont difficiles a maitriser, principalement en

raison de la haute contagiosité des NoV et leur résistance dans I'environnement compliquant



la désinfection compléte et menant a des épidémies récurrentes. En particulier en milieu
hospitalier, les épidémies & NoV ont un réel impact en termes de Santé Publique et peuvent
engendrer des co(ts considérables qui peuvent étre limités par la mise en place précoce de

mesures d’hygiene efficaces, essentielles pour limiter I'ampleur des épidémies.

Dans les pays en voie de développement, les gastro-entérites restent une cause importante
de morbidité et de mortalité. En Afrique en particulier, la détection des NoV est peu ou pas
réalisée faute de moyens, et I'impact des infections a NoV est probablement sous-estimé.
Sur ce continent, tres peu d’études ont été menées. En collaboration avec le Centre de
Santé de Bobo Dioulasso, au Burkina Faso, une étude a permis d’investiguer I'’épidémiologie
moléculaire des souches de NoV circulant dans cette région chez 418 enfants.

Alors que NoV GllI.4 est le génotype prédominant dans la majorité des études réalisées en
Afrique, une remarquable diversité des souches circulantes a été observée lors de I'étude
menée au Burkina Faso, avec une proportion étonnamment élevée de NoV Gl en
comparaison avec les génogroupes habituellement rapportés dans cette région du globe.

Le taux de portage mis en évidence chez les jeunes enfants asymptomatiques est
considérable. Ces enfants pourraient des lors jouer un role de ‘réservoir’ pour les infections a
NoV.

Les rencontres fréquentes avec les NoV et I'exposition a de nombreuses souches différentes
sont vraisemblablement favorisées par un acceés limité a I'eau potable et un niveau d’hygiene
moindre dans ces régions. Ceci pourrait expliquer une certaine protection de I'h6te, et le

portage élevé qui en résulterait.

Apres une période d’incubation courte de 24 a 72 heures, le tableau clinique classique d’'une
infection a NoV chez une personne préalablement en bonne santé est celui d'une gastro-
entérite, dans la plupart des cas bénigne et spontanément résolutive en 2 a 3 jours. Il n’en
est pas de méme chez les patients immunocompromis : ceux-Ci peuvent présenter des
diarrhées persistantes et chroniques dont I'agent causal est souvent méconnu et sous-

diagnostiqué.

Ces infections persistantes sont décrites depuis de nombreuses années chez les patients
ayant bénéficié d’'une greffe de cellules souches hématopoiétiques, et ont été décrites par la
suite chez les patients ayant bénéficié d’'une greffe d’organe solide. Chez les patients
présentant une immunosuppression profonde due a une infection par le VIH, des cas de
diarrhées chroniques a NoV ont également été rapportés.

Dans un hépital universitaire ou plus de 2000 patients ont bénéficié a ce jour d'une greffe
d'organe, il semblait opportun d'étudier les NoV chez ces patients. Grace a des

collaborations efficaces avec I'équipe du Service de Néphrologie et une aide financiére

10



obtenue aupres du CHU de Liege, une étude prospective a été réalisée durant prés de
quatre ans chez des 117 patients transplantés rénaux, présentant ou non des symptémes
gastro-intestinaux. Lors de cette étude, une excrétion virale prolongée a été mise en
évidence chez les patients transplantés rénaux présentant une symptomatologie gastro-
intestinale, mais également chez les patients asymptomatiques, avec des durées
d’excrétions d’au moins 8 et 6 mois respectivement. Cette excrétion prolongée était assortie
de charges virales qui restaient élevées chez certains patients, constituant dés lors une

source potentielle de transmission virale.

La détection des NoV par méthode de biologie moléculaire devrait faire partie de
'exploration des troubles digestifs persistants chez les patients immunocompromis. Cela
permettrait de faire le diagnostic différentiel avec d’autres causes de troubles digestifs et
d’améliorer leur prise en charge clinique. En effet, la résolution des infections chroniques a
NoV chez les patients immunocompromis a la suite d’une greffe est liée a la reconstitution du
systeme immunitaire, et cette étude a effectivement montré I'impact d'une réduction du

traitement immunosuppresseur sur la symptomatologie.

L'étude des NoV a indéniablement contribué a développer et a acquérir des compétences
particulieres en la matiére, concernant un entéropathogéne encore insuffisamment

recherché chez les patients a I'heure actuelle.
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Summary

Noroviruses are non-enveloped single stranded RNA viruses. The norovirus genus contains

seven genogroups (G) including genogroups I, Il and IV which infect humans.

Human noroviruses (NoV) are recognized as worldwide leading pathogens causing viral

gastro-enteritis, and as the main pathogenic agent responsible for foodborne gastro-enteritis.

Ten years ago, NoV were not well known by microbiologists and clinicians in Belgium. The
commercial detection methods now available did not yet exist and NoV were not routinely
detected in patients. In particular, the University Hospital of Liege did not have a method for

NoV detection in patients.

As a prerequisite to further NoV study, development and implementation of a NoV detection

method was necessary.

This work describes the development of a quantitative real time PCR, allowing the detection

of pathogenic human NoV genogroups I, Il and IV in a single reaction.

When dealing with a gastro-enteritis outbreak of suspected viral etiology, a rapid NoV
identification is the key to effective control of viral transmission. To enable this, a given
diagnostic laboratory needs a simple and rapid method that does not require expensive or
complicated equipment. Despite molecular diagnosis methods remaining the gold standard
for NoV detection, a rapid immunologic test for viral antigen detection was also evaluated
and implemented in this study. In the context of a gastro-enteritis outbreak, these easy-to
use tests are a rapid and efficient diagnosis method which can leading to quick

implementation of prevention strategies.

NoV outbreaks are difficult to control, mainly since NoV are highly contagious and resistant in
the environment, complicating complete disinfection and leading to recurrent outbreaks. In
hospitals in particular, NoV outbreaks can have a real public health impact and can lead to
high costs. The rapid implementation efficient hygiene measures is essential to limit the size

of such outbreaks.

In developing countries, gastro-enteritis remains an important cause of morbidity and
mortality. In Africa in particular, NoV detection is not or not often performed due to the
prohibitive cost; the impact of NoV infections is thus probably under-estimated. In this
continent very few studies have been realized. Via a collaboration with the Bobo Dioulasso

health care center in Burkina Faso, the second study performed in the context of this thesis
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addressed this lack of information and allowed the investigation of molecular epidemiology of
NoV strains circulating in 418 children from this region. While NoV Gll.4 is typically identified
as the predominant genotype in most studies performed in Africa, a large circulating strain
diversity was observed in the study realized in Burkina Faso, with a surprisingly high NoV Gl
proportion. The number of NoV carriers observed in asymptomatic young children was high.
These children could therefore play a reservoir role for NoV infections. The frequent contacts
with NoV and exposure to numerous different strains, probably due to limited access to
drinking water and a low hygiene level, could explain the host protection and the high carrier

level in these countries.

After a short incubation period of 24 to 72 hours, the usual clinical presentation of a NoV
infection in a healthy patient is a gastro-enteritis, benign in most cases and spontaneously
resolved in two to three days. In immunocompromised patients, clinical evolution of a NoV
infection in not the same. In these patients, NoV are responsible for persistent and chronic
diarrhea, and often remain under-diagnosed. Such persistent infections have long been
described in hematopoietic stem cell transplant patients and, more recently, in solid organ
transplant patients. Chronic diarrhea has also been reported in patients with high

immunosuppression due to HIV infection.

In a university hospital where more than 2000 patients have been transplanted up to the time
of writing, a NoV study in this patient category was indicated. Via an effective collaboration
with the Service of Nephrology and financial support obtained from the University Hospital of
Liege, a prospective study was realized during more than four years in 117 kidney
transplanted patients, presenting or not gastro-intestinal symptoms. In this study, prolonged
viral excretion was observed in symptomatic kidney transplanted patients but also in
asymptomatic patients, with maximal excretion duration of more than to eight and six months
respectively. During these prolonged excretions, viral loads remained high in some patients,
which could represent a potential source of viral transmission.

NoV detection with molecular biology methods should be a part of the exploration of
persistent digestive troubles in immunocompromised patients to allow differentiation with
other origins of digestive and improvement of clinical care of these patients. Indeed, solving
NoV chronic infections in immunocompromised, transplant patients is linked with the immune
system recovery. This study has shown a positive impact of immunosuppressive treatment

reduction on symptomatology.

The study of NoV has undoubtily contributed to develop specific skills in this field, and had
improved knowledge concerning this enteropathogen that is still underinvestigated in

patients.
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|. Introduction : les norovirus

HUYNEN Pascale. Les norovirus : qui sont-ils ? Le point sur la ques tion .
Noso-info 2013,17(1):7-12. Revue.

HUYNEN Pascale, MAUROY Axel, MELIN Pierrette, THIRY Etienne. Les
norovirus, ces entéro-pathogenes eépidémiques mondia ux meconnus.
Rev Med Liege 2019,74(1):41-46.
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Adapté de
HUYNEN P, Noso-info 2013, 17(1) :7-12.
HUYNEN P et al, RMLg 2019, 74(1) :41-46.

1. Historique

Les premiers norovirus (NoV) furent décrits a la fin des années soixante a I'occasion d’une
épidémie de gastro-entérites dans une école de Norwalk (Ohio, USA). En 1972, on décrit
pour la premiére fois en microscopie électronique une particule de 27 nm de diamétre, isolée
de matieres fécales de volontaires sains a qui avait été administré un ultrafiltrat fécal obtenu
lors de I'épidémie survenue quatre ans plus tot. Cette particule fut nommeée ‘virus de

Norwalk’, du nom de la ville ou il a été découvert (Kapikian 1972).

En 1979 fut créée la famille Caliciviridae, qui tire son nom de la forme observée en
microscopie électronique de ces virus qui possedent a leur surface des dépressions en

forme de calice (Matthews et al 1979) (figure 1).

Figure 1. Caliciviridae - Norovirus visualisés en microscopie électronique (Adapté de Kohli
et al 2005).

La description du génome viral ouvrit ensuite la voie a leur diagnostic par les méthodes de
biologie moléculaire, conduisant dans les années 1990 a une classification de la famille
Caliciviridae basée cette fois sur des criteres génétiques (Jiang et al 1992, Vinjé et al 1996).
La famille Caliciviridae comprend actuellement cing genres : les Vesivirus, Lagovirus et
Nabovirus, pathogénes pour les animaux, et les Norovirus et Sapovirus, pathogenes pour
’'Homme et I'animal (Green et al 2000, Mayo et al 2002, Banyai et al 2018, Leftkowitz et al
2018).
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2. Caractéristiques virologiques et classification

Les NoV sont des virus a ARN simple brin, non enveloppés, de polarité positive. Leur
génome contient approximativement ~7,6 kb de nucléotides et est protégé par une capside

de symétrie icosaédrique (Green et al 2013).

Le genre Norovirus comprend 7 génogroupes (G) parmi lesquels les génogroupes I, 1l et IV
sont pathogenes pour 'Homme (Vinjé et al 2015). Les souches animales font partie de cette
classification, et comprennent des souches porcines, bovines, canines, félines et murines
(Scipioni et al 2008, Zheng et al 2006) (figure 2). Les NoV sont caractérisés par une tres
grande variabilité génétique, a la base de la classification des souches. Les génogroupes
renferment au moins 38 génotypes (Kroneman et al 2013), et les génotypes peuvent eux-
mémes contenir plusieurs variants, en particulier le génotype Gll.4 (Verhoef et al 2008,
Mathijs et al 2011).

La proximité génétigue de certaines souches de NoV humaines et animales souléve la
guestion d’'une éventuelle zoonose. Jusqu'a présent, aucune transmission de NoV entre

’homme et 'animal n'a été rapportée.
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Figure 2. Classification des NoV en 7 génogroupes (Gl a GVII) basée sur la diversité des
séquences en acides aminés de la protéine de capside VP1 (adapté de Vinjé 2015).

Les Open Reading Frame (ORF ; ‘Cadres de Lecture Ouverts’) sont au nombre de trois chez
les NoV humains, un quatrieme ayant été décrit chez le NoV murin (McFadden et al 2011).
L’extrémité 5’ proximale de 'ORF1 code un précurseur de protéines non structurales, dont
'ARN polymérase. L'ORF2 et I'ORF3 codent les composants structuraux du virion, les

protéines de capside majeure et mineure, VP1 et VP2 respectivement.

Les protéines VP1 de la capside des NoV sont composées de deux domaines majeurs : le
domaine conservé S (interior shell), qui contient 'ARN et confere a la particule sa stabilité, et
le domaine variable P (protruding domain), exposé a la surface externe du virus. Ce domaine
P est impliqué dans les interactions entre I'hote et le virus, et présente un haut degré de
diversité de séquences corrélé a la grande variabilité antigénique des NoV. Le domaine P
est constitué d’'un dimére P1/P2. La sous-unité P2 est impliquée dans les interactions avec

les cellules de I'héte (Figure 3).
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Figure 3. a- Organisation du génome des NoV - b- Structure schématisée de la protéine
virale VP1, comprenant les domaines S (en jaune) et P, lui-méme subdivisé en sous-
domaines P1 (en bleu) et P2 (en rouge) (Adapté de Donaldson et al 2010).
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3. Multiplication virale et recombinaison
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Figure 4. Cycle de réplication des norovirus. Attachement du virion a la cellule héte par
l'interaction de la protéine VP1 du virion et I'antigéne de surface HBGA de la cellule (1), suivi
d’une internalisation, d’'une décapsidation et d'un désassemblage du virion (2 et 3). L'ARN de
polarité positive (+) est transcrit et traduit dans le cytoplasme de la cellule héte. La translation est
médiée par des facteurs de translation de I'héte recrutés par la protéine virale non structurelle
VPg, qui est liée a I'extrémité 5’ du génome (4). Les protéines virales sont ensuite synthétisées
(5). Durant la replication du génome, I'ARN (+) est transcrit en ARN de polarité négative, ARN (-),
qui est ensuite utilisé pour la synthese de nouveaux brins d’ARN (+) génomiques et
subgénomiques (6). Les brins d’ARN (+) subgénomiques contiennent uniquement les séquences
ORF2 et ORF3, et sont utilisés pour la production des protéines VP1 et VP2 des NoV. Lors de
I'encapsidation (7), les ARN (+) sont assemblés en nouveaux virions, qui sont ensuite relargués
de la cellule héte (8) (adapté de de Graaf et al 2016 et de Thorne et Goodfellow 2014).
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Les NoV se servent de leur propre ARN polymérase pour se multiplier dans la cellule héte.
Cette polymérase ne disposant pas de fonction correctrice, des mutations surviennent
fréquemment lors de la multiplication des NoV, conduisant & une grande diversité génétique
des souches de NoV (figure 4) (de Graaf et al 2016, Thorne et Goodfellow 2014).

Un autre mécanisme important contribuant a I'évolution continue des NoV au fil du temps et
au dynamisme de leur circulation est le phénoméne de recombinaison. Ces recombinaisons
résultent d’échanges de séquences génomiques virales survenant le plus souvent au niveau
de la région conservée de la jonction ORF1/ORF2 entre souches de NoV, et dans une
moindre mesure au niveau du géne codant I’ARN polymérase (Bull et al 2005, Waters et al
2007) (figure 5).
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Figure 5. Modéles proposés pour la recombinaison chez les NoV suite a l'infection de la
cellule par deux souches de NoV différentes (en bleu et en vert). a- Recombinaison
replicative, a gauche. La recombinaison entre les deux souches survient lors de la
réplication. Une partie de I'ARN d’une des deux souches de NoV reste au stade d’ARN
subgénomique (dans la région jouxtant 'ORF-1 et TORF-2), pour ensuite se dissocier du
virus et se recombiner avec '’ARN subgénomique de la souche de NoV co-infectant la
cellule. b- Recombinaison non-réplicative, a droite. Les brins d’ARN peuvent étre clivés
lors de dommages créés par les UV, les agents physiques, I'activité ribozyme ou encore
les endoribonucléases cellulaires. Les fragments sont ensuite reliés par une ligase
cellulaire pour former un génome de NoV recombinant (adapté de Ludwig-Begall et al
2018).
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Les souches recombinantes conduisent & des variations génétiques et a I'émergence de
nouvelles souches virales qui sont suffisamment différentes que pour impacter la
classification phylogénétique des NoV, et également la mise au point de vaccins (Ludwig-
Begall et al 2018, Jones et Karst 2018, Scipioni et al 2008).

Trois types de recombinaisons sont observés chez les NoV : les recombinaisons inter-
génogroupes, qui surviennent entre deux génogroupes, par exemple entre les génogroupes |
et Il (Nayak et al 2008) ; les recombinaisons inter-génotypes, entre deux génotypes d'un
méme génogroupe (de Graaf et al 2015, Fu et al 2017) ; et les recombinaisons intra-
génogroupes qui correspondent & la combinaison de NoV appartenant au méme génogroupe

au sein de la méme espece (Ludwig-Begall et al 2018).

Le génotype Gll.4, en particulier, est un génotype largement dominant parmi les NoV et c’est
également celui qui renferme le plus grand nombre de nouveaux variants. Des variations
génétiques de plus en plus fréquentes ont été mises en évidence au fil de ces dix derniéres
années au sein de ce génotype, avec l'apparition de nouveaux variants tous les deux a
guatre ans. Il a par ailleurs été observé qu'un nouveau variant de Gll.4 détecté durant le
printemps et I'été correspond a une activité accrue des NoV lors de I'hiver qui suit (Rohayem
2009). L'épidémiologie des souches de NoV du génotype GIll.4 mimerait celle du virus
influenza, avec une émergence et une propagation rapides et mondiales de nouveaux
variants (Siebenga et al 2009). Depuis peu, d’autres souches non-Gll.4, comme GII.17 et
Gll.2, ont remplacé les souches Gll.4 dans plusieurs pays asiatiques.

Malgré de multiples tentatives, on ne dispose pas pour les NoV humains, a I'heure actuelle,
d'un systeme classique, efficace et aisé, de culture cellulaire in vitro, ni d'un modele animal
pour I'étude de leur réplication et de leur pathogenése telle qu'elle a lieu chez I'Homme
(Ettayebi et al 2016, Jones et al 2014).

Cette difficulté a cultiver les NoV humains impacte la mise au point de vaccins par le biais de
la culture cellulaire classique, et a conduit a la synthése de particules de NoV
recombinantes, ‘Virus Like Particles’ en littérature anglosaxonne, produites par I'expression

et 'assemblage de la protéine majeure de capside VP1 (Riddle et Walker 2016).

4. Pathogenese

Lors de l'infection chez I'Homme, les NoV s’attacheraient aux cellules épithéliales du tractus
gastro-intestinal par lintermédiaire de séquences polysaccharidiques spécifiques des

groupes sanguins A, B, O et Lewis (Wilen et al 2018, Minton 2018).
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Les récepteurs cellulaires des NoV humains permettant I'attachement des particules virales
seraient des antigenes tissulaires de groupes sanguins ou HBGA (Histo-Blood Group
Antigens), exprimés entre autres sur les cellules du tractus gastro-intestinal. Une séquence
d’acides aminés situés a la surface distale de la capside virale adopte une conformation
particuliere et interagit avec les résidus oligo-saccharidiques des récepteurs HBGA
(Schroten et al 2016, Liu et al 2015) (Figure 6).

Norovirus Pseudo- particule Dimeére P Récepteur HGBA

Figure 6. Liaison HBGA. De gauche a droite : NoV visualisés en microscopie électronique,
une unité de pseudo- particule (VLP), un dimére P avec l'indication de la zone carbohydrate
servant d'interface (région colorée), et la structure en forme de cristal des récepteurs HGBA
(adapté de Liu et al 2015).

Les NoV présentent différents profils de liaison aux récepteurs associés aux groupes
sanguins ABO, aux groupes sécréteurs et Lewis (non-sécréteurs).

L’interface de liaison avec le récepteur differe chez les génogroupes Gl et Gl par leur
structure, leur localisation, leur mode de liaison et par leur composition en acides aminés
(Figure 7) (Liu et al 2015, Tan et al 2009, Tan et Jiang 2010).

GI-1 (Virus Norwalk) Gll-4 (VA387)
Q@

Figure 7. La structure en forme de cristal des récepteurs des virus Norwalk (GI-1) et
VA387 (GlI-4). A et B : modélisation des surfaces des dimeres P (vus du dessus). Les
zones du récepteur HBGA sont indiquées en couleur (adapté de Tan et al 2009).
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Les entérocytes, exprimant dans une importante mesure ces antigenes sanguins,
représentent des cellules cibles pour les NoV. En I'absence de modéle animal reproduisant
la maladie telle gu’elle a lieu chez ’homme, les informations quant a la pathogenese et a la
physiopathologie des infections a NoV humains émanérent initialement d’études réalisées
chez des volontaires sains (Graham et al 1994, Atmar et al 2008).

En comparant un épithélium duodénal sain a un épithélium duodénal infecté par des NoV,
'observation histologique met en évidence des modifications structurelles et fonctionnelles,
notamment une vacuolisation et une desquamation des cellules épithéliales, une diminution
de la résistance de I'épithélium et une réduction de la surface des villosités (Troeger et al
2009) (Figure 8). Ces modifications structurelles conduisent a une altération de la barriére
intestinale, entrainent une malabsorption et de la diarrhée. Un ralentissement de la motricité
gastrique est également observé et contribue aux nausées et vomissements (Meeroff et al
1980).

Figure 8. Modifications structurelles et fonctionnelles du duodénum lors de I'infection a
NoV chez I'nomme : vacuolisation et desquamation des cellules épithéliales intestinales
(—») (B) par rapport a un duodénum sain (A). Coupes histologiques.
(Adapté de Troeger et al 2009).

Depuis quelques années, les infections reproduites chez la souris sont étudiées grace a la
découverte du NoV murin (MNV-1) qui se réplique dans des cultures cellulaires dendritiques
ou de macrophages (Wobus et al 2004). Le modele murin ne permet cependant pas
d’étudier les NoV humain en raison d’'une pathogénie différente induite chez la souris et chez
’homme. En effet, I'inoculation de NoV a des souris immunocompétentes n’entraine aucune

symptomatologie, quand I'inoculation a des souris immunodéficientes méne au déces.
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Plus récemment, la découverte d’'une réplication efficace de souches de NoV dans des
organoides intestinaux humains préalablement infectés in vitro a ouvert la voie vers un
modeéle d’étude prometteur des NoV humains. Le terme ‘organoide’ désigne une culture en
trois dimensions, dérivée de cellules reproduisant I'organisation et la fonctionnalité du tissu
ou de l'organe spécifique, et de I'ndte duquel il est dérivé. Dans le cas de I'étude des NoV
humains, ces organoides sont des cultures multicellulaires in vitro d’entérocytes matures,
dérivés du tissu épithélial de I'intestin gréle humain (Stelzner et al 2012, Ettayebi et al 2016,
Dutta et al 2017, Ramani et al 2018) (figure 9). Le développement de ces cultures
organoides in vitro représente un nouveau systéme remarquable pour étudier la

pathogenese des NoV humains et leurs interactions avec I'héte.
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Figure 9. Organoides intestinaux humains utilisés pour I'étude de la pathogenese des
norovirus (Adapté de Ramani et al 2018).

Les NoV infectent, outre les entérocytes, un type particulier de cellules épithéliales
intestinales protubérantes nommeées cellules tuft (figure 10) en raison de leur morphologie
particuliére : elles présentent a leur surface des extensions multiples évoquant une touffe de
cheveux (‘tuft’ pour ‘touffe’ en anglais) lors de leur observation en microscopie (Karst et
Wobus 2015).
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Les cellules tuft représentent environ 0,5% de I'épithélium intestinal (Banerjee et al 2018).
Elles jouent un réle de sentinelle lors des infections intestinales dues aux parasites et aux
helminthes, en produisant des cytokines qui vont informer le systéme immunitaire, donnant

lieu a une réponse immunitaire cellulaire médiée de type 2 (Gerbe et Jay 2016).

Alors que les cellules tuft sont peu nombreuses, les découvertes scientifiques indiquent
gu’une fois ce type de cellules infectées, celles-ci multiplient rapidement les NoV et donnent
lieu a des infections sévéeres. D’ou I'hypothése selon laquelle les NoV seraient responsables
d’infections plus graves, menant a plus de décés dans les pays non industrialisés, en raison

des co- infections parasitaires qui y sont plus fréquentes (Wilen et al 2018).
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Figure 10. Vue schématique de I'épithélium intestinal. L'épithélium villeux contient des
cellules non-prolifératives, différenciées, incluant les entérocytes et les cellules tuft.
Les carbohydrates sont exprimés a la surface des entérocytes et sécrétés dans la
lumiere intestinale. Certaines bactéries peuvent exprimer ces carbohydrates. Les NoV
peuvent s’y attacher (1) et étre transcytés au travers de la lumiére intestinale par
lintermédiaire des cellules M (2). Les NoV peuvent ensuite infecter les cellules
dendritiques, les macrophages et les cellules B (3) (Adapté de Karst et Wobus 2015).
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5. Norovirus et immunité

Le domaine P de la protéine de capside VP1 des NoV induit chez I'hdte une réponse
immunitaire aussi bien humorale que cellulaire (Fang et al 2013). En raison de leur grande
diversité génétique et de I'immunité de courte durée conférée a I'hdte suite a une infection a
NoV, les réinfections chez un méme individu ne paraissent guére étonnantes (Ramani et al
2016).

La raison pour laquelle les infections a NoV sont asymptomatiques chez certains individus

est par contre moins évidente.

Une premiére explication réside dans le fait que I'immunité de I'h6te aux NoV humains est
tout d'abord basée sur une sensibilité ou une résistance génétique innée a l'infection, liée a
la présence ou non d’HGBA qui feraient office de facteurs d’attachement cellulaire requis
pour mener & l'infection et a la pathologie clinique (Hutson et al 2005, Marionneau et al
2002).

Chez les hotes de génotype HGBA non-sécréteur, I'absence d’expression d’'un gene codant
une enzyme fucosyl transférase, I'a-1,2-fucosyl transférase (FUT2) leur confére une
résistance a certaines souches de NoV, en particulier aux souches Gl.1 et a la plupart des
souches Gll.4. L'association entre I'expression des HBGA et la vulnérabilité de I'n6te a des
génotypes spécifiques de NoV est maintenant bien établie (Lindesmith et al 2003, Huang et
al 2005, Banyai et al 2018).

D’autre part, méme s'il est exact que dans la majorité des cas, I'expression du géne codant
la fonction FUT2 est requise lors des infections, d’autres mécanismes peuvent expliquer

l'infection de I'héte par certains variants en I'absence d’HBGA (Ramani et al 2016).

Outre les entérocytes, les lymphocytes B ont également été identifiés comme une cible
cellulaire pour les NoV humains. L'infection des lymphocytes B par les NoV humains requiert
la présence de bactéries entériques exprimant les HBGA, ces bactéries agissant en tant que
facteur facilitant I'infection des lymphocytes B par les NoV. En effet, I'expression de ces
carbohydrates a la surface de certaines bactéries comme Enterobacter cloacae permet
aux NoV de s’y attacher et d'étre transcytés au travers de la lumiere intestinale par
lintermédiaire des cellules M. Les NoV peuvent ensuite infecter les lymphocytes B, mais

également les cellules dendritiques et les macrophages (figure 10) (Jones et al 2014).

Cette découverte a contribué au développement d'un modele in vitro d'infection pour les NoV
humains (figure 9) (Grau et al 2017, Jones et al 2014, Jones et al 2015, Wobus 2018).
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Une seconde réponse est apportée par la pathogenese des NoV, donnant lieu a des
infections chroniques asymptomatiques chez certains patients. Des chercheurs ont constaté
gue les NoV présents a l'intérieur des cellules tuft sont dissimulés efficacement aux yeux du
systeme immunitaire, ce qui pourrait expliquer pourquoi certains patients continuent a
excréter les NoV aussi longtemps aprés la rémission des symptdomes. Ces porteurs sains
représentent une source potentielle de transmission des NoV, et la compréhension des
mécanismes d'échappement des NoV au systéme immunitaire pourrait conduire a de

meilleures méthodes de prévention des épidémies (Wilen et al 2018, Minton et al 2018).

L'étude des NoV chez des patients plus particulierement susceptibles de présenter des
infections prolongées ou chroniques en raison d’'une immunosuppression induite, permet
d’objectiver la prévalence des NoV chez ces patients ainsi que la durée d’excrétion des NoV
(Green 2014). L'idéal serait de réaliser une étude prospective, et d’étudier les NoV chez les
patients symptomatiques mais également asymptomatiques afin de mieux évaluer les
risques de transmission virale ; en effet, ces patients fréquentant régulierement le milieu
hospitalier, que ce soit pour des consultations ou des hospitalisations de courte ou de longue

durée, pourraient représenter une source sous-estimée de transmission des NoV.

6. Manifestations cliniques

Apres une période d’incubation courte de 24 a 72 heures, le tableau clinique classique d’'une
infection a NoV chez une personne préalablement en bonne santé est celui d'une gastro-
entérite aigué (Glass et al 2009). Chez les personnes agées, la présentation clinique peut
toutefois étre atténuée : linfection a NoV peut se présenter sous forme de troubles
intestinaux moins francs, si bien qu’elle est parfois confondue avec une affection préalable
décompensée, pour n’étre diagnostiquée qu’apres une anamnese fouillée.

La complication la plus fréquente est la déshydratation, survenant principalement chez les
jeunes enfants et les personnes agées ou fragilisées par une pathologie intercurrente. Dans
nos pays industrialisés, les infections & NoV, sont dans la plupart des cas bénignes, et
spontanément résolutives en deux a trois jours, avec toutefois une excrétion un peu plus
prolongée du virus apres la résolution des symptdmes chez les enfants en bas age et les
personnes agées (Murata et al 2007), et une certaine augmentation de la morbidité chez les
patients agés (Hall et al 2012, Harris et al 2008, Trivedi et al 2012). Par contre, en raison de
ces complications insuffisamment prises en charge, les infections a NoV sont grevées d’'une
morbidité et d’'une mortalité significatives dans les pays non industrialisés a faibles revenus
(Thorne et al 2014, Patel et al 2008).
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Chez les patients immunocompromis, les NoV sont responsables d’infections plus séveres
ou prolongées, voire chroniques, avec une excrétion virale pouvant perdurer pendant
plusieurs semaines et méme plusieurs mois, et de multiples réinfections (Petrigniani et al
2018, Daniel-Wayman et al 2018, Henke-Gendo et al 2009). Dans cette population en
particulier, une augmentation de la mortalité et de la morbidité a été démontrée (Bok et al
2013, Roddie et al 2009, Westhoff et al 2009). C’est le cas chez les patients ayant bénéficié
d’'une greffe de cellules souches hématopoiétiques ou transplantés, et également chez les
patients infectés immunocompromis dans le décours d’'une infection par le VIH (Seid et al
2018, Wingdfield et al 2010, Silva et al 2010, Rodriguez-Guillén et al 2005).

7. Diagnostic

Un épisode aigu de diarrhée non sanglante, avec ou sans vomissements, doit d’emblée faire
évoquer une origine virale. Outre la prise en charge individuelle des patients et la
surveillance épidémiologique, le diagnostic étiologique d'une gastro-entérite virale permet
d’estimer la contagiosité.

En pratique, devant une épidémie de gastro-entérites dont l'origine bactérienne a été
écartée, des critéres cliniques proposés par Kaplan en 1982 peuvent étre utiles pour évaluer
la probabilité que le NoV en soit I'agent causal (Kaplan et al 1982). Ces criteres, quelque peu
revus en 2006 et assez prédictifs lorsqu’ils sont tous présents, sont : des vomissements
(souvent en salve) dans >50% des cas, une diarrhée agueuse non sanglante, une durée de
la maladie et une période d’incubation courtes, et une atteinte des patients mais également
du personnel (Turcios et al 2006).

Les épidémies a NoV sont difficiles & contrbler et leur impact socio-économique peut se
révéler important. Ces codts peuvent étre limités par un diagnostic précoce permettant
l'instauration rapide de mesures de controle efficaces visant a enrayer I'épidémie.

Les méthodes de diagnostic microbiologique des infections a NoV restent a I'heure actuelle

un défi en raison de la variabilité continue des souches (Zhuo et al 2017).

La méthode diagnostique de choix est la détection génomique du virus par méthode de
biologie moléculaire dans les matiéres fécales, Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction ou RT-PCR, utilisant des amorces visant la région de 'ORF1 codant 'ARN
polymérase (Stals et al 2009, Stals et al 2012). De par sa sensibilité et sa spécificité
optimales, la RT-PCR est considérée comme la méthode de référence pour la détection des
NoV humains. Le seul écueil de cette technique est son inaptitude a attester du caractere

infectieux ou non des particules virales mises en évidence dans les prélévements.
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Les techniques de RT-PCR actuellement utilisées pour la détection des NoV dans les
échantillons humains sont des méthodes commerciales, pour la plupart automatisées, et
détectent de maniére qualitative (ce qui signifie une réponse en termes de ‘présence’ ou
‘absence’ de génome viral dans le prélevement) et indifférenciée les génogroupes | et Il des
NoV les plus fréquemment rencontrés. En quelques années, les avancées technologiques
dans le domaine de la biologie moléculaire sont remarquables, alliant simplification des
étapes a reéaliser et diminution du temps d’analyse de I'échantillon, avec un résultat
disponible dans I'heure a l'aide de certaines méthodes qualifiées de ‘RT-PCR rapides’
(Rovida et al 2016).

Depuis quelques années, de nouvelles méthodes de biologie moléculaire permettent de
détecter, en sus des NoV, différents entéro-pathogenes (virus, bactéries, parasites) en une
seule et méme réaction (McHugh et al 2018).

Outre la mise en évidence des NoV dans les échantillons, pour tout laboratoire s’intéressant
a I'étude d’autres abords des NoV, il est indispensable de disposer d'une méthode RT-PCR
plus performante que les méthodes commerciales présentes sur le marché, ces derniéres ne
permettant pas la détection du génogroupe IV et une quantification virale dans les
échantillons (McHugh et al 2018). Ces méthodes développées permettent en sus
d’envisager une caractérisation moléculaire de la souche virale isolée par un séquencage
des produits d’amplification et la comparaison a une banque de données (Stals et al 2012),
et de contribuer ainsi a I'amélioration des connaissances épidémiologiques des souches
circulantes.

A I'heure actuelle dans notre pays, le remboursement de la RT-PCR n’est pas octroyé par
'INAMI, et les méthodes de biologie moléculaire sont onéreuses et représentent des lors un
colt élevé pour le patient. De plus, ces techniques ne sont pas accessibles a tous les

laboratoires en raison des équipements sophistiqués qu’elles requiéerent.

Un autre type de méthode consiste a détecter les antigenes viraux de NoV dans les matieres
fécales par des tests immuno-enzymatiques. A partir des années 2000, des méthodes
immuno-enzymatiques en microplagues permettant de détecter les antigenes des NoV Gl et
Gll de maniére combinée étaient disponibles. Aprés une lecture du résultat en densité
optique, ces tests commerciaux fournissaient un résultat en 4 a 6 heures a l'aide de
méthodes peu automatisées, et étaient adaptés a la détection de NoV dans un grand
nombre d'échantillons testés dans une méme série. En raison du temps et de I'expertise
requis, la réalisation des analyses au fur et a mesure de I'arrivée des échantillons n’était pas
envisageable avec ce type de technigue (Siqueira et al 2011, Wilhelmi et al 2007, Dimitriadis
et al 2006).
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En pratique courante, on a actuellement recours a des tests immunochromatographiques
utilisables a l'unité, plus communément appelés ‘tests rapides’ car ils fournissent un résultat
endéans la demi-heure, ce qui présente un intérét non négligeable dans la prise en charge
des épidémies de gastro-entérites aigués. Les antigénes de NoV peuvent étre retrouves
dans les échantillons jusqu’a 15 jours apres I'épisode infectieux. La détection antigénique ne
nécessite aucun équipement, rendant cette méthode plus facile a implémenter dans un
laboratoire de routine et avec un co(t moindre pour le patient. Les tests de détection rapide
sont treés spécifiques, mais affichent une sensibilité trop faible pour étre utilisés seuls dans le
diagnostic des cas sporadiques. Toutefois, dans un contexte épidémique, les performances
de ces tests en font une méthode de diagnostic rapide et efficace pour la mise en place
précoce de mesures prophylactiques spécifiques aux NoV (Khamrin et al 2008,
Thongprachum et al 2010), et ce pour autant qu’'un minimum de 6 patients symptomatiques
soient testés, afin d’accroitre la sensibilité de la méthode (MacCanel et al 2011).

Il est important pour un laboratoire hospitalier de disposer de ce type d'outil diagnostique
antigénique rapide et spécifique, permettant d’identifier précocement un début d’épidémie a
NoV sans avoir nécessairement recours a la technologie RT-PCR.

Un Centre de Référence Belge des NoV (Sciensano, Bruxelles) a été créé en Belgique en
2012 et contribue a I'étude épidémiologique des NoV en Belgique en confirmant les cas
d’'infections & NoV suspects dans le cadre d'épidémies et en caractérisant les souches

isolées.

La sérologie infectieuse n'a pas sa place dans le diagnostic étiologique d’'une gastro-entérite
virale aigué. Dans le cas précis des infections a NoV, le dosage des anticorps anti-NoV peut
étre réalisé par des méthodes immuno-enzymatiques utilisant des pseudo-particules de NoV.
Ce dosage n’est pas disponible dans les laboratoires de diagnostic, et son usage est réservé
aux études rétrospectives et de séroprévalence des NoV. Les concentrations d'anticorps
mesurées ne sont par ailleurs pas corrélées a la sensibilité ou a la résistance de I'h6te a
l'infection, puisque ces méthodes mesurent les anticorps qui se sont simplement liés aux
particules lors de I'analyse (Banyai et al 2018). Le réle protecteur de I'immunité humorale
réside dans la production d’anticorps capables d’entraver I'attachement des NoV aux HBGA.
Chez les individus ‘sécréteurs’, la présence d'une concentration élevée de ce type
d’anticorps dans le sérum, préalablement & l'infection, est corrélée a un risque d’infection

moindre vis-a-vis de certaines souches de NoV (Atmar et al 2015).

Les méthodes immuno-enzymatiques dosant les anticorps bloquant les HGBA mesurent en
quelque sorte la fonctionnalité des anticorps. La possibilité de doser des anticorps
fonctionnels corrélés a la protection immunitaire facilite I'évaluation de I'efficacité des vaccins

nouvellement développés contre les NoV (Malm et al 2014, Reeck et al 2010).
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8. Epidémiologie

8.1. Voies de transmission

La voie de transmission des NoV est féco- orale, principalement lors des contacts directs

(80% des cas) ou indirects par l'intermédiaire de I'environnement contaminé (figure 11). Les

aérosols formés lors des vomissements peuvent par ailleurs représenter un autre mode de

transmission qui accélérera la propagation des virus dans les collectivités (Ludwig-Begall et

al 2018, Mathijs et al 2012).

Les cas les plus rapportés et les plus médiatisés concernent les infections lors de l'ingestion

d'aliments ou d’'eau contaminés, encore appelées toxi-infections alimentaires collectives,

donnant lieu a des épidémies qui peuvent avoir un impact considérable lorsqu’elles ont lieu

dans des collectivités confinées, comme c'est le cas dans les hbpitaux, les maisons de

repos, les creches, les écoles, les grands rassemblements (festivals, sports,...), les camps

de vacances ou encore les bateaux de croisiere (Hall et al 2014).
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Figure 11. Voies de transmission et de dispersion des NoV avec, encadré en rouge, les
facteurs propices a la concentration de NoV favorisant les co-contaminations et les co-
infections avec de multiples souches de NoV. Ces facteurs propices sont principalement
les eaux stagnantes et les eaux usagées, ainsi que les mollusques bivalves (adapté de

Ludwig-Begall et al 2018).
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De nombreux aliments peuvent étre incriminés dans les infections alimentaires a NoV et
peuvent étre responsables d’épidémies touchant des milliers de personnes. Ces aliments
sont contaminés soit par un environnement hydrique souillé (lavage de denrées, irrigation de
légumes ou de fruits consommeés crus, coquillages agissant comme un véritable filtre marin),
soit lors de leur manipulation par des personnes infectées, symptomatiques ou non (Le
Guyader et al 2006, Le Guyader et al 2008, Schaeffer et al 2018, Shao et al 2018, Malek et
al 2009). Ce mode de transmission serait responsable de plus de 60% des épidémies

d’'origine alimentaire (Koopmans et al, 2004), dont on connait la grande ampleur.

Le dernier exemple médiatique en date est celui des Jeux Olympiques de Pyeongchang en
février 2018, au cours desquels 1200 agents de sécurité ont été infectés, mobilisant
plusieurs centaines de militaires pour les remplacer. L’épidémie s’est par la suite largement
et rapidement propagée, infectant plus de 200 athletes en quelques jours seulement (John
2018).

Un autre exemple, mémorable bien que d’ampleur moindre, est celui du restaurant danois
‘Noma’, sacré meilleur restaurant du monde a quatre reprises : en 2013, 63 convives furent
infectés lors d’'une méme soirée gastronomique suite a la contamination des aliments par un
membre du personnel infecté (Forbes 2013).

En dehors des infections toxi-alimentaires, bien que la transmission de personne a personne
soit le plus souvent incriminée, le point de départ des épidémies a NoV ne peut pas étre
identifié, I'introduction du virus dans la collectivité se faisant par une personne qui excréte le
virus, qu’elle soit symptomatique ou non. Les transmissions virales sont amplifiées par les
contaminations féco-orales directes mais aussi indirectes, et par une configuration d’autant

plus confinée des lieux.

8.2. Répartition démographique, géographie etimp  act socio- économique

Les NoV sont actuellement reconnus comme étant la cause majeure de gastro-entérites non
bactériennes sporadiques et épidémiques au niveau mondial, et la premiere cause
d’infections d’origine alimentaire.

Les NoV infectent les personnes de tous ages (Dewey et al 2018, Banyai et al 2018). Chez
les enfants de moins de 5 ans, bien que le rotavirus reste actuellement la seconde cause de
gastro-entérites virales, force est de constater que les NoV sont en passe de devenir la
premiére cause dans les pays ou la vaccination contre le rotavirus a été introduite (Rimoldi et
al 2011).

Dans les pays ou elle a été étudiée, la séroprévalence des NoV est élevée. Elle croit avec

'age d’'autant plus rapidement que le revenu du pays est faible et peut dépasser largement
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les 90% a I'age adulte (Thorn et al 2018, Son et al 2013, Parker et al 1995, Nicollier-Jamot et
al 2003, Van Beek et al 2016).

Une saisonnalité hivernale des infections a NoV est habituellement observée sous les
climats tempérés, avec un pic d’incidence d’octobre a avril et une prédominance durant les
mois les plus froids de I'année (Ahmed et al 2013). Bien que nous ne disposions a I'heure
actuelle que de peu dexplications a ce sujet, la compréhension de la dépendance
saisonniére des infections a NoV représenterait une étape importante vers la compréhension
de leur épidémiologie, permettant d'implémenter des mesures de surveillance et de contrble
efficaces (Wang et al 2018, Rohayem 2009).

Les caractéristiques des NoV les rendent tres contagieux et facilitent leur propagation lors
des épidémies dans les collectivités, gu’elles soient communautaires ou nosocomiales.
Ce sont:
- Une survie prolongée dans I'environnement ou ils peuvent persister durant plusieurs
jours (Duizer et al 2004),
- Une résistance relative a l'inactivation : résistance aux valeurs extrémes de pH, aux
désinfectants usuels, aux concentrations de chlore utilisées pour le traitement de
'eau potable (Zonta et al 2016a),
- Une thermo-résistance (-20 a +60<C) (Zonta et al 2016b, Glass et al 2009),
- Une charge virale excrétée élevée (plusieurs millions de virions par gramme de
selles) et une dose infectieuse faible estimée inférieure a 100 virions (Robilotti et al
2015, Atmar et al 2008, Teunis et al 2008),
- Une immunité de courte durée (quelques mois a quelques années) suite a l'infection,
autorisant des lors les réinfections,
- L’existence de formes asymptomatiques,
- Une excrétion virale parfois prolongée assortie de charges virales élevées (Sukhrie et
al 2010).

Y

Dans les pays industrialisés, l'impact socio-économique des épidémies a NoV est
considérable, lié au taux d'attaque élevé (plus de 50%) et aux conséquences qui en
découlent (absentéisme du personnel, fermeture d’'écoles et de salles d’hospitalisation,

allongement des durées d’hospitalisation des patients, ...).

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a positionné les NoV comme premier agent
causal d'infections et de déces liés a une diarrhée d'origine alimentaire. Selon leurs
estimations les NoV sont, chaque année, responsables de 684 millions d'épisodes de
diarrhée infectieuse et de 212 000 déces, tous ages et modes de transmission confondus
(Barsch et al 2016).
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D’ou I'importance de mieux caractériser I'implication de ces virus dans les collectivités, et
plus particulierement dans des institutions comme le milieu hospitalier ou I'état de santé des
patients avant l'infection a NoV est souvent déja altéré. Seule une étude relative a une
épidémie survenue dans une salle d’hospitalisation belge a été publiée jusqu'a présent
(Verbelen et al 2004).

De nombreuses études portant sur I'épidémiologie moléculaire des NoV ont été et sont
réalisées dans les pays industrialisés. En ce qui concerne les données belges, une étude de
prévalence étalée sur une décennie chez plus de 300 patients du Nord du pays présentant
une gastro-entérite aigué a mis en évidence la présence de NoV chez 18,5% des patients
(Wollants et al 2015).

Les données sont par contre moins étoffées voire absentes pour bien des pays non ou peu
industrialisés, notamment en raison d’'un niveau socio-économique ne permettant pas le
diagnostic des infections a NoV (da Silva et al 2016, Kabue et al 2016). L'impact des
infections dans ces régions du globe est donc moins connu et est probablement sous-estimé
(Bartsch et al 2016).

Prenons le continent africain par exemple : les études locales, nationales et régionales
relatives a I'épidémiologie et a la diversité moléculaire des NoV font clairement défaut (Mans
et al 2016).

Il serait des lors intéressant et contributif d'étudier la prévalence et I'épidémiologie

moléculaire des NoV dans un de ces pays.

9. Prévention des épidémies

L'élément clé face aux infections a NoV est de limiter leur transmission. Pour ce faire, une
hygiéne des mains adéquate (lavage des mains au savon, désinfection a l'aide d'une
solution hydro-alcoolique), la limitation des contacts avec les personnes infectées et une
désinfection des surfaces contaminées a 'aide de solutions efficaces contre les NoV sont les
piliers de base pour prévenir les infections a NoV et contréler leur propagation (Banyai et al
2018, Liu et al 2010).

En cas d'épidémie, 'adhésion aux mesures d’hygiene doit étre renforcée, particulierement
en milieu hospitalier ou de soins, ou des mesures supplémentaires doivent étre prises. Le
personnel de méme que les patients et les visiteurs doivent étre informés. Les patients
infectés devraient étre isolés ou cohortés, et les visites et les déplacements des patients

limités. Idéalement le personnel soignant devrait étre dédié a la salle concernée, et le
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personnel infecté devrait étre écarté durant au minimum 48 heures aprés la fin des
symptémes. Ces éléments paraissent évidents en théorie, mais sont souvent bien difficiles a
mettre en ceuvre sur le terrain. Dans tous les cas, une collaboration optimale entre les salles
d’hospitalisation, I'équipe d’hygiéne hospitaliere et le laboratoire d'analyses est

indispensable.

10.Traitement et vaccin

Comme pour la plupart des gastro-entérites aigués, il n'existe pas de thérapeutique
spécifique pour traiter une infection & NoV. Le traitement symptomatique consiste en une

réhydratation et une correction des désordres électrolytiques.

Des arguments tant économiques qu’en termes de Santé Publique sont en faveur du
développement d’'un vaccin efficace contre les NoV. La diversité antigénique des NoV,
'absence d’'un modeéle de culture in vitro robuste des NoV humains, le manque d'immunité
protectrice a long terme et 'absence de modéle animal reproduisant la maladie telle qu’elle a
lieu chez 'Homme et limpossibilité actuelle de corréler de fagcon concluante un taux
d’'anticorps circulant avec une protection vaccinale représentent les obstacles majeurs a

I'élaboration d’'un vaccin efficace (Ramani et al 2016, Robilotti et al 2015, Atmar et al 2011).

Plusieurs stratégies vaccinales sont en développement et ont démontré une certaine
efficacité dans des études réalisées chez I'Homme (Kim et al 2018, Riddle et Walker 2016).
Les vaccins actuellement a I'étude utilisent soit des particules VLP, antigéniqguement et
structurellement proches des virions de NoV mais dépourvues de matériel génomique, soit
des particules formées par I'auto-assemblage du domaine P de la protéine de capside de
NoV, soit un virus recombinant basé sur un virus vecteur ayant inséré le géne de capside de
NoV (Lucero et al 2018, Hallowell et al 2018, Atmar et al 2011, Bernstein et al 2015).

Des études d’efficacité vaccinale en sont au stade d’évaluation clinique, mais aucun vaccin
efficace contre les NoV n’'est, a I'heure actuelle, prét a étre commercialisé. Jusqu’a présent,
toutes les études ont été menées chez des adultes en bonne santé (Atmar et al 2016). Les
voies d’administration intranasale et orale ont été testées, mais un vaccin intramusculaire se
montrerait plus efficace, éventuellement combiné avec un vaccin contre I'hépatite E ou le
rotavirus (Xia et al 2016, Sundararajan et al 2015, Treanor et al 2014, Ramirez et al 2012).
La question quant a la capacité des vaccins a produire une immunité durable mais
également efficace contre les différentes souches de NoV, reste sans réponse (Atmar et al

2011, Banyai et al 2018). Au vu des connaissances actuelles sur les NoV et des résultats
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des premieres études cliniques menées, le vaccin nécessiterait d'étre polyvalent, combinant
au moins un type de VLP des génogroupes | et Il (Lindersmith et al 2015, Czako et al 2015,
Rouhani et al 2016). De plus, en raison de I'apparition de nouvelles souches de NoV au fil du
temps et du manque dimmunité a long terme, il serait probablement nécessaire de
revacciner au bout d’'un certain nombre d’années, avec le risque d’une potentielle évolution

virale en réponse a la vaccination de la population.

La possibilité, depuis peu, d’étudier la pathogenese et le tropisme cellulaire de NoV humains
sur de nouveaux modeles de culture in vitro comme les organoides intestinaux humains
représente une avancée prometteuse pour le développement de vaccins en permettant de
tester leur efficacité, et ouvre une porte vers la possibilité de produire des vaccins vivants

atténués.

Quant au choix des populations cibles a vacciner, la question reste ouverte. Les travailleurs
des soins de santé et les personnes manipulant les denrées alimentaires pourraient en faire
partie dans la mesure ou ces personnes, une fois infectées, sont a haut risque de
transmission des NoV (Yang et al 2018). Par contre, I'efficacité vaccinale parait moins
évidente chez des entités plus fragiles telles que les enfants, les personnes agées et les

patients immunocompromis (Hallowell et al 2018, Aliabadi et al 2015).
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REVUE DE LA LITTERATURE

Les épidémies de norovirus sont de plus en plus fréquentes dans nos hopitaux et occasionnent
quelques fois la fermeture temporaire d’unités d’hospitalisation.

Ces épidémies n’épargnent pas les soignants qui peuvent a leur tour contaminer les patients et
entretenir I’épidémie. Ce sont d'ailleurs souvent les soignants malades qui nous mettent la puce
a l'oreille et qui nous font rapidement penser a cet agent pathogene.

La moindre suspicion d'infection a norovirus doit nous faire réagir sans attendre car il est primor-
diale de mettre en place rapidement les mesures de prévention spécifiques liées aux propriétés
physiques du virus et sans en attendre ['identification.

Les norovirus : qui sont-ils 2 Le point sur la question

Dr Pascale Huynen, MD, Chef de Clinique
Service de Microbiologie Médicale, CHU de Liége (Belgique)

Historique

Le premier norovirus (NoV) fut découvert en 1968 a
I'occasion d’une épidémie de gastro-entérites dans
une école de Norwalk (Ohio, USA). En 1972, on
décrit pour la premiére fois en microscopie électro-
nique une particule de 27 nm de diamétre, isolée de
matieres fécales de volontaires a qui avait été admi-
nistré un ultrafiltrat fécal obtenu lors de I'épidémie
survenue quatre ans plus tét. On nomma cette par-
ticule « virus de Norwalk », du nom de la ville ou il
a été découvert (V). Ces particules virales ont ensuite
été classées sur base de criteres morphologiques, et
reprises sous le vocable de « Petits Virus de Structure
Arrondie ».

En 1979 fut créée la famille Caliciviridae, qui tire son
nom de la forme observée en microscopie électro-
nique : les virus de cette famille possedent a leur sur-
face des dépressions en forme de calices (Figures 1
et 2).

Figure 2 : Norovirus. Observation au microscope
électronique (source : CDC, Charles D Humphrey)

La description du génome viral a représenté une
étape importante dans la connaissance de ces virus
non cultivables, et a ouvert la voie a leur diagnos-
tic par les méthodes de biologie moléculaire. Si bien
qu’en 1995 a été amplifié pour la premiére fois le
génome viral du virus de Norwalk, conduisant en
1998 a une classification de la famille Caliciviridae
basée cette fois sur des criteres génétiques. La famille
Caliciviridae comprend quatre genres : les Vesivirus
et Lagovirus, pathogenes pour les animaux, et les
Norovirus et Sapovirus, pathogenes pour I'Homme
et I'animal.

Classification

Le genre Norovirus comprend 5 génogroupes (G)
parmi lesquels les génogroupes I, Il et IV sont patho-
genes pour 'Homme. Les norovirus sont caractérisés
par une tres grande variabilité aboutissant a la défi-
nition de plusieurs génotypes. Ainsi pour les géno-
groupes | et Il, les plus importants chez I’'homme,
au moins 8 et 21 génotypes respectivement ont été
caractérisés. Les génotypes sont numérotés dans
I'ordre de leur découverte, et portent le nom de la
ville dans laquelle ils ont été décrits pour la premiere
fois. C'est ainsi que le virus de Norwalk est le premier
génotype du génogroupe 1 (GL.1). Les NoV animaux
font partie de cette classification, dans laquelle on
retrouve des souches porcines, bovines et murines (2)
(Figure 3).

Parmi les génotypes de NoV, le Gll.4 est le principal
agent étiologique des épidémies de gastro-entérites
virales d’origine alimentaire a travers le monde.

Les NoV présentent un haut degré de diversité géné-
tique, si bien que chaque génotype peut a son tour
étre subdivisé en une multitude de variants. C'est le
cas de la souche Gll.4, qui en présente un nombre
considérable. Cette variabilité génétique est a la base
de la classification des souches de NoV.

La proximité génétique de certaines souches de NoV
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humaines et animales souleve la question d'une
éventuelle zoonose. Mais jusqu’a présent, aucune
transmission de NoV entre I'homme et I'animal n'a
été rapportée.

GV {hwaman and Caree)

Figure 3 : Classification des norovirus. (source: CDC,
2011)

Caractéristiques virologiques

Les Caliciviridae sont des virus a ARN simple brin,
non enveloppés, de polarité positive. Leur génome
contient approximativement 7600 nucléotides, et est
protégé par une capside de symétrie icosaédrique.
Certaines séquences du gene de I’ARN polymé-
rase des NoV sont constantes pour les souches d'un
méme groupe, et sont utilisées pour le diagnostic par
amplification génique. Ces séquences sont nommées
Cadre de Lecture Ouvert, plus communément appe-
lées « ORF » pour « Open Reading Frame » dans
la littérature anglo-saxonne. Elles sont au nombre
de trois. 'ORF1 code un précurseur de protéines
non structurales, dont I’ARN polymérase. L'ORF2
et 'ORF3 codent les protéines de capside majeure
(VP1) et mineure (VP2) respectivement. Les régions
situées a la jonction de I'ORF1 et de I'ORF2, consi-
dérées comme les plus conservées du génome, sont
habituellement utilisées comme cible lors du dia-
gnostic par biologie moléculaire.

Les protéines VP1 de la capside des NoV sont com-
posées de deux domaines majeurs : le domaine S,
qui contient I’ARN, et le domaine P, situé a la surface
externe du virus, lui-méme composé du dimere P1/
P2. Ce domaine P est impliqué dans les interactions
entre 'hote et le virus, et présente un haut degré de
diversité de séquences corrélé a la grande variabilité
antigénique des NoV (Figure 4).
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Figure 4a : Organisation du génome des norovirus

Figure 4b : Structure schématisée de la protéine
virale VP1, comprenant les domaines S (en jaune) et
P, lui-méme subdivisé en sous-domaines P1 (en bleu)
et P2 (en rouge) (Source : Nature Reviews Microbio-
logy 2010;8:231-241).

Propriétés physiques

Les NoV sont caractérisés par une grande stabilité
dans I'environnement, ou ils peuvent persister pen-
dant plus de dix jours (43), et une relative résistance
a l'inactivation. lls résistent a des valeurs extrémes
de pH (de 2 a 12), a de nombreux désinfectants et
notamment aux concentrations usuelles de chlore
utilisées pour le traitement de I'eau potable, et sont
thermorésistants (de -20 a +60°C) (4.

Transmission

La voie de transmission des NoV est féco-orale, prin-
cipalement (80% des cas) lors des contacts directs,
le plus souvent responsables de cas sporadiques (par
exemple au sein d'une famille) (Figure 5).
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Figure 5. Voies de transmission et modes de conta-
mination des norovirus humains. (D’apres P. Pothier,
Laboratoire de Virologie, CHU de Dijon, France.)
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Les cas les plus rapportés concernent cependant les
contacts indirects lors de I'ingestion d’aliments ou
d’eau contaminés, donnant lieu a des épidémies qui
peuvent avoir un impact considérable lorsqu’ils ont
lieu dans des collectivités (comme c’est le cas dans
les hopitaux, les maisons de repos, les creches, les
écoles ou encore les bateaux de croisiéres).

Les mollusques bivalves sont reconnus comme source
importante d’infections toxi-alimentaires a NoV,
d’une part en raison de leur mode d’alimentation :
ces coquillages sont un véritable filtre et concentrent
les virus provenant d’une eau contaminée, et d’autre
part de par notre mode d’alimentation puisque nous
les consommons crus ou peu cuits.

Epidémiologie

Les NoV sont actuellement reconnus comme étant les
principaux agents de gastro-entérites virales d’origine
alimentaire, et infectent toutes les tranches d’age.
Leur répartition est mondialel®). Chez les enfants de
moins de 5 ans, bien que le rotavirus reste actuel-
lement la seconde cause de gastro-entérites virales,
force est de constater que les NoV sont en passe de
devenir la premiere cause dans les pays ou la vacci-
nation contre le rotavirus a été introduite®),

Une saisonnalité hivernale des infections a NoV est
habituellement observée sous les climats tempérés,
avec un pic d'incidence d’octobre a avril et une pré-
dominance durant les mois de février et mars. Bien
que nous ne disposions a I'heure actuelle que de
peu d’explications a ce sujet, la compréhension de la
dépendance saisonniére des infections a NoV repré-
senterait une étape importante vers la compréhension
de leur épidémiologie, permettant d’'implémenter des
mesures de surveillance et de controle efficaces 7).

Le génotype GllI.4 en particulier, est un génotype lar-
gement dominant parmi les NoV, et c’est également
celui qui renferme le plus grand nombre de nouveaux
variants 8. On constate des variations génétiques de
plus en plus fréquentes au fil des ans au sein de ce
génotype, avec |'apparition de nouveaux variants
tous les 2 a 3 ans. Il a par ailleurs été constaté qu’un
nouveau variant de GlI.4 détecté durant le printemps
et I'été correspond a une activité accrue des NoV
lors de I'hiver qui suit. L'épidémiologie des souches
de NoV du génotype Gll.4 mimerait celle du virus
influenza, avec une émergence et une propagation
rapides et mondiales de nouveaux variants ().

Les phénomenes de recombinaison génétique contri-
buent a la variabilité génétique des souches de NoV
et au dynamisme de leur circulation. Mais ils ont
également un impact sur la conception des vaccins,
qu’ils rendent difficile a mettre au point.

Les caractéristiques des NoV facilitent leur propaga-
tion lors des épidémies dans les collectivités, qu’elles
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soient communautaires ou nosocomiales : une sur-
vie prolongée dans I’environnement, une résistance
relative a I'inactivation, une forte contagiosité en
raison d’une charge virale excrétée élevée et d'une
dose infectieuse vraisemblablement faible (estimée
inférieure & 100 virions)19, une immunité de courte
durée suite a l'infection autorisant dés lors les réin-
fections, I'existence de formes asymptomatiques et
une excrétion virale parfois prolongée assortie de
charges virales élevées (1),

En Belgique, les données épidémiologiques fournies
par I'Institut de la Santé Publique, devenu récemment
le Centre National de Référence des Norovirus, met-
tent en évidence un accroissement au fil des ans du
nombre d’'épidémies a NoV d’origine alimentaire,
ayant atteint 20% de la totalité des épidémies d’ori-
gine alimentaire en 2010. Cette augmentation du
nombre d’infections a NoV rapportées est corrélée
avec |'amélioration des méthodes de diagnostic que
nous avons a notre disposition depuis I'année 2006.

Pathogenese

Malgré de multiples tentatives, les NoV humains ne
disposent pas d'un systeme de culture cellulaire in
vitro, ni d’'un modele animal pour I"étude de leur
réplication et de leur pathogenése. Depuis peu, les
infections reproduites chez la souris peuvent étre étu-
diées grace a la découverte du NoV murin (MNV-1).
Ces virus se multiplient aisément en culture cellu-
laire, ce qui offrirait des possibilités de modele pour
les NoV humains.

Lors de I'infection chez 'Homme, il semblerait que
les NoV se lient aux cellules épithéliales du tractus
gastro-intestinal par l'intermédiaire de séquences
polysaccharidiques spécifiques des groupes sanguins
A, B, O et Lewis. Les entérocytes, exprimant dans
une importante mesure ces antigenes sanguins, ser-
viraient de cellules cibles préférentielles aux NoV.
Lorsque I'on compare un épithélium duodénal sain
a un épithélium duodénal infecté par des NoV, I'ob-
servation histologique met en évidence des modifica-
tions structurelles et fonctionnelles, notamment une
vacuolisation et une desquamation des cellules épi-
théliales, une diminution de la résistance de I’épithé-
lium et une réduction de la surface des villosités(12),
Ces modifications structurelles entrainent une malab-
sorption et de la diarrhée.

Manifestations cliniques

Apres une période d’incubation courte de 12 a 48
heures durant laquelle la personne infectée est déja
contagieuse, le tableau clinique d’une infection a
NoV est celui d'une gastro-entérite aigué, incluant
nausées, vomissements parfois incoercibles, diarrhée
aqueuse non sanglante, et crampes abdominales. Une
fievre modérée est occasionnellement observée. La
complication la plus fréquente est la déshydratation,
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survenant principalement chez les jeunes enfants et
les personnes agées ou fragilisées par une affection
intercurrente. Les infections a NoV sont dans la plu-
part des cas bénignes et spontanément résolutives
en 2 a 3 jours, mais leur impact socio-économique
peut se révéler important en cas d'épidémie, de par
le caractere explosif de ces épidémies qui présentent
d’emblée d’un taux d'attaque élevé pouvant atteindre
50%, avec les conséquences socio-économiques qui
en découlent en termes d'absentéisme du personnel,
de fermetures de salles d’hospitalisation ou d’établis-
sements scolaires.

Il a été démontré que chez les patients immunodé-
primés, entre autres greffés rénaux ou ayant bénéficié
d'une greffe de cellules souches hématopoiétiques,
I"excrétion des NoV peut perdurer durant plusieurs
semaines voire plusieurs mois, avec des présentations
cliniques plus séveres ou prolongées, voire chro-
niques(13) 14)(15) A I'heure actuelle, les NoV sont des
agents entéro- pathogenes encore trop peu fréquem-
ment évoqués en premiere intention car méconnus
en tant que responsables de diarrhées chroniques et
séveres chez ces patients. Le diagnostic est donc le
plus souvent retardé ou méme ignoré(16),

On a observé chez les jeunes enfants, une excrétion
des NoV durant parfois plus de dix jours apres la fin
des symptomes(17). Il conviendrait de tenir compte de
ces durées d’excrétion virales prolongées et d‘éven-
tuellement adapter le nombre de jours d’isolement
recommandé lors d’épidémies nosocomiales!19),

Diagnostic

Un épisode aigu de diarrhée non sanglante, avec ou

sans vomissements, doit d’emblée faire évoquer une

origine virale.

L'utilité du diagnostic étiologique d'une gastro-enté-

rite virale réside en plusieurs points :

e Le diagnostic et la prise en charge individuelle
des patients.

e Lestimation de la contagiosité. En effet, face a
une infection a NoV, le Conseil Supérieur de la
Santé recommande la mise en place de mesures
de précautions complémentaires visant a limiter
la transmission des virus.

* Laprise en charge des épidémies. Les épidémies a
NoV sont difficiles a contrdler et peuvent engen-
drer des colts considérables. Ces colits peuvent
toutefois étre limités par un diagnostic précoce et
I"instauration rapide de mesures de controle effi-
caces afin de limiter 'ampleur de I'épidémie.

e Lasurveillance épidémiologique.

La méthode diagnostique de choix est la détection
génomique du virus par RT-PCR dans les matieres
fécales, utilisant des amorces visant la région de
I'ORF1 codant I'’ARN polymérase (19). De par sa sen-

sibilité et sa spécificité optimales, cette méthode est
considérée comme la méthode de référence. Elle per-
met en outre de réaliser une caractérisation molécu-
laire de la souche virale isolée par un séquencage
des produits d’amplification et la comparaison a une
banque de données, et de contribuer ainsi a I'amé-
lioration des connaissances épidémiologiques des
souches circulantes. Le seul écueil de cette technique
est son inaptitude a attester du caractere infectieux
ou non des particules virales détectées dans les pré-
levements.

Les méthodes de diagnostic par biologie molécu-
laire ne sont cependant pas accessibles a tous les
laboratoires en raison du co(t élevé et des équipe-
ments sophistiqués qu’elles requierent. Par ailleurs, a
I'heure actuelle, aucun remboursement n’est octroyé
en Belgique par I'INAMI pour la recherche de NoV
par RT-PCR.

Une autre méthode de diagnostic consiste a détec-
ter les antigenes viraux dans les matieres fécales
par des méthodes immuno-enzymatiques, soit en
microplaques permettant de tester simultanément
un nombre élevé d’échantillons, soit sous forme de
monotests rapides immunochromatographiques. Les
antigénes de NoV peuvent étre retrouvés dans les
échantillons de selles jusqu’a 15 jours suivant |"épi-
sode infectieux. La détection antigénique requiert
moins d’équipement que la RT-PCR, rendant cette
méthode moins onéreuse et plus facile a implémenter
dans un laboratoire de routine. Les tests rapides sont
faciles d'utilisation et fournissent un résultat endéans
la demi-heure, ce qui présente un intérét non négli-
geable dans la prise en charge des épidémies de gas-
tro-entérites aigués en milieu hospitalier. Les tests de
détection rapide sont tres spécifiques, mais affichent
une sensibilité trop faible pour étre utilisés seuls dans
le diagnostic des cas sporadiques. Cependant, dans
un contexte épidémique, les performances de ces
tests en font une méthode de diagnostic rapide et
efficace pour la mise en place précoce de mesures
prophylactiques 20 1),

La sérologie infectieuse n’a pas sa place dans le dia-
gnostic étiologique d’une gastro-entérite virale aigué.

Outre les méthodes de diagnostic utilisées au labo-
ratoire, devant une épidémie de gastro-entérite dont
I'origine bactérienne a été écartée, des critéres éta-
blis par Kaplan en 1982 peuvent étre appliqués pour
évaluer la probabilité que le NoV en soit |'agent
causal@2). Ces critéres sont trés spécifiques lorsqu’ils
sont tous présents, et sont les suivants : vomisse-
ments (souvent en salve) dans >50% des cas, diar-
rhée aqueuse non sanglante, durée de la maladie et
période d’incubation courtes, personnel et patients

atteints.
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Prévention

Il n’existe pas de thérapeutique spécifique pour trai-
ter les patients infectés par les NoV. Le traitement
symptomatique consiste en une réhydratation et une
correction des désordres électrolytiques.

En dépit de nombreuses recherches, aucun vaccin
efficace contre les NoV n’est actuellement dispo-
nible, principalement en raison de la diversité antigé-
nique des NoV et du manque d'immunité protectrice
a long terme(23),

L'élément clé face aux infections a NoV est de limiter
leur transmission. En Belgique, le Conseil Supérieur
de la Santé recommande I'application des précau-
tions générales dans notre pratique quotidienne. Une
hygiene des mains adéquate parait la méthode la
plus importante pour prévenir les infections a NoV et
controler leur propagation.

En cas d’épidémies nosocomiales a NoV, le Conseil
Supérieur de la Santé conseille I'implémentation
de mesures complémentaires, dont ['isolement du
patient et I"application de précautions addition-
nelles de type « contact », et « gouttelettes » en cas
de vomissements. Les mesures d'hygiene des mains
recommandées sont le lavage des mains au savon
pendant 1 minute suivi d'un ringage de 20 secondes
suivi d'une désinfection a la SHA. Une désinfection
des mains (si elles ne sont pas souillées) par une SHA
répondant au moins a la norme EN 14776 est une
alternative envisageable.

Il convient également d'initier les investigations aus-
sitot que possible, incluant la collecte d’échantillons
mais également d’informations cliniques et épidé-
miologiques afin de tenter d’identifier le mode pré-
dominant de transmission et la source possible de
contamination.

En ce qui concerne la désinfection de I’environ-
nement, |'efficacité de I'eau de javel diluée (1000
a 5000 ppm selon les surfaces) est bien documen-
tée(25. D’autres solutions, notamment a base de
phénols et de peroxyde d’hydrogene a 0,5% sont
également efficaces contre les NoV. La liste complete
des agents efficaces contre les NoV est disponible sur
le site du Conseil Supérieur de la Santé et sur celui de
I’Agence de Protection de I’Environnement des Etats-
Unis (http://www.epa.gov/oppad001/list_g_norovi-
rus.pd).

Les mouvements des patients, du personnel et des
visiteurs doivent étre restreints autant que possible.
En particulier, le personnel travaillant dans une salle
affectée ne devrait pas travailler dans une autre salle,
et le personnel infecté devrait étre écarté durant au
moins 48h suivant la résolution des symptomes.

Le CDC (Centers for Disease Control and Prevention,
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USA) décrit de maniere détaillée les mesures de pré-
vention et de controle a appliquer face a une épidé-
mie nosocomiale due aux NoV(26) (27),

Conclusion

Les norovirus sont reconnus comme le principal
agent étiologique de gastro-entérites virales aigués au
niveau mondial.

Les épidémies nosocomiales a NoV ont un réel
impact en termes de santé publique, et peuvent
engendrer des colits considérables, qui peuvent étre
limités par un diagnostic précoce et la mise en place
précoce des mesures préventives, essentielles pour
limiter I'ampleur des épidémies.

L'excrétion prolongée des NoV apres un épisode
infectieux est une notion importante dont il convien-
drait de tenir compte pour I'estimation de la durée
d’isolement des patients, en raison de I'impact que
cela peut avoir sur la propagation des virus.

On ne saurait trop insister sur ce point : il faut pen-
ser aux NoV devant une épidémie de gastro-entérites
aigués, mais également devant un tableau de diar-
rhée prolongée chez des patients fragilisés par un état
d’immunosuppression ou un age avancé.

Bien que la méthode diagnostique de référence reste
la détection génomique du virus par RT-PCR dans les
matieres fécales, une détection des antigenes viraux
peut également étre réalisée par méthode rapide
immunologique. Dans le contexte d'épidémies de
gastro-entérites, les performances de ces tests en font
une méthode de diagnostic rapide et efficace pour la
mise en place précoce de mesures prophylactiques,
qui devrait toutefois étre complétée par un génoty-
page des souches.

Perspectives

Une surveillance épidémiologique étendue aux pays
d’Afrique et d’Amérique du Sud, mais également aux
pays européens pour lesquels nous disposons de peu
de données a I'heure actuelle permettra d’améliorer
la compréhension de I'épidémiologie des NoV, et de
mettre en place des mesures de prévention efficaces
pour limiter la propagation de ces virus. Dans cette
optique, des outils de surveillance ont été dévelop-
pés, parmi lesquels le réseau européen NoroNet
(http://www.noronet.nl/noronet).

L'étude approfondie de la réponse immunitaire suite
aux infections a NoV pourrait apporter des éléments
de réponse pour optimiser la mise au point d’un vac-
cin.
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LES NOROVIRUS,
CES ENTERO- PATHOGENES
EPIDEMIQUES MONDIAUX MECONNUS

HUYNEN P (1), MAUROY A (2), MELIN P (3), THIRY E (4)

REsuME : Découverts dans les années 1970, les norovi-
rus humains (NoV) sont reconnus comme les principaux
agents pathogénes responsables de toxi-infections d’ori-
gine alimentaire et d’épidémies de gastro-entérites au
niveau mondial. lls infectent toutes les tranches d’age.
Chez les enfants de moins de 5 ans, bien que le rotavirus
reste actuellement la premiére cause de gastro-entérites
virales, force est de constater que les NoV sont en passe
d’en devenir la premiere cause dans les pays ou la vacci-
nation contre le rotavirus a été introduite. Le traitement des
gastro-entérites virales est symptomatique. L'élément clé
face aux infections a NoV est de limiter leur transmission.
La prévention des infections a NoV repose principalement
sur I'application de mesures d’hygiéne des mains adé-
quates et la désinfection de I'environnement contaminé.
Lors des épidémies de gastro-entérites aigués, I'identifi-
cation précoce des NoV par des méthodes de laboratoire
rapides ou de biologie moléculaire est primordiale afin de
mettre en place rapidement les mesures d’hygiéne permet-
tant de limiter leur propagation. La diversité antigénique
des NoV et le manque d'immunité protectrice a long terme
rendent la mise au point de vaccins difficile.

MoTs-cLEs : Norovirus - Gastro-entérite

INTRODUCTION

Les premiers norovirus (NoV) furent décrits
a la fin des années soixante a I'occasion d’une
épidémie de gastro-entérites dans une école de
Norwalk (Ohio, USA). En 1972, on décrivit, pour
la premiere fois en microscopie électronique,
une particule de 27 nm de diamétre. Cette parti-
cule fut nommeée «virus de Norwalk», du nom de
la ville ou le virus a été découvert (1).

En 1979 fut créée la famille Caliciviridae, qui
tire son nom de la forme observée en micros-
copie électronique de ces virus qui possedent,
a leur surface, des dépressions en forme de
calices. La description du génome viral ouvrit
ensuite la voie au diagnostic de ces virus par
les méthodes de biologie moléculaire, condui-
sant, en 1998, a une classification de la famille
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Sécurité de la Chaine Alimentaire (AFSCA).
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NOROVIRUSES, THESE UNKNOWN WORLDWIDE
EPIDEMIC ENTEROPATHOGENS

SUMMARY : Discovered in the 1970s, human noroviruses
(NoV) are the leading cause of foodborne disease and
gastroenteritis outbreaks worldwide. NoV affect people of
all ages. In children less than 5 years old, despite rota-
virus remains the main enteropathogen responsible for
viral gastroenteritis, NoV become the first etiological virus
in countries where the rotavirus vaccine was introduced.
Treatment of viral gastroenteritis is symptomatic.The key
element in front of NoV infection is limiting their transmis-
sion. A rapid NoV detection during outbreak is important in
the aim to rapidly implement hygiene measures to limit the
size of the outbreak. Prevention of NoV infections relies on
the use of adequate hand hygiene measures and disinfec-
tion of contaminated environmental surfaces. In face of an
acute gastroenteritis outbreak, the early NoV identification
with rapid laboratory tests or molecular biology methods
is needed in the aim to implement as soon as possible
hygiene measures to limit the size of the NoV outbreak.
Due to antigenically diverse NoV strains and the lack of
long term immunity, the development of an effective vac-
cine is difficult.

KEYWORDS : Norovirus - Gastro-enteritis

Caliciviridae basée, cette fois, sur des critéres
génétiques. La famille Caliciviridae comprend
actuellement 5 genres : les Vesivirus, Lagovi-
rus et Nabovirus, pathogénes pour les animaux,
et les Norovirus et Sapovirus, comprenant des
virus pathogénes soit pour ’homme, soit pour
'animal.

CARACTERISTIQUES VIROLOGIQUES

Les NoV sont des virus a ARN simple brin,
non enveloppés, appartenant a la famille Calici-
viridae. Le genre Norovirus comprend 7 géno-
groupes (G) parmi lesquels les génogroupes |,
Il et IV possédent des virus pathogénes pour
’'hnomme (2). Les souches animales sont éga-
lement présentes dans les autres génogroupes
(Figure 1). Les NoV sont caractérisés par une
trés grande variabilité génétique, a la base de
la classification des souches. Les génogroupes
renferment au moins 38 génotypes. Parmi les
genotypes de NoV, la souche Gll.4, principal
agent étiologique des épidémies de gastro-
entérites virales d’origine alimentaire a travers
le monde, est elle-méme subdivisée en de
nombreux variants, avec une apparition de nou-
veaux variants tous les 2 a 3 ans (3).

Les phénoménes de recombinaison géné-
tique contribuent a la variabilité génétique des
souches de NoV et au dynamisme de leur cir-
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Figure 1. Diversité génétique dans le genre Norovirus
(adapté de Vinjé, 2015, référence 2)
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culation (4). lls ont également un impact sur la
conception des vaccins, qu’ils rendent difficile a
mettre au point. La proximité génétique de cer-
taines souches de NoV humaines et animales
souléve la question d’'une éventuelle zoonose.
Mais jusqu’a présent, aucune transmission de
NoV entre 'humain et 'animal n’a été rappor-
tée.

TRANSMISSION

La voie de transmission des NoV est féco-
orale, principalement (80 % des cas) lors des
contacts directs, généralement responsables
de cas sporadiques (Figure 2). Les cas les plus
souvent rapportés concernent, cependant, les
contacts indirects lors de l'ingestion d’aliments
ou d’eau contaminés, donnant lieu a des épi-
démies qui peuvent avoir un impact considé-
rable lorsqu’elles ont lieu dans des collectivités

(hbépitaux, maisons de repos, écoles, bateaux
de croisiéeres).

Les mollusques bivalves sont reconnus
comme source importante de toxi-infections ali-
mentaires a NoV, d’'une part, en raison de leur
mode d’alimentation - ces coquillages sont un
véritable filtre et concentrent les virus provenant
d’'une eau contaminée - et, d’autre part, de par
notre mode d’alimentation puisque nous les
consommons crus ou peu cuits (5).

EPIDEMIOLOGIE

Les NoV humains sont actuellement recon-
nus comme étant les principaux agents étio-
logiques de gastro-entérites non bactériennes
sporadiques et épidémiques au niveau mondial,
et infectent toutes les tranches d’age.

Chez les enfants de moins de 5 ans, bien
que le rotavirus reste actuellement la premiéere
cause de gastro-entérites virales, force est de
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Figure 2. Voies de transmission des norovirus. Sont encadrés les facteurs propices a la
concentration de norovirus (adapté de Ludwig et coll, 2018, référence 4)
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constater que les NoV sont en passe de devenir
la premiére cause dans les pays ou la vaccina-
tion contre le rotavirus a été introduite (6). Une
saisonnalité hivernale est habituellement obser-
vée sous les climats tempérés.

Les caractéristiques des NoV facilitent leur
propagation lors des épidémies dans les col-
lectivités, qu’elles soient communautaires ou
nosocomiales : une survie prolongée dans
’environnement ou ils peuvent persister pen-
dant plus de dix jours, une résistance rela-
tive a l'inactivation (résistance aux valeurs
extrémes de pH, aux désinfectants usuels, aux
concentrations de chlore utilisées pour le trai-
tement de I'eau potable, thermorésistance (-20
a +60°C) (7), une forte contagiosité en raison
d’une charge virale excrétée élevée et d'une
dose infectieuse faible (estimée inférieure a
100 virions), une immunité de courte durée
(quelques mois a quelques années) suite a

'infection autorisant, dés lors, les réinfections,
’existence de formes asymptomatiques (8) et
une excrétion virale parfois prolongée assortie
de charges virales élevées (9).

Dans les pays industrialisés, I'impact socio-
économique des épidémies a NoV est considé-
rable, lié au taux d’attaque élevé (plus de 50 %),
et a toutes les conséquences qui en découlent
(absentéisme du personnel, fermeture d’écoles
et de salles d’hospitalisation, allongement des
durées d’hospitalisation des patients...) (10).
On retrouve principalement les souches du
genotype Gll.4, avec une émergence et une
propagation rapides et mondiales de nouveaux
variants (11).

Dans les pays a faible revenu, les données
sont, par contre, nettement moins étoffées, voire
absentes (12, 13). L'impact des infections a NoV
dans ces pays ou régions du globe est ainsi
meéconnu, et est probablement sous-estimé.

H a Rev Med Liege 2019; 74 : 1 : 41-46
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MANIFESTATIONS CLINIQUES

Apres une période d’incubation courte de 12
a 48 heures, le tableau clinique d’'une infection
a NoV est celui d’'une gastro-entérite aigué. La
complication la plus fréquente est la déshydra-
tation, survenant principalement chez les jeunes
enfants et les personnes agées ou fragilisées
par une affection intercurrente. Les infections a
NoV sont, dans la plupart des cas, bénignes et
spontanément résolutives en 2 a 3 jours (14).
Cependant, chez les patients immunodéprimés,
I'excrétion des NoV peut perdurer plusieurs
semaines, voire des mois, avec des présenta-
tions cliniques parfois plus sévéres ou prolon-
geées (15, 16).

Un épisode aigu de diarrhée non sanglante,
avec ou sans vomissements, doit d’emblée
faire évoquer une origine virale. Outre la prise
en charge individuelle des patients et la sur-
veillance épidémiologique, le diagnostic étiolo-
gique permet d’estimer la contagiosité. En effet,
la présentation clinique d’'une gastro-entérite a
NoV n’est pas toujours aussi franche, et peut
évoquer une étiologie autre qu’infectieuse. C’est
notamment le cas chez les patients agés hospi-
talisés.

Les épidémies a NoV sont difficiles a controler
et leur impact socio-économique peut se révéler
important. Ces colts peuvent toutefois étre limi-
tés par un diagnostic précoce et l'instauration
rapide de mesures de contrbéle appropriées, effi-
caces contre les NoV, afin de limiter I'ampleur
de I'épidémie.

DIAGNOSTIC

La méthode diagnostique de choix est la
détection génomique du virus par une méthode
de biologie moléculaire (Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction ou RT-PCR) dans
les matiéres fécales (17). De par sa sensibilité
et sa spécificité optimales, cette technique est
considérée comme la méthode de référence
pour la détection des NoV humains, par ailleurs
difficilement cultivables. En outre, elle permet
de réaliser une caractérisation moléculaire de
la souche virale isolée, et de contribuer ainsi
a 'amélioration des connaissances épidémio-
logiques des souches circulantes (18). Le seul
écueil de cette technique est son inaptitude a
attester du caractére infectieux ou non des par-
ticules virales détectées dans les prélévements.
La détection de NoV par RT-PCR, technique
pour laquelle a I'heure actuelle, aucun rembour-
sement n’est octroyé par I'INAMI en Belgique,
n’est pas accessible a tous les laboratoires en

raison du co(t élevé et des équipements sophis-
tiqués qu’elle requiert.

Une autre méthode de diagnostic consiste a
deétecter les antigenes viraux de NoV par des
méthodes immuno-enzymatiques, notamment
par des tests immunochromatographiques. Ces
tests rapides sont faciles d’utilisation et four-
nissent un résultat endéans la demi-heure, ce
qui présente un intérét non négligeable dans la
prise en charge des épidémies de gastro- enté-
rites aigués en milieu hospitalier. Les antigénes
de NoV peuvent étre retrouvés dans les échan-
tillons de selles jusqu’a 15 jours suivant I'épi-
sode infectieux. Contrairement a la RT-PCR, la
détection antigénique ne requiert pas d’équipe-
ment particulier, rendant cette méthode moins
onéreuse et plus facile a implémenter dans un
laboratoire de routine. Ces tests de détection
rapide sont trés spécifiques, mais affichent une
sensibilité trop faible pour étre utilisés seuls dans
le diagnostic des cas sporadiques. Cependant,
dans un contexte épidémique, les performances
de ces tests en font une méthode de diagnostic
rapide et efficace pour la mise en place précoce
de mesures prophylactiques, pour autant qu’un
minimum de 5 patients symptomatiques soient
testés et ce, afin d’accroitre la sensibilité de la
méthode (19).

La sérologie infectieuse n’a pas sa place dans
le diagnostic étiologique d’une gastro-entérite
virale aigué. Il n’existe, d’ailleurs, aucun test
sérologique disponible dans les laboratoires de
diagnostic. La séroprévalence envers les NoV
augmente avec I'age et est élevée, atteignant
plus de 90 % a I’dge adulte.

Outre les méthodes de diagnostic utilisées
au laboratoire, devant une épidémie de gas-
tro-entérite en milieu hospitalier, dont 'origine
bactérienne a été écartée, des criteres établis
par Kaplan en 1982 peuvent étre appliqués pour
évaluer la probabilité que le NoV en soit 'agent
causal (20). Ces critéeres sont trés spécifiques
lorsqu’ils sont tous présents, et sont les sui-
vants : vomissements (souvent en salve) dans
> 50 % des cas, diarrhée aqueuse non san-
glante, durée de la maladie et période d’incuba-
tion courtes, personnel et patients atteints.

TRAITEMENT ET PREVENTION

Il n'existe pas de thérapeutique spécifique
pour traiter une infection a NoV, comme pour la
plupart des gastro-entérites. Le traitement est
symptomatique. L’élément clé face aux infec-
tions a NoV est de limiter leur transmission. Une
hygiéne des mains adéquate (lavage des mains
au savon, désinfection a I'aide d’une solution
hydro-alcoolique) parait la méthode la plus
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importante pour prévenir les infections a NoV et
contrdler leur propagation. En ce qui concerne
la désinfection de I'environnement, I'efficacité de
'eau de Javel diluée (1.000 a 5.000 ppm selon
les surfaces) est bien documentée. D’autres
solutions, notamment a base de phénols et de
peroxyde d’hydrogéne a 0,5 %, sont également
efficaces contre les NoV (21).

Quant aux vaccins, leur mise au point s’avere
difficile, principalement en raison de la diversité
antigénique des NoV et du manque d’immunité
protectrice a long terme. Plusieurs stratégies
vaccinales sont en développement, et les résul-
tats sont encourageants (22).

CONCLUSION

Les NoV sont reconnus comme le principal
agent étiologique de gastro-entérites virales
aigués au niveau mondial. Les épidémies noso-
comiales a NoV ont un réel impact en termes de
santé publique, et peuvent engendrer des colts
considérables, qui peuvent étre limités par un
diagnostic précoce et la mise en place rapide
des mesures préventives, essentielles pour limi-
ter 'ampleur des épidémies.

L’excrétion parfois prolongée des NoV apres
un épisode infectieux est une notion importante
dont il conviendrait de tenir compte, en raison
de son impact sur la propagation des virus. Il
convient d’insister sur I'importance d’inclure la
recherche de NoV dans le diagnostic différen-
tiel d’'une épidémie de gastro-entérites aigués,
mais également devant un tableau de diarrhée
prolongée chez un patient fragilisé par un état
d’immunosuppression ou un age avance.

Bien que la méthode diagnostique de refe-
rence reste la détection génomique du virus par
RT-PCR dans les matieres fécales, une détec-
tion des antigénes viraux peut également étre
réalisée par méthode rapide immunologique
lorsque le prélévement contient une charge éle-
vée en virus, comme c’est le cas lors des gastro-
entérites aigués. Dans le contexte d’épidémies
de gastro-entérites aigués, les performances
de ces tests en font une méthode de diagnostic
rapide et efficace pour la mise en place précoce
de mesures prophylactiques. Ce diagnostic étio-
logique devrait toutefois étre complété par un
génotypage des souches.

Une surveillance épidémiologique étendue
aux pays d’Afrique et d’Amérique du Sud, mais
également aux pays européens pour lesquels
peu de données sont disponibles a I'heure
actuelle, permettra d’améliorer la compréhen-
sion de I'épidémiologie des NoV, et de mettre

en place des mesures de prévention efficaces
pour limiter la propagation de ces virus. L’étude
approfondie de la réponse immunitaire suite aux
infections a NoV pourrait apporter des éléments
de réponse pour optimiser la mise au point d’'un
vaccin.

Dans un prochain article, et afin d’illustrer
pratiquement les notions théoriques rappelées
dans le présent travail, nous décrirons I'expé-
rience d’'un hépital de la région liégeoise a pro-
pos d’une épidémie nosocomiale a norovirus
(23).
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1. Objectifs principaux

Il y a de cela une décennie, les NoV étaient méconnus des microbiologistes et des cliniciens
en Belgique. Les méthodes de détection commerciales telles que nous les connaissons
actuellement n’existaient pas encore, et ces virus ne faisaient pas partie des entéro-
pathogenes recherchés en routine chez les patients, que ce soit a titre individuel ou face a
une épidémie de gastro-entérite aigué. Par ailleurs, le Centre de Référence Belge (CNR) des

Norovirus n’avait pas encore été créé.

De découverte relativement récente et en I'absence de modéle de culture in vitro aisé pour
les NoV humains, les domaines d’exploration de ces virus étant nombreux et vastes - qu'ils
concernent les recombinaisons virales, la pathogenese, la réponse immunitaire, les
méthodes de diagnostic au laboratoire, I'épidémiologie ou encore les méthodes de

prévention - il a dés lors été décidé dés le départ d’aborder une partie ciblée du sujet.

Les objectifs ont visé dans un premier temps la mise au point et I'implémentation au
laboratoire de méthodes de détection performantes des NoV humains chez les patients. Ces
outils constituent un prérequis indispensable pour envisager I'étude des NoV, avec pour but
d’atteindre les objectifs suivants : caractérisation des souches de NoV, et étudier

I'épidémiologie clinique et moléculaire des NoV.

2. Objectifs spécifiques

Le premier objectif a donc été de mettre au point et d'implémenter au laboratoire une
méthode de biologie moléculaire (RT-PCR), qualifiee de méthode de référence, permettant
de détecter les NoV humains, en s'appuyant sur I'expertise de la Faculté de Médecine
Vétérinaire de I'ULiége.

La réalisation d'une RT-PCR nécessitant du temps et du personnel habilité, il s’est
rapidement avéré nécessaire de disposer d’'une méthode de diagnostic plus rapide,
spécifique, aisée et adaptée a la réalisation d’analyses au coup par coup afin de faire face a
une éventuelle épidémie de gastro-entérite aigué qui surviendrait a I'hépital. C’est ainsi que,
dans un second temps, un objectif supplémentaire s'est profilé : évaluer une méthode
commerciale nouvellement proposée sur le marché, basée sur la détection des antigenes de
NoV.
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Le second objectif visait a étudier la problématique des NoV dans les collectivités.
Equipés au laboratoire des outils diagnostiques nécessaires, le choix des collectivités qui
permettraient de rencontrer ce second objectif devrait étre fait dans des populations ciblées,
mais déterminées de fagon a obtenir au final des données sur les NoV :

- chez des patients hospitalisés et non hospitalisés,

- dans un contexte épidémique et lors de cas sporadiques,

chez des patients présentant des symptémes digestifs et chez des individus sains,

chez des patients immunocompétents et chez des patients immunocompromis.

Le choix de la premiére collectivité, de par sa facilité d’acces, s’est porté naturellement vers
I'étude des NoV en milieu hospitalier, plus particulierement avec I'objectif d’étudier les NoV
lors d’'une épidémie chez des patients hospitalisés présentant des symptdémes de gastro-

entérite aigué.

Les patients étudiés dans ce cadre ne sont pas représentatifs de la population en général, et
les souches de NoV mises en évidence lors des épidémies sont loin d’étre le reflet de

I'ensemble des souches circulant dans la population.

Il paraissait dés lors opportun d’étudier les NoV dans une collectivité moins ciblée, ce qui a
amené au choix de la seconde collectivité : I'étude des NoV chez des individus non
hospitalisés, présentant ou non des symptdmes de gastro-entérite, dans le contexte
particulier d'un pays africain, permettant également de pallier le manque cruel de données

dans les pays en développement.

Aprés avoir défini ces deux collectivités, il manquait cependant une troisieme population a
étudier, sans doute la plus importante pour un hopital universitaire ou plus de 2000 patients
ont bénéficié a ce jour d'une greffe d'organe : étudier les NoV chez cette catégorie de
patients, immunocompromis, et plus particulierement chez des patients greffés rénaux. Ceci
avec, pour objectif secondaire, de tenter dinclure dans ['étude des patients

asymptomatiques en plus des patients présentant des troubles gastro-intestinaux.
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1. Diagnostic microbiologique des NoV

Il y a une dizaine d’années, contrairement aux entéropathogenes usuellement recherchés
chez les patients, les NoV étaient peu connus en Belgique et ne faisaient pas partie des
entéro-pathogeénes détectables en routine. En particulier, le CHU de Liége ne disposait pas
de méthode de détection des NoV chez les patients.

Préalablement a I'étude des NoV a proprement parler, il fut dés lors nécessaire de mettre au
point et d'implémenter une méthode de détection des NoV.

Les NoV étaient par contre étudiés depuis plusieurs années a deux pas de la, dans le
Service de Virologie de la Faculté de Médecine Vétérinaire de I'ULiege. La collaboration
entre ces deux services a permis de mettre au point une RT-PCR performante et de
limplémenter au CHU. Les trousses commerciales ne détectant que les NoV des génotypes
| et ll, le choix s’est porté sur une méthode RT-PCR non commerciale détectant également

les souches du génogroupe IV, également pathogenes pour 'Homme.
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1.1. Mise au point d'une RT-PCR quantitative ente  mps réel

A. Objectifs

En I'absence de modeéle de culture in vitro aisé des NoV humains, les méthodes de biologie
moléculaire constituent la référence pour la détection des NoV chez les patients.

L’objectif était de valider une RT-PCR quantitative en temps réel pour la détection des acides
nucléiques de NoV des génogroupes |, Il et IV dans les échantillons de selles de patients en
une seule et méme réaction, d’aprés le protocole de Stals et al 2009.

Cette RT-PCR permettrait en outre de différencier les NoV Gl et GIV des NoV Gll grace a

I'utilisation de deux fluorochromes différents.

B. Matériel et méthodes

Les performances de la méthode ont été évaluées a l'aide d’extraits d’ARN de NoV et
d’échantillons de patients contenant des souches caractérisées de NoV des génogroupes I,
Il et IV fournis par le laboratoire de Virologie Vétérinaire de I'ULiege, et d’échantillons de
contrbles de qualité externes commandés auprés du programme international de contrbles
de gqualité externes ‘QCMD Norovirus’ (Quality Control for Molecular Diagnosis, Glasgow,
Scotland, UK).

Un contrdle de qualité externe (QCE) est un échantillon fourni a plusieurs laboratoires qui
vont analyser cet échantillon a I'aide de la méthode dont ils disposent. L'utilisation d’'un QCE
permet au laboratoire de comparer les résultats qu'il a obtenus a ceux d’autres laboratoires
ayant réalisé la méme analyse. Sa fonction premiére est de vérifier I'exactitude des résultats

d’'une méthode.

B.1. Préparation de I'échantillon
Les échantillons de patients ont été dilués au 10°™® dans une solution de PBS- Azide, dans

le but d’inhiber la prolifération bactérienne, et ont ensuite été conserves entre +4 et +8<C.

B.2. Extraction de 'ARN
Aprés une étape d’homogénéisation suivie d’une centrifugation, le surnageant a été utilisé

pour réaliser I'étape d’extraction de 'ARN de NoV.

Afin de faciliter I'étape d’extraction et de limiter les étapes de manipulation des échantillons,
'extraction de I'ARN a été automatisée sur I'automate MAXWELL® (Promega, Leiden, The
Netherlands), en utilisant le kit d’extraction Maxwell® 16 Cell LEV Total RNA Purification

(Promega). Le principe est le suivant : 'automate procede a la lyse du virus pour libérer les
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acides nucléiques qui sont ensuite liés a des particules magnétiques, s’ensuivent plusieurs
étapes de lavage servant a purifier TARN pour terminer par une élution. L'ARN purifié est

alors récupéré dans de I'eau stérile qui pourra étre ultérieurement utilisé pour la RT-PCR.

L'’ARN purifié a été conservé entre +4C et +8T si la PCR était réalisée le jour méme, et a -
80T (ou moins) si elle était différée.
Lors de chaque série d’extraction, deux contrdles de qualité ont été ajoutés :

- Un contréle externe d’extraction : Universal Inhibition Control (Cy5) (Diagenode®,
Liége, Belgique) afin de vérifier I'efficacité de I'extraction et de détecter la présence
éventuelle d’inhibiteurs (Scipioni et al 2008),

- Un contrble négatif interne d’extraction et d’amplification : il s’agit d'eau stérile qui
subit le méme traitement que les échantillons et permet dés lors de vérifier 'absence

de contamination.

B.3. Amplification et détection de 'ARN par RT  -PCR en temps réel

Les amorces et les sondes (Eurogentec®, Liége, Belgique) utilisées pour la RT-PCR, recues
sous forme lyophilisées, ont été reconstituées et diluées de maniere a obtenir une
concentration finale adéquate pour réaliser la RT-PCR en temps réel (tableau 1). La solution

obtenue a ensuite répartie en aliquotes conservés a -80<C.

Primers/probes Sequence (5'-3')* Polarity® Position® Finalconc Fluorophore? (5')/Quencher(3’)
NoV GI

QNIF4 CGCTGGATGCGNTTCCAT + 5291-5308 500nM

NVILCR CCTTAGACGCCATCATCATTTAC - 5354-5376 900nM

NVGG1p TGGACAGGAGAYCGCRATCT + 5321-5340 100nM 6-FAM/BHQ-1
NoV GII

QNIF2 ATGTTCAGRTGGATGAGRTTCTCWGA + 5012-5038 500nM

COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA - 5100-5080 900nM

QNIFS AGCACGTGGGAGGGCGATCG + 5042-5061 250nM Texas Red/BHQ-1
MNV-1

FW-ORF1/ORF2 CACGCCACCGATCTGTTCTG + 4972-4991 200nM

RV-ORF1 JORF2 GCGCTGCGCCATCACTC - 5064-5080 200 nM

MGB-ORF1/ORF2 CGCTTTGGAACAATG + 5001-5015 200nM NED/MGBNFQ

2 Mixed bases in degenerate primers and probes are as follows: Y, Cor T; R, A or G; N, any.

b + virus sense: —, anti-virus sense.

¢ Corresponding nucleotide position of Norwalk/68 virus (accession nr. M87661) for NoV GI, Lorsdale virus (accession nr. X86557) for NoV Gll or murine norovirus 1 clone
CW1 (accession nr. DQ285629).

d BHQ-1: Black Hole Quencher - 1, MGBNFQ: Minor Groove Binding Non-Fluorescent Quencher.

Tableau |. Concentrations finales des sondes et amorces utilisées pour la RT-PCR NoV
en temps réel (adapté de Stals et al 2009).

Pour chaque série d’échantillons, 3 contrbles internes ont été ajoutés afin de s’assurer du
bon déroulement de I'analyse :
- Deux contrbles positifs : ARN de NoV Gl.4 et ARN de NoV GlI.2
- Un contréle négatif : Eau stérile (RNA free water, QUIAGEN® Onestep RT-
PCR).
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La réaction de RT-PCR a été reéalisée sur le thermocycler 7500 Fast® (Applied
biosystem, Foster City, Californie, Etats-Unis). Cette réaction débute par une étape de
transcription inverse (30 minutes, 50C), suivie d’ une étape de dénaturation initiale/activation
(15 minutes, 95C). Les 50 cycles d’amplification c omprennent deux étapes : 15 secondes a

95<C de dénaturation suivis de 60 secondes a 60T d ’extension.

B.4. Quantification des NoV dans les échantillons

Etant donné la difficulté actuelle de cultiver les NoV humains en culture in vitro, une
estimation de la charge virale de NoV Gl et de NoV GlIl présente dans les prélevements de
patients a été effectuée en utilisant des plasmides.

Un géne d’'une longueur de 100 paires de bases pour NoV Gl et de 110 pour NoV Gll a été

inséré dans les plasmides respectivement.

L’'analyse de [I'échantillon a laide dun spectrophotometre, le NanoDrop®ND-1000
(NanoDrop Technologies, Inc.), utilisant la technologie de la fibre optique et la tension de
surface, donne un spectre complet d’absorbance de 220 a 750 nm. L'absorbance lue est

ensuite directement convertie en concentration (ng/ul).

Des dilutions successives ont été réalisées afin d'obtenir une droite de calibration et d’établir

la limite de détection inférieure de la technique.

C. Résultats

C.1. Evaluation de la méthode a I'aide d’échantill  ons caractérisés

La présence de NoV a été correctement détectée dans tous les échantillons. Par ailleurs,
aucune réaction croisée n'a été observée entre les génogroupes Gl d'une part et GIl/GIV

d’autre part (Tableaux Il et IlI).
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Génogroupe/ Réf. Type d’échantillon Ct NoV Gl Ct Nov

Génotype Gll/GIV
Gl.4 1 ARN extrait 22,2 Non détecté
Gl.4 2 ARN extrait — dilué 1/1000 30,7 Non détecté
Gl.4 3 selles 43,9 Non détecté
Gll.4 4 ARN extrait Non détecté 29,1
Gll.4 5 ARN extrait Non détecté 23,4
Gll.2 6 selles Non détecté 21,2
Gll.4 7 selles Non détecté 19,8
Gll.4 8 selles Non détecté 23,4
Gll.4 9 selles Non détecté 28,4
Gll.4 10 selles Non détecté 25,1
Gll.4 11 selles Non détecté 18,5
Gll.4 12 selles Non détecté 22,4
GIl.7 13 selles Non détecté 25,5
Gll.4 14 selles Non détecté 20,0

Gll.4/Gll.2 15 selles Non détecté 27,8
Glv.1 16 selles Non détecté 25,5

Tableau Il. Echantillons d’ARN extrait et échantillons de patients : résultats (Ct = Cycle
threshold).

Référence  NoV GI(Ct) NoV Gll (Ct) Réé‘ﬂgt
QCMD1 Non détecté 39,0 NoV GlI
QCMD2 Non détecté 32,2 NoV GlI
QCMD3 37,1 Non détecté NoV Gl
QCMD4 Non détecté Non détecté  Non détecté
QCMD5 30,4 Non détecté NoV Gl
QCMD6 Non détecté 27,4 NoV GlI
QCMD7 Non détecté 41,6 NoV Gl
QCMD8 30,9 Non détecté NoV Gl
QCMD9 43,1 Non détecté NoV Gl
QCMD10 24,0 Non détecté NoV Gl
QCMD11 Non détecté Non détecté  Non détecté
QCMD12 44.4 Non détecté NoV Gl

Tableau Il : Contréles de qualité externe QCMD : résultats.



C.2. Spécificité

La spécificité d'une méthode est sa capacité a identifier de maniere correcte les vrais
négatifs.

La RT-PCR a été réalisée sur 15 échantillons de selles ne contenant pas de NoV mais bien
d’autres entéro-pathogénes, afin de s’assurer de l'absence de réactions croisées non
spécifiques, qui engendreraient un résultat erronément positif.

Aucune réaction croisée avec les pathogéenes testés n’a été observée (tableau IV).

paﬁ]%zrgne Méthode de détection  NoV GI/IlIV
Sapovirus (n=1) ARN par RT-PCR Non détecté
Rotavirus (n=1) Antigéne par IC Non détecté
Adenovirus (n=5) Antigéne par IC Non détecté
Salmonella sp (n=4) Culture bactérienne Non détecté
H.pylori (n=1) Antigéne par IC Non détecté
C.difficile (n=3) Culture bactérienne/ IC Non détecté

Tableau IV. Absence de réactions croisées envers les NoV dans des échantillons de
selles contenant d’autres entéropathogénes (n : nombre d’échantillons, IC :
Immunochromatographie sur membrane)

C.3. Absence d'interférences dues a la présence de  sang dans les selles

La RT-PCR a été réalisée sur un échantillon négatif (eau purifiée) et sur un échantillon de
selles de patient caractérisé positif pour le NoV Gll par RT-PCR, auxquels ont été ajoutés
arbitrairement 0,5, 5 et 10% de sang, afin de s’assurer du bon fonctionnement de la réaction
en présence de sang dans I'échantillon. On note I'absence d’interférence du sang avec la

RT-PCR, aux concentrations testées (tableau V).

Echantillon NO\(/C%'”'Z
Eau Non détecté
Eau + 0,5% sang Non détecté
Eau + 5% sang Non détecté
Eau + 10% sang Non détecté
NoV Gll 24,2
NoV Gll + 0,5% sang 37,5
NoV Gll + 5% sang 34,3
NoV Gll + 10% sang 35,7

Tableau V. Absence d'interférence avec le sang : résultats.
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C.4. Non contamination entre échantillons

Un échantillon de patient positif pour NoV Gl a été alterné avec un échantillon négatif (eau

purifiée). Aucune contamination de I'eau par les échantillons positifs n'a été constatée.

C.5. Précision

La précision est une mesure de la dispersion des résultats lors du dosage d’'un méme
échantillon a plusieurs reprises a l'aide d’'une méme technique et se traduit en termes de
coefficient de variation (CV) défini au préalable lors des épreuves de répétabilité et de

reproductibilité.

Répétabilité. La répétabilité a pour but de vérifier, dans les conditions réelles d'utilisation, le
bon fonctionnement du systeme analytique dans un laps de temps court. Deux échantillons
de patients caractérisés positifs pour NoV GlI (un fortement et un faiblement positif) ont été
testés a 3 reprises dans une méme série d’échantillons. Le coefficient de variation (CV)

maximal fixé au préalable était de 5% (tableau VI).

Echantillons Résultat pour NoV GIIl.2  (Ct) CV (%)
Témoin positif 24,7 24,8 24,4 0,7
Témoin faiblement positif 39,4 40,7 39,9 1,3

Tableau VI. Répétabilité : résultats.

La reproductibilité. La reproductibilité permet de connaitre la variabilité analytique d'une
méme méthode au fil du temps, en testant les échantillons trois fois dans une méme série,
mais a deux dates différentes. Les données acquises peuvent étre ultérieurement utilisées
pour mettre en évidence un dysfonctionnement au cours du temps. Le coefficient de

variation (CV) maximal fixé au préalable était de 5% (tableau VII).

Echantillons ,Date de Résultat pour NoV GII.2 (Ct) CV (%)
I'analyse
. " 18/11/2010 22,1 23,2 22,5 2,4
Témoin positif
26/10/2010 27,2 27,0 27,0 0,4
PN .y 18/11/2010 34,3 34,4 34,3 0,3
Témoin faiblement positif
26/10/2010 37,3 374 374 0,2

Tableau VII. Résultats de la reproductibilité.
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C.6. Robustesse

L’évaluation de la robustesse est nécessaire afin de déterminer si des variations fortuites
dans le mode opératoire modifient fortement ou non les résultats obtenus.
Pour ce faire, les parameétres suivants ont été modifiés :
- Les quantités d’échantillons utilisées (80% et 120%),
- La température lors des cycles d’amplification : nous avons réalisé les analyses a
59<C et 61<C.

La RT-PCR résiste bien a des variations de quantité a analyser ainsi qu'a une diminution de
température, mais pas a une augmentation de la température (tableau VIII).
Une élévation des valeurs de Ct a été observée, avec une détection plus tardive, lorsque

'analyse est effectuée a 61 (tableau IX).

Echantillons Quantité NoV GIl.2 (Ct)
Eau 100% Non détecté
Eau 80% Non détecté
Eau 120% Non détecté
NoV GlI 100% 22,1
NoV GlI 80% 21,8
NoV GlI 120% 22,3

Tableau VIII. Variation de la quantité d’échantillons : résultats.

Echantillons Température NoV GlIl.2 (Ct)
Eau 60T Non détecté
Eau 59C Non détecté
Eau 61C Non détecté
NoV GlI 60C 22,1

NoV GlI 59C 21,9

NoV GlI 61C 33,6

Tableau IX. Variation de la température d’analyse : résultats.

C.7. Quantification virale

Le nombre de copies génomiques de NoV/ml a été obtenu en remplacant la valeur de Y,
correspondant a la valeur de Ct obtenue, dans I'équation de la droite de régression linéaire
calculée pour la courbe de calibration des plasmides NoV Gl et NoV Gl (Figure 11).

La limite de détection est la plus petite quantité de copies virales détectable dans
'échantillon. Elle a été déterminée a l'aide de plasmides de NoV Gl et Gl de concentrations

connues I, selon le protocole de Baert et al (2008).
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Une limite de détection de 8 copies génomiques/ml de

obtenue (tableau X).

selles pour NoV Gl et NoV Gll a été

y =-1,59In(x) + 43,30

R®= 0,997

=Gl

Enreg.(Gl)
~—— Enreg.(GlI)

y = -1,48In(x) + 39,50

R*=0,986

| ¥ | T T

1,00E-01 1,00E+01 1,00E+03 1,00E+05 1,00E+07

Figure 11. Courbes de dilution pour NoV Gl.4 et GlI.2.

Copies/ml Ct
NoV Gl.4

8 10’ 14,8
8 10° 17,0
810° 21,2
810" 24,9
8 10° 29,1
8 10° 32,4
8 10 36,8

8 40,6

0.8
NoV GII.2

8 10° 17,4
810° 20,9
810* 24,7
8 10° 28,8
8 10° 32,7
8 10* 36,2

8 40,2

0.8

Tableau X. Courbes de dilution des plasmides NoV Gl.4 et GIl.2 :
correspondance entre Ct et nombre de copies génomiques par ml.

La RT-PCR quantitative en temps réel a ensuite été testée sur des échantillons caractérisés

de patients et sur des contréles de qualité externes QCMD (Quality Control for Molecular

Diagnosis, Scotland, UK) pour NoV Gl et pour NoV GilI.
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Les résultats de la quantification de NoV dans les échantillons de patients et dans les

échantillons de contréle de qualité externes ‘QCMD’ sont repris dans le tableau XI.

If%éf. . NoV GI (CY) NqV Gl NoV GlI Nq\/ Gl Résultat du
échantillon (copies/ml) (Ct) (copies/ml) QCMD
Echantillons de patients - NoV GlI

GIL.7 Non détecté - 22,9 55 311,3

Gll.4 bene Non détecté - 22,4 458 898,9

Gl.4 UCL 21 Non détecté - 19,9 2 094 610,2

Gll.4/GlI.2 Non détecté - 25,8 17 685,3

Gll.4 Non détecté - 25,5 69 733,7

186 Non détecté - 22,2 512 133,9

103 Non détecté - 29,9 4680,8

149 Non détecté - 22,6 416 243,0

E Non détecté - 25,5 75 948,1

S Non détecté - 23,5 228 996,8

\Y Non détecté - 30,9 2575,1

B Non détecté - 34,1 363,7

Echantillons du QCMD — NoV Gl

QCMD 3 37,1 53,3 Non détecté - NovGI+
QCMD 5 30,8 2328,6 Non détecté - NovGl+
QCMD 8 20,7 1059 697,4 Non détecté - NoV Gl +++
QCMD 9 35,6 147,7 Non détecté - NoVGI+
QCMD 10 19,0 2915471,7 Non détecté - NoV Gl +++
Echantillons du QCMD — NoV Gl|

QCMD 1 Non détecté - 39,0 18,2 NoVGll +
QCMD 2 Non détecté - 32,2 1179,9 NoV Gl +
QCMD 4 Non détecté - 28,2 13117,6 NoV Gl ++
QCMD 6 Non détecté - 25,4 167,7 NoV Gl +
QCMD 7 Non détecté - 18,7 4 407 333,8 NoV Gll +++

Tableau Xl. Quantification des échantillons et des contrbles QCMD (Quality Control for
Molecular Diagnosis) caractérisés NoV Gl et GlI : résultats (en valeur de Ct et en nombre
de copies génomiques/ml) (+ : <10° copies/ml, ++ : 10° — 10* copies/ml, +++: > 10*
copies/ml).

D. Conclusion

La performance de la RT-PCR quantitative en temps réel mise au point selon le protocole de
Stals et al 2009 a été évaluée, et a détecté et quantifié efficacement et distinctement les
souches de NoV de différents génogroupes et génotypes dans les différentes conditions
d’analyse prédéfinies.

Avec des limites de détection <10 copies génomiques/ml pour NoV Gl et NoV Gll, la RT-

PCR développée s’est avérée plus performante que les RT-PCR commerciales disponibles
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au moment de I'évaluation, ces dernieres détectant des copies génomiques minimales de
1000 & 10 000/ml (Pang et al 2015, Rupprom et al 2017, Schultz et al 2011).

Une limite de détection aussi faible que celle de la RT-PCR développée n’est certes pas
nécessaire dans le cadre du diagnostic étiologique d’'une gastro-entérite aigué, mais peut
s’avérer utile pour le suivi de I'excrétion virale chez les patients immunocompromis.

En termes de spécificité, la RT-PCR développée dans ce cadre a démontré une capacité
d’amplification frélant les 100% pour les 3 génogroupes, et une absence de réaction croisée

entre les génogroupes de NoV ainsi qu’'avec les entéro- pathogénes usuellement détectés.
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1.2. Evaluation d’un test de détection antigénique des NoV

A. Objectifs

Outre le diagnostic des infections a NoV basé sur les méthodes de diagnostic moléculaire,
une détection des antigenes viraux peut également étre réalisée, et ce par des méthodes
immunochromatographiques aussi appelées plus communément ‘test rapides’. Dans un
contexte d’'épidémies, ces tests rapides peuvent se révéler utiles afin de diagnostiquer
rapidement les NoV comme agent étiologique, afin d’'appliquer rapidement des mesures
d’hygiene visant a limiter la propagation de I'épidémie.

Les performances du test commercial ImmunoCardSTAT!®Norovirus (Meridian Bioscience,
Cincinnati, Ohio, Etats-Unis) (figure 10), permettant la détection combinée des NoV des
génogroupes | et Il par méthode d'immunochromatographie sur membrane, ont été évaluées
en comparaison avec la RT-PCR. Cette méthode a l'avantage, par rapport a la RT-PCR,

d'étre plus facile et rapide a réaliser et est moins onéreuse.

B. Matériel et méthodes

Sur base de symptdmes évocateurs de gastro-entérite recueillis dans le dossier médical, 205
patients ont été sélectionnés. La détection de NoV a été réalisée dans un échantillon de
chacun de ces patients a l'aide de la RT-PCR et du test rapide de la firme Meridian (figure
12). Sur base du résultat de la détection de NoV par RT-PCR (Stals et al 2009), le statut des
échantillons a été déterminé : 63 positifs et 142 négatifs. Parmi les échantillons négatifs,
nous en avons sélectionné 16 pour lesquels un autre entéro- pathogéne que le NoV a été
identifié, dans le but d’évaluer la spécificité du test rapide. Cinquante des 205 échantillons
ont été recueillis durant des épidémies nosocomiales a NoV et ont bénéficié d'une

caractérisation génétique des souches de NoV.
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Figure 12. ImmunoCardSTAT!®Norovirus : carte test et interprétation des résultats.

C. Résultats
C.1. Détection moléculaire et génogroupes

Dans les 63 échantillons de patients évalués positifs parmi les 205 échantillons testés par la
méthode RT-PCR développée, le NoV Gl a été identifié dans 1 des 63 échantillons et le NoV
Gll dans les 62 autres.

C.2. Concordance entre le test antigénique et la RT  -PCR développée

La concordance globale entre le test rapide ImmunoCardSTAT!®Norovirus et la RT-PCR
développée était de 81,5% (tableaux XlI et XIV), et de 80% en ne prenant en considération
que les 50 échantillons de patients prélevés en phase aigué lors d’épidémies de gastro-

entérites & NoV (intervalle de confiance (IC) : 95%) (tableaux XIII et XIV).

RT-PCR
Positif Négatif Total
ImmunoCard Positif 31 6 37
STAT!NoV Négatif 32 136 168
Total 63 142 205

Tableau XIll. Résultats obtenus pour la totalité des échantillons a l'aide du test rapide
ImmunoCardSTAT!®Norovirus et la RT-PCR.
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RT-PCR

Positif Négatif Total

ImmunoCard Positif 22 0 22
STAT!NoV Négatif 10 18 28
Total 32 18 50

Tableau XIll. Résultats obtenus pour les 50 échantillons de patients récoltés lors
d’épidémies & NoV & l'aide du test rapide ImmunoCardSTAT!®Norovirus et la RT-PCR.

STAT!NoV RT-PCR Conclusion Remarques
NoV

(n=10) Négatif Positif Positif Epidémie nosocomiale & NoV
(n=20) Négatif Positif Positif Transplanté rénal (diarrhée chronique)
(n=2) Négatif Positif Positif Enfant <5 ans
(n=3) Positif* Négatif Négatif (Les 3 échantillons du méme patient)
(n=1)  Positif* Négatif Négatif Deux autres échantillons du méme jour NEG
(n=1)  Positif* Négatif Antigene résiduel  Transplanté rénal (diarrhée chronique)
(n=1) Positif* Négatif Négatif -

Tableau XIV. Résultats discordants entre le test rapide ImmunoCardSTAT!®Norovirus et
la RT-PCR : détails (n = nombre d’échantillons) (* tres faiblement positif, coloration rosée
de la zone test a peine visible).

C.3. Performances du test antigénique

La sensibilité, la spécificité et I'exactitude du test rapide ImmunoCardSTAT!®NoV ont été

calculées en prenant pour référence les résultats obtenus a I'aide de la RT-PCR développée.

Des valeurs de sensibilité et de spécificité de 50% et de 96,3% ont été obtenues,
respectivement (IC 95%) (tableau XV).

En prenant exclusivement en compte les 50 échantillons de patients provenant d’épidémies

a NoV (Gll.4 et GIl.16), les résultats ont mis en évidence une performance accrue de la

méthode par rapport a celle obtenue & partir de I'évaluation de la totalité des échantillons,

avec des valeurs de spécificité et de sensibilité de 100% et de 68,8%, respectivement (IC
95%) (tableau 16).

Performances (%)

Sensibilité Spécificité Exactitude
STATINoV - tous les
, 50 96,3 80,4 (n=205)
patients
STAT!NoV - épidémie
, 68.8 100 80 (n=50)
nosocomiale

Tableau XV. Performances du test ImmunoCard STAT! ®NoV.

78



Par ailleurs, aucune interférence n'a été observée lors de [l'utilisation du test rapide en
présence d'autres entéropathogénes que les NoV dans les 15 échantillons testés (tableau
XVI).

Pathogéene STAT! ®NoV RT-PCR NoV

Virus
Adenovirus (n=2) NEG NEG
Rotavirus (n=3) NEG NEG

Bactéries NEG NEG
Campylobacter jejuni (n=3) NEG NEG
Salmonella infantis (n=2) NEG NEG
C.difficile toxinogéne (n=4) NEG NEG
C.difficile non toxinogene (n=2) NEG NEG

Tableau XVI. Résultats de la détection de NoV a l'aide du test et de la RT-PCR
développée dans les échantillons contenant d’autres entéropathogenes.

D. Conclusion

D’aprés les résultats obtenus lors de I'évaluation du test rapide immunochromatographique
ImmunoCardSTAT!®Norovirus, cette méthode est trés spécifique. Les résultats obtenus,
proche des 100%, rejoignent ceux d’autres évaluations similaires qui rapportent des valeurs
de spécificité variant de 65 a 100% selon la trousse utilisée (Morillo et al 2011, Khamrin et al
2008, Takanashi 2008, Bruins et al 2010, Battagliolo et al 2012, Kim et al 2012, Park et al
2012, Amber-Balay et al 2013).

N

Les résultats positifs obtenus a l'aide de la méthode antigénique évaluée sur des
échantillons de patients négatifs par RT-PCR résultent d'une |égére coloration a I'endroit de
la zone test qui est surinterprétée comme positifs. Seuls les résultats fortement colorés
doivent dés lors étre pris en compte. Il est primordial de bien tenir en compte des instructions
du fabricant lors de I'utilisation d'un test commercial afin d’éviter une surinterprétation des

résultats obtenus.

En termes de sensibilité par contre, la performance du test rapide
ImmunoCardSTAT!®Norovirus a cruellement fait défaut, avec la détection de NoV dans un
échantillon sur deux par rapport a la RT-PCR lors de I'évaluation des 205 échantillons.
Cependant, en examinant a part les résultats des préléevements effectués lors des épidémies
a NoV, la sensibilité est accrue, passant de 50 & 68,3% en raison de la quantité importante

de NoV dans ces échantillons prélevés en phase aigué de linfection. Ce manque de
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sensibilité était bien décrit dans la littérature au moment de I'évaluation du test Meridian,
avec une sensibilité variant de 30 a 79% selon le contexte, épidémique ou non (Gray et al
2007, Bruggink et al 2011, Nguyen et al 2007).

Les performances du test antigénique ImmunoCardSTAT!®Norovirus en font un outil de
diagnostic rapide, efficace et accessible a tous les laboratoires sans nécessiter aucun
équipement, mais sa sensibilité est insuffisante pour étre utilisée dans le cadre du diagnostic
étiologique de cas sporadiques d’'infections a NoV. Deés lors, il serait souhaitable de vérifier
a l'aide d'une méthode de biologie moléculaire tout résultat négatif obtenu a 'aide de ce test
rapide chez un patient présentant une symptomatologie évocatrice d'une gastro-entérite

virale aigué.
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2. Investigation d’une épidémie de gastro-entérites
a NoV en milieu hospitalier

HUYNEN Pascale, MAUROY Axel, LAMBERT Nathalie, MELI N Pierrette, DE MOL
Patrick, THIRY Etienne. Epidémie nosocomiale & norovirus : & propos d’une
expérience hospitaliére.

Revue Médicale de Liége, 2019, 74 :86-89

Les NoV sont responsables de la majorité des épidémies de gastro-entérites virales aigués
dans les pays industrialisés, épidémies qui peuvent étre problématiques, d’autant plus

lorsqu’elles ont lieu dans collectivités confinées.

Une fois le laboratoire équipé de méthodes de diagnostic, le second objectif, visant & mieux

caractériser I'implication des NoV dans les collectivités, a pu étre envisageé.

A une période ou peu de laboratoires belges étaient équipés de ces tests de détection des
NoV, l'implémentation de ces méthodes au CHU a permis de diagnostiquer rapidement et
efficacement I'étiologie d’'une épidémie de gastro-entérites aigué a NoV survenue durant
I'hiver 2011-2012 dans deux salles de gériatrie localisées aux 1% et 3°™ étages d’un hépital
de la région liégeoise. Ce fut I'occasion d'explorer un premier volet du second objectif,
I'étude des NoV dans le cadre du suivi prospectif d'une épidémie dans cette collectivité en

particulier : le milieu hospitalier.
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RESUME

Introduction
Les norovirus (NoV) sont les principaux agents de gastro-entérites virales aigués au niveau

mondial.

Objectifs
Une épidémie de gastro-entérites s’est déclarée durant I'hiver 2011-2012 chez des patients
hospitalisés dans plusieurs salles d’un hopital de la région liégeoise, situées a deux étages
différents.
Nos objectifs étaient de déterminer si une méme souche de NoV était impliquée aux deux

étages, et d’investiguer la maniere dont I'épidémie s’était propagée d’'un étage a l'autre.

Matériel et méthodes

Des prélévements ont été collectés chez les patients et le personnel soignant. Les dossiers
médicaux ont été examines.

La détection, la quantification et la caractérisation des souches de NoV ont été réalisées par

des méthodes de biologie moléculaire.

Résultats
Une méme souche NoV, du génotype Gll.4, a été mise en évidence chez deux patients

hospitalisés aux deux étages différents. L'épidémie s’était déroulée en deux vagues.

Conclusion

La mise en évidence d’'une souche de NoV Gll.4 identique qu'il s’agit de la méme épidémie
qui s'est étendue du troisieme au premier étage, vraisemblablement transmise par
l'intermédiaire du personnel soignant commun.

L’identification précoce des NoV lors des épidémies est primordiale afin de mettre en place

rapidement les mesures d’hygiene permettant de limiter leur propagation.
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EPIDEMIE NOSOCOMIALE A NOROVIRUS :
A PROPOS D’UNE EXPERIENCE HOSPITALIERE

HUYNEN P (1), MAUROY A (2), LAMBERT N (3), DE MoL P (4), THIRY E (5), MELIN P (6)

REsSUME : Les norovirus humains (NoV) sont reconnus
mondialement comme les principaux agents étiologiques
de gastro-entérites virales sporadiques et épidémiques au
niveau mondial. Une épidémie de gastro-entérites s’est
déclarée chez des patients hospitalisés dans plusieurs
salles d’'un hopital de la région liégeoise, situées a deux
étages différents. L'objectif était de déterminer si une
méme souche de NoV était impliquée aux deux étages, et
d’'investiguer la maniere dont I'épidémie se serait propagée
d’un étage a l'autre. Des prélévements ont été collectés
chez les patients et le personnel soignant. Les dossiers
médicaux ont été examinés. La détection, la quantification
et la caractérisation des souches de NoV ont eté réalisées
par des méthodes de biologie moléculaire. Une méme
souche de NoV, du génotype GllI.4, a été mise en évidence
chez deux patients hospitalisés aux deux étages différents.
Ce résultat indique qu'il s'agit de la méme épidémie qui
s’est étendue a deux étages, probablement transmise par
I'intermédiaire du personnel soignant commun. L'identifica-
tion précoce des NoV lors des épidémies est primordiale
afin de mettre en place rapidement les mesures d’hygiéne
permettant de limiter leur propagation.

MoTs-cLEs : Norovirus - Gastro-entérite - Epidémie -
Hépital - Nosocomial

INTRODUCTION

Découverts dans les années 1970, les noro-
virus humains (NoV) sont reconnus comme les
principaux agents pathogénes responsables de
toxi-infections d’origine alimentaire et d’épidé-
mies de gastro-entérites au niveau mondial. lIs
infectent toutes les tranches d’age. Chez les
enfants de moins de 5 ans, si le rotavirus reste
actuellement la premiére cause de gastro-enté-
rites virales, les NoV sont en passe de devenir
la premiére cause dans les pays ou la vaccina-
tion contre le rotavirus a été introduite.

Le traitement des gastro-entérites virales est
symptomatique. L’élément clé face aux infec-
tions a NoV est de limiter leur transmission. La
prévention des infections a NoV repose princi-
palement sur I'application de mesures d’hygiene

(1) Chef de Clinique, (6) Professeur et Chef de Ser-
vice, Service de Microbiologie Clinique, CHU de Liége,
Liége, Belgique

(2) Médecin vétérinaire, Agence Fédérale pour la
Sécurité de la Chaine Alimentaire (AFSCA), Bruxelles,
Belgique.

(3) Chef de Service, Hygiéne hospitaliére, Clinique
André Renard, Herstal, Belgique.

(4) Professeur Honoraire, Liege Université, Liége,
Belgique.

(5) Professeur, Chef de service, Virologie vétérinaire-
Maladies virales animales, Faculté de Médecine Vété-
rinaire, Centre FARAH, Liege Université, Belgique.

NOROVIRUS NOSOCOMIAL OUTBREAK : THE EXPERIENCE
OF A HOSPITAL IN LIEGE, BELGIUM

SUMMARY : Human noroviruses (NoV) are the main
pathogenic agents worldwide responsible for viral sporadic
and epidemic gastroenteritis worldwide. A gastroenteritis
outbreak broke out in patients hospitalized in several wards
located in two different floors of a hospital in Liege, Bel-
gium. The objective was to determine whether a same NoV
strain would be involved in the two different floors, and to
explore how this outbreak would have spread from a floor
to the other. Stool samples from patients and healthcare
workers were collected, as well as data from medical files.
NoV detection, quantification and characterization were
performed using molecular biology methods. A same NoV
strain, from genotype Gll.4, was detected in two patients
hospitalized on the two different floors. This finding allowed
to conclude that a same outbreak spread in the two floors,
probably due to movements of common healthcare wor-
kers. A rapid NoV detection during outbreak is important in
the aim to rapidly implement hygiene measures to limit the
size of the outbreak.

KeywoRrbps : Norovirus - Gastro-enteritis - Hospital -
Outbreak - Nosocomial

des mains adéquates et la désinfection de I'en-
vironnement contaminé. Lors des épidémies de
gastro-entérites aigués, l'identification précoce
des NoV par méthodes de laboratoire rapides
ou de biologie moléculaire est primordiale afin
de mettre en place rapidement les mesures
d’hygiene permettant de limiter leur propagation.
La diversité antigénique des NoV et le manque
d’immunité protectrice a long terme rendent la
mise au point de vaccins difficile.

Apres avoir rappelé les aspects nosologiques
des infections a NoV dans un précédent article
(1), nous allons décrire, d’'un point de vue pra-
tique, les caractéristiques d’'une épidémie de
gastro-entérites a NoV observée dans un hopi-
tal de la région liégeoise.

OBJECTIFS

Une épidémie de gastro-entérites a NoV s’est
déclarée durant I'hiver 2011-2012 chez des
patients hospitalisés dans trois salles d’hos-
pitalisation d’'un hopital de la région liégeoise.
L’épidémie a débuté dans les deux unités de
gériatrie situées au 3°me étage, et se serait
ensuite rapidement propagée au 1°¢ étage, dans
une unité de médecine interne.

Le premier objectif était de détecter la pré-

sence de NoV chez les patients symptomatiques,
et de caractériser les souches de NoV afin de
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déterminer si une méme souche de NoV pouvait
étre impliquée aux deux étages de I'hdpital.

Le second objectif fut de tenter d’identifier la
source, et d’explorer la chronologie et la propa-
gation de I’épidémie. Dans le cas précis ou une
méme souche de NoV serait identifiée chez des
patients des deux étages différents, il y aurait
lieu d’investiguer la maniére dont I'’épidémie
pourrait s’étre propagée d’un étage a l'autre.

MATERIEL ET METHODES

L’hopital dans lequel I'épidémie a eu lieu
est un petit hopital régional, doté de 160 lits
d’hospitalisation répartis dans un seul et méme
batiment comportant 4 étages. Les patients et
le personnel soignant présentant une gastro-
entérite aigué ont fourni un échantillon de selles
le plus tét possible aprés le début des symp-
tbmes, afin de réaliser le diagnostic étiologique
de leur tableau clinique. Les échantillons ont été
envoyés au laboratoire de biologie clinique de
I’hopital concerné afin de réaliser une culture
bactérienne classique.

Pour chacun de ces échantillons, un aliquote
a été envoyé au laboratoire de Microbiologie
Clinique du CHU de Lieége afin de réaliser une
recherche de NoV. La détection et la quantifi-
cation des NoV des génogroupes |, Il et IV ont
été réalisées a l'aide d’'une RT-PCR quantita-
tive en temps réel «faite maison» (RT-qPCR)
(2). Par rapport aux méthodes commerciales
disponibles sur le marché, cette RT-PCR a les
avantages de détecter le génogroupe |V en plus
des génogroupes | et Il, de différencier les géno-
groupes | et IV du génogroupe Il, et de quanti-
fier la charge virale de NoV présente dans les
échantillons. Les NoV présents dans les échan-
tillons des deux étages concernés ont ensuite
été caractérisés par une méthode de séquen-
cage des produits d’amplification et la compa-
raison a une banque de données.

Les données cliniques et épidémiologiques
des patients hospitalisés dans les deux salles
ont étre collectées dans les dossiers médicaux.

RESULTATS

L’épidémie a concerné une salle de méde-
cine interne située au 1° étage, ainsi que les
deux salles de gériatrie de I'hépital, situées au
3éme étage. Vingt-cing patients hospitalisés (20
femmes et 5 hommes) et une aide-soignante
présentant des symptémes de gastro-entérite
aigué ont fourni chacun un échantillon de selles.

Tableau |. Symptomes présentés par les
26 patients ayant fourni un échantillon

Parmi les 25 patients, 15 étaient hospitalisés
au 1° et 10 au 3™ étage de I'hopital. L'age des
26 personnes s’étendait de 54 a 98 ans, avec
une moyenne de 74,5 ans. Leurs symptomes et
signes cliniques sont repris dans le Tableau I.

Les cultures bactériennes réalisées sur tous
les échantillons se sont avérées négatives. La
présence de NoV a été détectée chez 11 des 15
patients du 1°" et 5 des 10 du 3™ étage, ainsi
que chez I'aide-soignante, soit au total chez 17
(65,4 %) des 26 personnes prélevées. Toutes
les souches de NoV détectées appartenaient au
genogroupe |l.

La charge virale de NoV quantifiée chez les
16 patients hospitalisés par RT-qPCR variait
entre 5,7 x105 et 4,5 x106 copies génomiques
de NoV/ml. Chez laide-soignante, la charge
virale de NoV était de 399 copies génomiques/
ml (Tableau Il). Un séquencage complet a été
réalisé sur deux échantillons de patients en pro-
venance des deux salles, sélectionnés sur base
d’'une charge virale élevée. Une méme souche
NoV, du génotype Gll.4 variant 2010, a été mise
en évidence dans ces deux échantillons portant
les références CHU 4 et CHU 14, provenant
de patients hospitalisés respectivement au troi-
sieme et au premier étage.

Symptémes Ng::it;r:tge % patients
Diarrhée 26 100
Vomissements 7 27
Myalgies 4 15
Douleurs abdominales 6 23
Fiévre 7 27
Reférence NoV Gli Tableau II. Résultats
échantillon (copies/ml) de la quantification
CHU 2 2,4x10° de NoV en copies
CHU 4 3.6x10° génomiques/ml des
CHU 6 4.2x105 17 échantillons

’ de patients dans
CHUT* 399 lesquels la présence
CHU 8 3,3x108 de NoV
CHU 11 1,3 x106 a été détectée
CHU 14 45x106 |
CHU 16 2,6 x10°
CHU 17 55 x10%
CHU 18 1,6x108
CHU 19 9,1 x10%
CHU 20 8,9 x10°
CHU 21 1,6 x10°
CHU 22 57 x10%
CHU 23 34 x108
CHU 24 57 x10°
CHU 25 1,7 x108
* Aide-soignante

H g‘o Rev Med Liege 2019; 74 : 2 : 86-89
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Il est intéressant de retracer la chronologie de
I'épidémie de NoV. Celle-ci a débuté le 16 décembre
2011 au 3°™ étage, et s’est ensuite rapidement pro-
pagée aux patients du 1¢" étage (Figure 1). Un comité
exceptionnel d’hygiéne s’est tenu le 20 décembre,
et des mesures préventives basées sur les recom-
mandations de I'HICPAC («Healthcare Infection
Control Practices Advisory Committee», Etats-Unis)
publiées en été 2011 ont été mises en place afin
de limiter I'extension de I'épidémie (Tableau llI) (3).
Des patients, mais également des membres du per-
sonnel de I'hdpital, ont été infectés. Une aide-soi-
gnante qui travaillait dans les 2 étages a présenté
des signes de gastro-entérite aigué le 19 décembre.
Lépidémie s’est terminée le 28 décembre, pour
recommencer le 14 janvier. Seuls les patients de
la salle du 1°r étage ont été concernés lors de cette
seconde vague épidémique, qui a duré 16 jours.

DiscussSION

L’épidémie a eu lieu durant I'hiver 2011-2012. A
ce moment, la détection des NoV n’était ni deman-
dée, ni réalisée en routine, I'analyse se faisant
principalement par RT-PCR a I'aide de méthodes
colteuses et chronophages, disponibles dans les
gros laboratoires de type universitaire. Ces tests
de biologie moléculaire étaient inadaptés a la
réalisation au coup par coup d’analyses sur des
échantillons isolés. Les souches de NoV carac-
térisées lors de cette épidémie appartiennent au
génotype Gll.4, ce qui n'est pas surprenant étant
donné que ce génotype est responsable de la
maijorité des épidémies a NoV (1).

L’aide-soignante travaillait aux deux étages.
Elle a présenté une gastro-entérite aigué mi-
décembre, et a fourni un échantillon le 19

NoV

+ Renforcer 'hygiéne des mains

Eléments clés pour limiter la transmission des NoV lors d’une épidémie nosocomiale
« Identifier rapidement les cas suspects de GE a NoV,
informer I'Hygiéne hospitaliére et le laboratoire de Microbiologie
+ Prélever et envoyer rapidement les échantillons au laboratoire pour confirmer la présence de

« Enlindisponibilité d'un résultat de laboratoire rapide, utiliser les critéres de Kaplan

+  Appliquer les mesures additionnelles d’hygiéne (précautions de contact, gouttelettes si
nécessaire, isoler/cohorter les patients infectés)

* Nettoyer et désinfecter I'environnement a 'aide de produits actifs contre les NoV
+« Restreindre les deplacements des patients, et limiter les visites

+« Personnel essentiellement dédié a la salle ou a lieu I'épidémie

+  Eviction du personnel infecté durant 48h apreés la fin des symptémes



c128634
Texte tapé à la machine
87


EPIDEMIE NOSOCOMIALE A NOROVIRUS. EXPERIENCE HOSPITALIERE

décembre, dans lequel une faible charge virale
de NoV a été détectée. Cette faible quantité
de virus peut étre expliquée par le délai entre
le début des symptémes et I’échantillonnage.
Cette date correspond au moment auquel I'épi-
démie s’est propagée dans la salle du 1¢" étage.
Il est donc probable que cette personne soit a
I'origine de la transmission du virus d’'une salle
a l'autre. Pour le confirmer, 'obtention de la
séquence compléte de la souche de NoV identi-
fiée chez cette patiente aurait été nécessaire, ce
qui n’a pas pu étre réalisé en totalité.

Lorigine de I'épidémie n’a pas été élucidée.
Aucun des deux patients infectés en date du
16 décembre ne présentait de gastro-entérite
lors de son admission a I'hépital, et aucun cas
de diarrhée n’a été relevé chez les malades ou
chez le personnel dans les jours qui ont précédé
I'’épidémie. L’identification d’'une méme souche
de NoV indique qu’il s’agit de la méme épidémie
qui s’est étendue du troisieme au premier étage,
vraisemblablement suite aux mouvements du
personnel soignant commun vy travaillant.

Deux vagues ont été observées lors de cette
épidémie. Plusieurs hypothéses peuvent étre
émises afin d’expliquer la reprise de I'épidémie.
Comme l'excrétion des NoV par les personnes
ageées peut perdurer durant plusieurs semaines
apres la rémission des symptdmes, ces patients
peuvent transmettre le virus a d’autres patients.
Il est également envisageable, étant donné la
surcharge de travail engendrée par I'épidémie
pour le personnel d’entretien et la résistance des
NoV dans I’environnement, que des virions aient
persisté sur les surfaces contaminées, a l'origine
d’une transmission indirecte des NoV. Une autre
hypothese est l'infection d’'un patient par contact
direct (ou indirect) avec un visiteur infecté. Cette
deuxieme hypothése est d’autant plus soutenue
que la prévalence de NoV dans la population
générale était élevée a cette période de 'année.

Le nombre de patients atteints a diminué au
fil du temps, il est intéressant d‘observer une
diminution du nombre de cas a partir du 21
décembre, date a laquelle le comité d’hygiene
a mis en place les mesures visant a limiter la
transmission virale, et de constater que I'épidé-
mie fut relativement rapidement maitrisée.

CONCLUSION

Les NoV sont reconnus comme le principal
agent étiologique de gastro-entérites virales
aigués au niveau mondial. Les épidémies noso-
comiales a NoV ont un réel impact en termes de
santé publique, et peuvent engendrer des colts
considérables qui peuvent étre limités par un
diagnostic précoce et la mise en place rapide

des mesures préventives, essentielles pour limi-
ter lampleur des épidémies.

Comme nous avons pu le constater lors de
cette épidémie, la collaboration entre les diffé-
rents intervenants, que ce soit au niveau médical
et paramédical, I'équipe d’hygieéne hospitaliere
et le laboratoire de microbiologie, sans oublier
le personnel d’entretien, est essentielle afin de
limiter la propagation de I'épidémie. L’excré-
tion parfois prolongée des NoV aprés un épi-
sode infectieux est une notion importante dont
il conviendrait de tenir compte, en raison de son
impact sur la propagation des virus. Grace a une
meilleure connaissance des NoV et a une vigi-
lance accrue du personnel, ’'hépital n’a, a ce jour,
plus été confronté a une épidémie de ce type.

Il faut insister sur I'importance d’inclure la
recherche de NoV dans le diagnostic différen-
tiel d’'une épidémie de gastro-entérites aigués,
mais également devant un tableau de diarrhée
prolongée chez un patient fragilisé par un état
d’immunosuppression ou un adge avancé. Bien
que la méthode diagnostique de référence reste
la détection génomique du virus par RT-PCR
dans les matieres fécales, une détection des
antigénes viraux peut également étre réalisée
par une méthode immunologique rapide lorsque
le prélevement contient une charge élevée en
virus, comme c’est le cas lors des gastro-enté-
rites aigués. Dans le contexte d’épidémies de
gastro-entérites aigués, les performances de
ces tests en font une méthode de diagnostic
rapide et efficace pour la mise en place précoce
de mesures prophylactiques. Ce diagnostic étio-
logique devrait toutefois étre compléte, idéale-
ment, par un génotypage des souches.
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3. Etude de I'épidémiologie clinique et moléculaire
des norovirus au Burkina Faso

HUYNEN Pascale, MAUROY Axel, MARTIN Caroline, SAVAD OGO Léon Blaise,
BOREUX Raphaél, THIRY Etienne, MELIN Pierrette, DE MOL Patrick. Molecular
epidemiology of norovirus infections in symptomatic and asymptomatic
children from Bobo Dioulasso, Burkina Faso.

Journal of Clinical Virology, 2013, 58(3) :515-52 1

Les patients gériatriques hospitalisés étudiés dans le cadre de ce premier volet ne sont
évidemment pas représentatifs de la population en général, comprenant des sujets sains et
de tous ages. De plus, les souches de NoV mises en évidence lors des épidémies sont loin

d’étre le reflet de 'ensemble des souches circulant dans la population.

L'opportunité d’étudier les NoV en Afrique a ouvert un volet supplémentaire au second
objectif. Les caractéristiqgues des NoV indiquent gu'il est important d’étudier I'impact des NoV
chez les patients symptomatiques mais également chez les sujets sains, qui plus est dans
une partie du globe ou peu de données sont disponibles quant a la prévalence des NoV et la

caractérisation des souches circulantes.
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RESUME

Introduction
Les norovirus (NoV) sont la cause majeure de gastro-entérite au niveau mondial. Peu de
données épidémiologiques décrivant les souches de NoV circulantes sont actuellement

disponibles dans les pays d’'Afrique.

Objectifs
Déterminer la prévalence des NoV a Bobo Dioulasso (Burkina Faso) chez les patients

asymptomatiques et chez ceux présentant les symptdomes de gastro-entérite.

Matériel et méthodes

Des patients avec et sans troubles gastro-intestinaux ont été sélectionnés. Les données
clinigues et épidémiologiques, de méme que des échantillons de selles, ont été collectés de
mars ) avril 2011.

Une détection moléculaire (génogroupe et génotype) et une quantification virale ont été

réalisées sur tous les échantillons.

Résultats

La présence de NoV a été détectée dans 22.2% des 418 échantillons collectés (21,2% et
24.8% des 293 patients symptomatiques et des 125 patients asymptomatiques
respectivement).

La distribution des génogroupes était de 7.5%, 10.2% et 3.4% pour Gl, Gll et GlI/GII
respectivement parmi les patients symptomatiques, et de 12%, 11.2% et 1.6% for GlI, Gll et
GI/GlIl, respectivement, parmi les patients asymptomatiques. Les valeurs moyennes de
charge virales étaient plus élevées chez les patients symptomatiques que chez les patients
asymptomatiques pour Gl (p = 0.03) mais pas pour GlI.

L'analyse phylogénique a montré un haut degré de diversité de génotypes, aussi bien chez
les patients symptomatiques gu’asymptomatiques.

Une séquence recombinante GII.7/GIl.6 a été détectée, a notre connaissance, pour la

premiéere fois.

Conclusions

Cette étude a permis de donner une image a un moment donné de I'épidémiologie
moléculaire spécifique des souches de NoV circulant dans un pays représentatif d’Afrique de
I'Ouest, et a de plus montré que les patients asymptomatiques pourraient jouer un réle de

‘réservoir’ important.
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Un haut degré de diversité génétigue a été mis en évidence, avec une proportion
étonnamment élevée de NoV Gl en comparaison avec les génotypes habituellement

rapportés dans des études épidémiologiques similaires.

92



Journal of Clinical Virology 58 (2013) 515-521

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Clinical Virology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jcv

Molecular epidemiology of norovirus infections in symptomatic and
asymptomatic children from Bobo Dioulasso, Burkina Faso

4 =
@ CrossMark

Pascale Huynen®*!, Axel Mauroy”!, Caroline Martin¢, Léon G. Blaise Savadogo ¢,
Raphael Boreux?, Etienne ThiryP, Pierrette Melin?, Patrick De Mol?

3 Medical Microbiology Department, University Hospital of Liége, Liége, Belgium

b Veterinary Virology and Animal Viral Disease, Department of Infectious and Parasitc Diseases, Faculty of Veterinary Medicine, University of Liége, Liége,
Belgium

¢ Pasteur Institute of Bangui, Bangui, Central African Republic

d polytechnic University of Bobo Dioulasso, Superior Institute of Health Sciences, Bobo Dioulasso, Burkina Faso

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 21 February 2013

Received in revised form 7 August 2013
Accepted 16 August 2013

Background: Noroviruses (NoV) are a leading cause of gastroenteritis worldwide. Few epidemiological
data regarding the NoV strains circulating in African countries are available.

Objectives: To determine the prevalence of NoV in Bobo Dioulasso (Burkina Faso) in both symptomatic
and asymptomatic gastroenteritis patients.

Study design: Patients both with and without gastro-intestinal disorders were selected. Clinical and

Keywo_rds-' epidemiological data, as well as stool samples, were collected through March to April 2011.

gz;z‘:;;uisng NoV molecular detection (genogrouping and genotyping) and viral load quantification were also per-
Human formed for all samples.

Africa Results: NoV were detected in 22.2% of the 418 collected stool samples (21.2% and 24.8% from the 293
Epidemiology symptomatic patients (SP) and the 125 asymptomatic patients (ASP) respectively).

Genogroup (G) distribution was 7.5%, 10.2% and 3.4% for GI, GII and both GI/GII respectively among SP
and 12.0%, 11.2% and 1.6% for GI, GII and both GI/GII, respectively, among ASP.

Average viral load values were higher in SP than in ASP for GI (p=0.03) but not for GIIL.

Phylogenic analysis showed a high degree of genotype diversity in SP and ASP. One recombinant
GIL.7/GIL6 sequence was, to the best of our knowledge, detected for the first time.
Conclusions: This study enabled identification of the specific molecular epidemiology of NoV strains cir-
culating in a representative country in Eastern Africa, and additionally showed that ASP could play an
important “reservoir” role. A high strain diversity was detected with a surprisingly high proportion of
NoV GI compared to the common genotypes usually reported in comparable epidemiological studies.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Background

In developing countries, diarrheal diseases are a major cause
of morbidity and mortality, causing more than 1 billion cases of
diarrhoea and with 2.5 million deaths occurring in children under
5years-old between 2000 and 2003 [1]. Epidemiological studies
carried out in a range of (mostly industrialised) countries have
highlighted Noroviruses (NoV) as the leading non-bacterial agent
of gastroenteritis outbreaks in both children and adults, and as an

* Corresponding author at: Medical Microbiology Department, University Hospi-
tal of Liege, Sart Tilman, B23, B-4000 Liege, Belgium. Tel.: +32 4 366 24 39;
fax: +32 4 366 24 40.
E-mail address: P.Huynen@chu.ulg.ac.be (P. Huynen).
T The two authors contributed equally to this work.

1386-6532/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2013.08.013

important cause of sporadic gastroenteritis [2]. NoV are single-
stranded RNA, non-enveloped viruses belonging to the family
Caliciviridae, genus Norovirus. The genus Norovirus has been sepa-
rated into five genogroups (Gl to GV) on the basis of genetic analysis.
Genogroups [, Il and IV include strains that infect humans [3]. Each
genogroup is further divided into several genotypes that in turn
comprise several variants, reflecting the high genetic diversity of
NoV driven by quick viral evolution (mutations, recombination)
typical of such RNA viruses.

NoV are transmitted through the faecal-oral route, either by
direct person-to-person spread or indirect transmission routes.
The clinical course is characterised by short incubation period
(12-48h), acute-onset vomiting, watery non-bloody diarrhoea
with abdominal cramps, fever and nausea [4]. Recovery is usually
complete after 2 or 3 days. However, more prolonged courses of
illness and virus shedding can occur, particularly among young
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Table 1
Results for molecular detection of noroviruses in symptomatic/asymptomatic populations from different African countries.
Country Sampled population (number Enteric symptomatology Percentage of positive samples Note Reference
of included patients) (S*/ASP)
Cameroon 5-15y (54) AS 29.6 GL3,Gll4,8,17 [23]
Libya <5y (239) S 15.5 [24]
Tanzania <5y (280) S 13.7 [25]
South Africa <2y (252) S 14.3 [26]
Botswana Children (100) S/AS 24 S:22%; AS:31% [18]
Egypt <18y (169) S 26 GIL4> [12]
Tunisia <12y (788) S 16.2 GIL.4 > GlL.2, 4, GIL1, 4, [27]
Children (632) S 17.4 14,b/2,b/3 [28]
Ghana <11y (367) S/AS 7 GII>>GI [29]
Children (367) S/AS 10 [19]
Children (82) S 15.9 GII>»>GI [30]
Madagascar Children (237) S 6 GII>>GI(.1, 3,4) [31]
Malawi <5y (398) S 6.5 [32]

G: genogroup.
2 Symptomatic.
b Asymptomatic.

children, elderly and immunocompromised [5] patients. In these
specific populations, increased morbidity and mortality has been
demonstrated [6-8].

Currently, diagnosis of NoV infection mainly relies on the detec-
tion of viral RNA sequences in the stools of affected persons, by
means of RT-PCR assays. Commercial ELISA detecting NoV antigens
are very specific tests, but currently exhibit inadequate sensitivity
[9,10] to be useful for the diagnosis of sporadic cases.

Many studies describe molecular NoV epidemiology world-
wide. However, few data are available about the specific NoV
strains circulating in African countries. Up until now, NoV have
been molecularly detected in (usually children’s) stool samples
from both symptomatic and asymptomatic populations from some
African countries, with detection rates ranging from 6% to 29.6%.
Moreover, studies including non-diarrhoeic patients were very rare
(Table 1). When genotyping was performed, the large majority
of these studies identified a higher prevalence of GII NoV. How-
ever, NoV from both genogroups were also detected in urban and
rural river waters as well as in sewage waters from some African
countries (namely Ghana, Kenya, Tunisia and Egypt) [11-14]. No
epidemiological study has previously been performed in the Sahe-
lian region.

2. Objectives

The aims of this study were: (1) to clarify the molecular preva-
lence of NoV in both rural and urban areas of Bobo-Dioulasso
(Burkina Faso’s second city), in children both exhibiting and not
exhibiting gastro-enteritis symptoms; (2) to quantify the viral load
excreted; and (3) to perform genotyping of the circulating strains.

3. Study design
3.1. Sampled population

To be included in the study patients had to meet the fol-
lowing inclusion criteria: children, either (a) with diarrhoea or

Table 2
Primers and probes used for NoV detection by real time RT-PCR.

liquid stool samples, or (b) without gastro-intestinal disorder for
at least 15 days before the sampling. One stool per patient was
collected.

Patients (n=418) were recruited from across Bobo-Dioulasso,
Burkina Faso, over an 8 week period (March-April 2011). Samp-
ling was initially performed during medical consultations in one of
the four health care centres (Accart-Ville, Colsama, Colma and D).
However, footfall was low at the Care Centres, and as a result there
were not enough samples collected (n=4). The remaining speci-
mens were collected during a campaign against child malnutrition
in two areas of Bobo-Dioulasso (Belleville and Colsama) (n=231),
and during medical consultations in private homes organised for
this survey (n=183).

3.2. (Clinical and epidemiological data

A case report form gathering clinical and general information
was filled in by each study participant or his/her parents before
sampling. This case report form included personal data and usual
gastro-intestinal and/or general symptoms observed during the
previous 2 weeks, and aimed to differentiate symptomatic from
asymptomatic patients.

3.3. Sample treatment and analysis

One gram of stool sample was 10-fold diluted in a PBS-azide
0.01% solution and centrifuged (3000 rpm - 5 min). The supernatant
was transferred into new tubes for storage at 4 °C until their trans-
port to Belgium. The specimens were transported to Belgium at
room temperature.

Molecular detection of NoV in stool samples was performed in
the Medical Microbiology Department of the University of Liége,
Belgium. The RNA was automatically extracted on a Maxwell
instrument (Promega, Leiden, The Netherlands) using the 16 Cell
LEV Total RNA Purification Kit (Promega, Leiden, The Netherlands),
following manufacturer instructions. The extracted RNA was

Primers/probes Sequence (5'-3") Polarity Final conc. Fluorophore (5')
NoV GI/IV

QNIF4 CGCTGGATGCGNTTCCAT + 500 NM

NV1LCR CCTTAGACGCCATCATCATTTAC - 900 nM

NVGG1p TGGACAGGAGAYCGCRATCT + 100nM 6-FAM
NoV GII

QNIF2 ATGTTCAGRTGGATGAGRTTCTCWGA + 500 nM

COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA - 900 nM

QNIFS AGCACGTGGGAGGGCGATCG + 100nM JOE
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Table 3 Table 4
Epidemiological data for the 293 symptomatic and 125 asymptomatic patients. Frequency of reported symptoms in the 293 symptomatic patients.
Symptomatic ~ Asymptomatic  Proportion of Symptoms N %
symptomatic patients Diarrhoea 293 100
Age Abdominal pain 126 43
0-6m 24 3 0.89 Fever 87 30
7-12m 75 13 0.85 Vomits 64 22
13-36m 116 45 0.72 Muscular pain 49 17
3-5y 65 62 0.51 Shiver 39 13
6-10y 13 2 0.87
Sex
Male 137 53 0.72 A 187 N=g2
Female 156 72 0.68 16 -
172}
Place © 14 -
Q.
Colsarpa 86 44 0.66 £ 12 -
Belleville 142 81 0.63 ©
Accart Ville 28 0 1 o 10 - mGl/IvV
C(zlma 33 0 1 ; 8 - mGll
Do 4 0 1 B
o g - HGI/IV and GlI
Source of water =
Tap water 263 96 0.73 3 4
Drilling 10 5 0.67 & 5
Well 6 1 0.85
Unknown 14 23 0.38 0 -
Number of habitants/house Premml - JEiin - E5:0am B0y erdly
Mean (min-max) 5.9 (2-20) 6.3 (2-24)
B 2. N=31
g 20 -
diluted into 50 pl nuclease free water and stored at —80°C until g-
RT-PCR. & 157 mGl/Iv
To detect NoV, RNA was submitted to real-Time RT-PCR accord- o
ing to the methodology outlined by Stals et al., 2009. Briefly, it & 49 4 =Gl
was carried out in a 20 wl reaction mix containing 5 .l of tem- § EGI/IVand GlI
plate RNA, 6.25pul of Tagman® Fast Virus 1-Step Master Mix 5 5
(Qiagen, Hilden, Germany) containing a ROX fluorophore used 2
as passive reference, 1wl of each primer and probe (sequences
and concentrations in Table 2), and 2.5 .l of CY5 Inhibition Con- 0
0-6m 7-12m 13-35m 3-S5y 6-10y

trol. The use of two different labelled probes, targeting conserved
ORF1-ORF2 junction regions, allows discrimination of GI and GIV
from GII in one single reaction. Positive internal controls were
used in each reaction and consisted of plasmids containing a
100 bp amplicon for GI and a 110 bp amplicon for GII covering the
primers-probe binding sites purchased by Genscript® (Piscataway,
NJ 08854, USA). The multiplex real time RT-PCR was performed
on a Lightcycler FAST7500® instrument (Applied BioSystem, Foster
City, CA, USA) under the following cycle conditions: first (reverse
transcription) at 50°C for 5min; then (initial denaturation and
Taq activation) at 95°C for 20s; before 50cycles of a denatu-
ration step at 95°C for 30s and an extension step at 60°C for
30s.

Viral load was estimated by a quantification using recombinant
GI and GII plasmids with known DNA concentrations, successively
diluted 10-fold with the aim of obtaining a standard curve by single-
plex real-time RT-PCR. The viral load was automatically calculated
using the equation of linear regression.

Table 5

Fig. 1. Repartition of the NoV genogroups detected by real time RT-PCR among
different age categories in symptomatic (A) and asymptomatic (B) patients from
Bobo Dioulasso, Burkina Faso.

3.4. Norovirus genotyping and bioinformatic analysis

Some NoV positive samples were molecularly characterised
(samples giving a Ct value below an arbitrarily selected cut-off
of 26). Briefly, RNA was first reverse transcribed with the iScript
cDNA synthesis kit (Biorad, Hercules, CA, USA) and submitted to
different PCR reactions using Taqg DNA polymerase (Invitrogen,
Merelbeke, Belgium), targeting both the polymerase (pol) region
(ORF1) and the overlapping region between ORF1 and the start of
the capsid (cap) region (ORF2). The pol region was amplified with
primer pair JV12y-]JV13i (ATACCACTATGATGCAGAYTA; TCATCAT-
CACCATAGAAIGAG; [15]) and the overlapping region was amplified
with the JV12y-GIISKR (CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT; [16]) using

Results of norovirus detection and genogrouping by real time RT-PCR in stool samples from symptomatic and asymptomatic patients from Bobo Dioulasso, Burkina Faso.

Patients NoV detection Genogrouping

Total Negative Positive GI/IV GII Mixed

N N % N % N % N % N %
Symptomatic 293 231 79 62 21 22 8 30 10 10 3
Asymptomatic 125 94 75 31 25 15 12 14 11 2 2
Total 418 325 78 93 22 37 9 44 11 12 3
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Fig. 2. Neighbour-joining phylogenetic tree based on a partial RNA-
dependent RNA polymerase coding region (178nt) of 20 norovirus strains
(framed) detected during the study in Bobo-Dioulasso, Burkina Faso,
and human reference strains. The scale bar represents the phylogenetic
distance expressed as expected nucleotide substitutions per site. Boot-
strap values (1000 replicates) are shown. Accession numbers in GenBank:
KF434302 (C21), KF434303 (C67), KF434304 (T137), KF434305 (T209),

a melting temperature of 48 °C and 46 °C, respectively, for the two
pairs.

PCR were then submitted to gel electrophoresis. Putative pos-
itive amplicons were excised from the gel, purified with the
Qiaquick gel extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany), then either
first cloned into pTOPO-XL vector (Invitrogen, Paisley, UK) or
directly sequenced with the BigDye terminator kit version 3.1
(AppliedBiosystem, Foster City, CA, USA) and resolved with an ABI
3730 automatic capillary sequencer (AppliedBiosystem, Foster City,
CA, USA). Nucleotidic sequences were analysed with the BioEdit
Sequence Editor software (version 7.0). Nucleotidic similarity with
the NCBI genetic database was assessed using the BLAST tool
(available at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Phylo-
genetic inference was performed with the MEGA version 4
software package [17]. Phylogenetic trees were constructed by
the neighbour-joining method with the Kimura 2-parameter +y
distribution as substitution model, and including the refer-
ence sequences available on the Norovirus Genotyping Tool
Version 1.0 (http://www.rivm.nl/norovirus/typingtool). The con-
fidence values of the internal nodes were calculated by
performing 1000 bootstrap replicates values. Genetic recombi-
nation was analysed using a sliding-window (200bp) genetic
diversity plot (Simplot software version 3.5.1 available at
http://sray.med.som.jhmi.edu/SCRoftware).

3.5. Statistical analysis

A Student’s t-test was applied to log viral loads to compare the
results obtained in the two patient groups, using the Statistica soft-
ware (version 9).

4. Results
4.1. Clinical and epidemiological data

Clinical and epidemiological data are given in Tables 3 and 4.
The selected patients were children younger than 11 years in both
symptomatic and asymptomatic categories.

4.2. Molecular diagnosis of norovirus infection and genogrouping

Results of NoV detection and genogrouping by real time RT-PCR
are given in Table 5. Of the 418 samples, a similar NoV preva-
lence was found in both symptomatic and asymptomatic patients.
Indeed, NoV were detected in 22.2% of all samples, with 21.2% and
24.8% of positive results in pathological and nonpathological sam-
ples respectively.

The apparent molecular prevalence of the different genogroups
was 7.5% for GI/IV, 10.2% for GII and 3.4% for both GI/IV and GII
among samples of symptomatic patients, and was 12.0% for GI/IV,
11.2% for GII and 1.6% for both GI/IV and GII among samples of
asymptomatic patients. The average age of patients positive for
NoV infection was 2.1 years old and 2.6 years old in symptomatic
and asymptomatic patients respectively. No NoV were detected in
any samples from asymptomatic patients older than 5 years, while
NoV were detected in samples from symptomatic patients of all
age groups. The distribution of genogroups depending of the age of
symptomatic/asymptomatic patients is represented in Fig. 1.

Mean viral loads were estimated for viruses from each
genogroup. In pathological samples, a mean viral loads value of

KF434306 (80), KF434307 (C14), KF434308 (C56), KF434309 (C70), KF434310
(C114), KF434311 (C242), KF434312 (T19), KF434313 (T21), KF434314 (T26),
KF434315 (T40), KF434316 (T42), KF434317 (T180); accession numbers for refer-
ence strains available upon request.
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3.15 x 108 and 1.53 x 10° genomic copies/ml were found for viruses
from genogroups I/IV and II respectively. In nonpathological sam-
ples, a mean viral loads value of 1.91 x 10° and 8.91 x 10° genomic
copies/ml were found for viruses from genogroups I/IV and II
respectively.

Statistical analysis (Student’s t-test) showed a significant differ-
ence between the average log of viral loads for NoV GI/IV between
the groups of patients with and without diarrhoea, with a p value
of 0.03. For GII excreted viral loads, no statistically significant
difference was shown between symptomatic and asymptomatic
patients.

4.3. Genotyping

Twenty-seven samples (16 from symptomatic and 11 from
asymptomatic patients) showed a Ct value below 26, and these
were subjected to conventional RT-PCR. Among them, 19 gave
amplicon with the JV12y-JV13i primer pair and 3 gave ampli-
con with the JV12y-GIISKR primer pair. After purification, these
fragments were cloned into pTOPO-XL. Sequencing reactions per-
formed on pol amplicons allowed the identification of strains
phylogenetically related to those belonging to GL.b (clustering
closed from GI.2), GL.d (clustering closed from GI.3), GI.7, GIl.g and
Glle (clustering closed from GII.4 and GII.12), GII.2, GIL.7 and GII.8
(Fig. 2). Among the JV12y-GIISKR amplicons, two were phylogeneti-
cally related to GI.3 (Hu/T40/2011/BF) and GII.4 (Hu/T137/2011/BF)
in their cap region. They were, respectively, phylogenetically
related to GLd and GllLe in their pol region (Fig. 3). The latter,
Hu/T209/2011/BF, was phylogenetically related to GIL6 in its cap
region. As its pol region was closed from GIL.7, Hu/T209/2011/BF
was identified as a recombinant strain and the recombination
breakpoint was located within the ORF1-ORF2 overlapping region
(Fig. 4). The entire sequence of Hu/T137/BF was determined to
be more phylogenetically related to the Sydney 2012 variant than
to other GII.4 variants (New Orleans 2009, 2006a, 2006b, Hunter,
Sakai, Farmington Hill, Grimsby, Camberwell, Lordsdale) by dif-
ferent methods (blast, pairwise distance and phylogeny; data not
shown).

100

50 1

45 1
40 - masymptomatic

osymptomatic
35 4

30
25 -
20 |

% of samples

15 A

Halanal

Gld Glb GL7 GlIl.8 Gll.g Gll.2 Clle

Fig. 3. Distribution of NoV genotypes in stool samples of 12 symptomatic and 7
asymptomatic patients from Bobo Dioulasso, Burkina Faso obtained from PCR per-
formed on the polymerase region.

5. Discussion

Diarrhoeal diseases remain an important cause of morbidity
and mortality in developing countries. In many African countries
molecular diagnostic methods for viral gastro-enteritis are difficult
to access, and consequently few epidemiological data are available
on either viral gastro-enteritis in general, or those due to NoV in
particular.

This study has highlighted a high molecular prevalence of NoV
in collected samples. Indeed, NoV have been detected in 21% and
25% of pathologic and non-pathologic samples respectively.

The apparent molecular prevalence of NoV in Burkina Faso is
close to the results obtained in other studies performed in Africa
[18,19]. The low level of hygiene and sanitation in these regions,
together with low access to potable water, should facilitate the
spread of NoV strains.

From statistics performed on the Ct values and the inferred
genomic copies, their correlation to symptoms of gastro-enteritis
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Fig.4. Sliding window nucleotide identity plot of a partial coding region for the RNA-dependent RNA polymerase (3’ end of open reading frame 1) and the 5’ extremity of ORF2
coding the single capsid protein of the Hu/NV/T209/11/BF genome (GenBank accession number: KF434305), compared with GIL.6 (Hu/NV/SU16/97/JP, GenBank accession
number: AB039778) and GIL.7 (Hu/NV/SU4/96/JP, GenBank accession number: AB020556) reference strains. Analysis performed with the Simplot software. Nucleotide

positions are reported on the X-axis and percent similarity on Y-axis.
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with GII with GII NoV appears to be poor at times while, as expected,
higher Ct values were found in asymptomatic patients for GI NoV.

Considering the distribution of the detected NoV sequences
across different age groups (Fig. 1), children under 5 years-old could
representa “reservoir” for continuing excretion of the different NoV
strains, and in particular the asymptomatic ones. As no adult sam-
ples were analysed, in particular from elderly populations (known
to excrete NoV during prolonged periods after infection [20]), the
epidemiological role of this age class should be studied in the geo-
graphical study area, as well as in other African and developing
countries.

For genotyping, only samples giving a Ct value higher than
26 were arbitrarily selected. Following sequencing and phyloge-
netic analysis, a high degree of genotypes diversity was found in
both symptomatic and asymptomatic patients (Figs. 2 and 3). Sur-
prisingly, very few Gll.4-related strains were detected during this
study. If a lack of sensitivity of the primer pairs used cannot be
avoided regarding the currently circulating GIL.4 strains, another
explanation could also be proposed: either a consistent differ-
ence in NoV epidemiology might be found between developed and
developing countries, or these strains could be more associated
with outbreaks in closed communities and populations (as regu-
larly reported in studies from Europe and North America). More
epidemiological studies are needed to clarify or confirm this differ-
ence in African countries.

According to the Simplot analysis and to the current con-
cepts of genetic classification in the genus Norovirus, the strain
Hu/NV/T209/2011/BF was identified as arecombinant strain and, to
the best of our knowledge, represents the first report of a GI1.7/GIL.6
recombinant strain. As expected in most recombinant NoV strains
[21,22], the recombination breakpoint was located in the ORF1-
ORF2 overlapping region. Interestingly, and despite the relatively
high number of detected co-infections, no intergenogroup recom-
binant strain could be shown here.

6. Conclusion

This study has enabled clarification of the molecular epi-
demiology of NoV strains circulating among symptomatic and
asymptomatic inhabitants from Bobo Dioulasso, Burkina Faso.
Asymptomatic children less than 5 years could play an important
role as virus “reservoir” for NoV infections. It has also highlighted
that even if GII strains — and more precisely those belonging to
GII.4 - are at present typically detected in clinical symptomatology
associated with NoV infections worldwide, GI strains are excreted
in equal to higher proportion in the environment. The origin of this
epidemiologic feature (i.e. higher rates of clinical disease caused by
GlII, but higher prevalence of asymptomatic carriers of GI), even if
partially explained by differences in (a) genetic sensitivity of the
population, and (b) at the levels of immunity and viral evolution, is
still to be solved.
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4. Etude des infections a norovirus chez les
patients transplantés rénaux

HUYNEN Pascale, MAUROY Axel, WEEKERS Laurent, BONVO ISIN
Catherine, THIRY Etienne, DE MOL Patrick, MELIN Pie rrette. Prevalence of
norovirus infection and prolonged shedding in symptomatic and
asymptomatic kidney transplant patients in a Belgian Hospital: a
prospective study.

Article soumis pour publication

Apres avoir défini ces deux collectivités choisies pour étudier les NoV lors d’'une épidémie, et
dans une population en général, il manquait cependant un troisieme volet au second objectif.
Volet sans aucun doute le plus important pour un hopital universitaire ou plus de 2000
patients ont bénéficié a ce jour d’une greffe d’'organe : étudier les NoV chez cette catégorie
particuliere de patients immunocompromis et en particulier chez les patients greffés rénaux.

En collaboration avec le Service de Néphrologie du CHU de Liége, la prévalence des NoV

chez les patients greffés rénaux a été investiguée.
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RESUME

Introduction
Les norovirus (NoV) représentent une cause majeure de gastro-entérites au niveau mondial.
De plus, ils sont reconnus comme agent potentiellement causal de symptémes gastro-

intestinaux prolongés chez les patients immunocompromis.

Objectifs

Nous avons mené une étude prospective afin de déterminer la prévalence des infections a
NoV et la durée dexcrétion des NoV chez les patients transplantés rénaux du Centre
Hospitalier Universitaire de Liége (Belgique) présentant ou non des symptémes gastro-
intestinaux, et pour observer [I'éventuel impact dune réduction des traitements

immunosuppresseurs sur les symptémes.

Matériel et méthodes

Au total, 117 patients transplantés rénaux ont été inclus dans cette étude d'avril 2010 a
février 2014 : 79 patients présentant des symptdomes gastro-intestinaux et 38 patients
asymptomatiques. La détection moléculaire et la quantification de la charge virale de NoV
ont été réalisées sur tous les échantillons. Tous les patients chez qui la présence de NoV a
été mise en évidence ont été sollicités pour fournir de nouveaux échantillons de selles afin

de suivre I'excrétion de NoV dans le temps.

Résultats

La présence de NoV a été détectée chez 16,2% des patients : 19% symptomatiques et
10,5% des patients asymptomatiques. Une durée d’excrétion variant entre 9 jours et au
moins 8 mois a été documentée.

Lors de la réduction du traitement immunosuppresseur, une diminution des charges virales
de NoV a été observée dans les deux groupes de patients, de méme qu’une amélioration

des symptémes chez les patients symptomatiques.

Conclusion

Les NoV représentent un entéropathogéne viral important chez les patients transplantés,
gu’ils présentent ou non une symptomatologie gastro-intestinale. Nous avons mis en
évidence une excrétion prolongée de NoV chez les patients transplantés rénaux avec et
sans symptébmes gastro-intestinaux, et un impact positif de la réduction du traitement

immunosuppresseur sur la symptomatologie.
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ABSTRACT

Background. Noroviruses (NoV) are a leading cause of gastroenteritis worldwide. Moreover,
they are recognized as a putative causative agent of prolonged gastrointestinal symptoms

(GIS) in immunosuppressed patients.

Objectives. We conducted a prospective study to determine the prevalence of NoV infection
and the duration of NoV excretion in kidney transplants patients of a Belgian University
Hospital presenting or not gastrointestinal disorders, and to observe the putative impact of a

reduction in immunosuppressive therapeutics on GIS and on NoV shedding.

Material and methods. A total of 117 kidney transplant patients were enrolled in this study
from April 2010 to February 2014: 79 and 38 patients with or without GIS, respectively. NoV
molecular detection and viral load quantification were performed on all specimens. All the
patients detected positive for NoV were proposed to provide new specimens with the aim of

following the NoV excretion.

Results. NoV were detected in 16.2% of the patients (19.0% and 10.5% from the 79
symptomatic and the 38 asymptomatic patients respectively). A NoV excretion ranging from
9 days to more than 8 months was documented.

When reduction of immunosuppressive treatment was applied, a decrease in NoV viral loads
was observed in both patient groups, as well as improvement of the symptoms in

symptomatic patients.

Conclusions. NoV is an important viral enteric pathogen identified in transplant patients
presenting or not GIS. We highlighted a prolonged NoV excretion in kidney transplants
patients with and without GIS, and a positive impact of a reduction in immunosuppressive

treatment on the symptoms.
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INTRODUCTION

Norovirus (NoV) were first described in 1972 after a gastroenteritis outbreak in Norwalk, Ohio
(16). They are non enveloped, single stranded viruses, belonging to Caliciviridae family (10).
NoV genome is organized in three open reading frames (ORF) and subdivided into 7
genogroups (G), based on the sequence diversity of VP1 capsid protein. The genogroups I, Il
and IV contain NoV human strains. Moreover, each genogroup contains several genotypes,
and each genotype can contain several variants (20).

The GII genotype 4 (Gll.4) strains are associated with most of worldwide viral gastro-enteritis
outbreaks. New GII.4 variants strains occur every two to four years (31).

Transmission occurs by fecal-oral route, mainly person to person but also by indirect contact
through contaminated surfaces, water or food. They are highly contagious. NoV are
characterized by a high stability in the environment, resist well to numerous inactivation
methods (22) (18), and can be excreted during a long time after the acute phase of the
infection (2, 23): a high risk for originating outbreaks.

After a short incubation period (12 to 72 hours), symptoms consist in acute gastro-enteritis
(1). Dehydration is the most frequent complication. Most of persons recover quickly, within 2
or 3 days. But in immunocompromised patients, duration of the symptoms can be longer,
with increased risk for developing severe NoV infections and prolonged or chronic diarrhoea
(3,4, 8,10, 12, 26).

Despite recent improvements, human NoV are not yet routinely grown in cell culture (15).
Field diagnosis of NoV infection consists in antigen detection or molecular diagnosis
methods on stools (36). Molecular diagnosis methods are considered as the reference
method (5, 27).

There is no curative treatment against NoV (5). Treatment is therefore only supportive (6,
25). In transplanted patients, a reduction in immunosuppressive treatment (IT) is often

needed to control successfully NoV infection (4).

OBJECTIVES

The first study objective was to evaluate the role of NoV in digestive disorders occurring in
kidney transplanted patients (KTP), by following prospectively by molecular detection assays
the NoV excretion in symptomatic and asymptomatic KTP.

Our next aim was to study the impact of IT in NoV infection and on associated gastro-
intestinal symptoms, by recording the presence and types of symptoms in infected patients
and any change in IT.

The last objective was to evaluate if some blood groups would be a risk factor correlated with

a higher prevalence of NoV.
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MATERIAL AND METHODS

Sampled population. The analysis spanned a 46-month period from April 29, 2010 until
February 13, 2014. The patients enrolled in this study were selected according to the
following criteria: adult KTP (=18 years old) clinically followed in the Nephrology Department
of the University Hospital of Liege, a Belgian 900-bed clinical hospital.

Patients were divided in two categories: patients with gastro-intestinal disorders (including
diarrhoea, nausea, vomits or abdominal pains) (SP) and patients without gastro-intestinal
disorders since at least 15 days before the sampling (AP).

All the patients presenting NoV positive detection on their first fecal specimen were proposed
to provide new stool specimens in the following months with the aim of following the duration

of NoV excretion and the evolution of the viral loads.

Specimen processing and analysis.  Feces specimen was ten-fold diluted in a PBS—azide
0.01% solution and centrifuged. The supernatant was stored at 4C.

Molecular detection and viral loads quantification of NoV GI/1Il/IV were performed using an in-
house multiplex real-time reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-
PCR) assay (14, 30). Briefly, the RNA was extracted on a Maxwell instrument (Promega,
Leiden, The Netherlands) using the 16-Cell-LEV-Total-RNA Purification Kit (Promega)
following manufacturer instructions, then diluted into 50ul nuclease-free water, and stored at
-80C. Quantitative RT-PCR was carried out in a rea ction-mix containing template RNA,
Tagman®Fast-Virus 1-Step-Master-Mix (Qiagen, Hilden, Germany) with a ROX fluorophore
used as passive reference, primers, probes and CY5 Inhibition Control, and performed on a
Light cycler FAST®7500 instrument (Applied BioSystem, Foster City, CA, USA). The use of
two different labelled probes, targeting conserved ORF1-ORF2 junction regions, allows
discrimination of GI/GIV from GlII in one single reaction. Positive internal controls were used
in each reaction and consisted of plasmids containing a 100bp amplicon for Gl and a 110bp
amplicon for GIl covering the primers-probe binding sites purchased by Genscript®
(Piscataway, USA).

Viral load was quantified using recombinant Gl and GII plasmids with determined DNA
concentrations, successively 10-fold diluted to obtain a standard curve by singleplex RT-

PCR, and automatically calculated by linear regression.

Norovirus genotyping. RNA was reverse transcribed with the iScript-cDNA synthesis kit
(Biorad, Hercules, USA) and submitted to different PCR reactions using Tag-DNA
polymerase (Invitrogen, Merelbeke, Belgium), targeting both polymerase region and the

overlapping ORF1-ORF2 junction regions. The polymerase region and the overlapping
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region were amplified respectively with primer pairs JV12y-JV13i (19) and JV12y-GIISKR
(35), using a melting temperature of 48C and 46 respectively for the two primer pairs.

PCR were submitted to gel electrophoresis. Putative positive amplicons were excised from
the gel, purified with the Qiaquick-gel extraction kit (Qiagen), then either first cloned into
pTOPO-XL-vector (Invitrogen, Paisley, UK) or directly sequenced with the BigDye-terminator
kit version 3.1 (Applied Biosystem) and resolved with an ABI®3730 capillary sequencer
(Applied Biosystem). Nucleotides sequences were analysed with the Bio Edit-Sequence-
Editor software (version 7.0). Nucleotides similarity with the NCBI genetic database was
assessed using the BLAST-tool (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi). Phylogenetic
inference was performed with the MEGA-version6 software package (33). Phylogenetic tree
was constructed by the maximum likelihood method with the General Time Reversible + y-
distribution + invariant sites as substitution model, and including the reference sequences
available on the Norovirus-Genotyping-Tool Version 1.0

(http://www.rivm.nl/norovirus/typingtool).

Detection of bacteria and parasites. A culture for enteric pathogens was performed on
diarrheic specimens following standard fecal bacterial culture methods if the referencing
physician requested it. In addition, the detection of toxigenic Clostridium difficile was
performed using the chemiluminescence immunoassay LIAISON®XL (DiaSorin, Saluggia,
Italy) and the Xpert®C.difficile molecular test, with the GeneXpert® (Cepheid, Sunnyvale,
USA) automate.

For detection of Giardia lamblia, both microscopic examination and antigen detection using

the RIDA®SCREEN enzyme immunoassay (R-Biopharm, Darmstadt, Germany) were used.

Clinical and demographic data. A case report form gathering symptoms and general
information was filled in by each patient participating in this study at time of inclusion,
including personal data and gastro-intestinal and/or general symptoms observed during the
previous 2 weeks, to differentiate SP from AP.

For each patient, epidemiological and medical data were collected, including results for other
enteric pathogens during the 15 days preceding the specimen collection. The IT was

recorded for each patient, including the modifications of doses.

Statistical analysis. Results are presented as means and standard deviation or as medians
and quartiles (Q1 and Q3) for continuous variables and as frequency table for categorical
variables. Comparisons between the symptomatic and asymptomatic groups were done by
Student-t test or chi-square test. Some parameters were log transformed to normalize the
distribution. The logistic regression was used to study the relation between the presence of

NoV and respectively, age, gender, delay from transplant, blood group, adjusting for the
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group. Results were considered significant at the 5% critical level (p<0.05). Analyses were

done in SAS version 9.1.

RESULTS

Molecular diagnosis of norovirus and genogrouping. A total of 117 KTP were enrolled in
this study, 79 SP and 38 AP at the time of the first sampling, providing a total of 115 stool
specimens from SP and 51 from AP respectively (1 to 5 specimens per patient). NoV were
detected in 33 (19.9%) of the 166 collected stool specimens.

Detailed results of NoV detection, genogrouping and quantification in SP and AP are given in
Table I. NoV were identified in 15 (19.0%) SP and 4 (10.5%) AP. NoV genogrouping
highlighted a higher rate of NoV GlII than NoV GI/IV, with 93% and 75% NoV GllI in SP and
AP respectively. The prevalence of NoV and the distribution of genogroups were similar in
both groups (p=0.25 and p=0.39, respectively). The mean log of viral loads for NoV Gll did
not differ between the groups of SP and AP (p=0.67).

NoV detection Genogrouping Viral loads
Patients N Negative Positive p- GIIV Gl p- Gllly Gll . p-

% % value value copies/ml copies/ml value
SP 79 64 (81.0) 15(19.0) 0.25 1(6.7) 14 (93.3)  0.39 207440 650745710 0.67
AP 38 34(89.5)  4(10.5) 1 (25.0) 3(75.0) 439+0 77252+194530
Total 117 98 (83.8) 19 (16.2) 2 (10.5) 17 (89.5)

Table I. Results of NoV detection, genogrouping and quantification by real time RT-PCR
in the first specimen collected in all the symptomatic (SP) and asymptomatic (AP) kidney
transplant patients.

Among the 15 SP who were tested positive, 6 (40%) reported an acute onset of disease and
an acute gastroenteritis among family members in the last 48 hours.

The presence of NoV was related to age when adjusting for SP and AP (Odds Ratio=0.95,
p=0.013), indicating that presence of NoV was lower in older patients. No relation of positivity
for NoV was observed with gender or delay from transplant.

NoV were detected in all age groups except >70 years old patients, in both SP and AP. The

distribution of positive for NoV according to age of SP and AP is represented in Figure 1.
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SP, PCR NoV positive
AP, PCR NoV negative
SP, PCR NoV positive
AP, PCR NoV negative

Figure 1. Proportion of detected NoV by real time RT-PCR by age category in
symptomatic (SP) and asymptomatic (AP) kidney transplant patients.

Clinical and demographic data.  Clinical and demographic data are given in Table Il. Mean
age of included patients is 52.3+13.0 years old, and is identical in both patients’ groups
(p=0.78). Gender and delay from transplant are also similar between groups.
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Symptomatic Asymptomatic

patients (n=79) patients (n=38)
Number (%) Number (%) p value
Age (years)
Mean + SD 52.1+14.2 52.8+10.4 0.78
<30 6 (7.6) 1 (2.6)
30-39 11 (13.9) 4 (10.5)
40-49 20 (25.3) 10 (26.3)
50-59 15 (19.0) 13 (34.2)
60-69 21 (26.6) 8 (21.1)
70-79 6 (7.6) 2 (5.3)
Sex
0.41
Male 50 (63.3) 21 (55.3)
Female 29 (36.7) 17 (44.7)
Delay from transplant (months)
Median (Q1-Q3) 19.5 (5.4 — 60.9) 38.2 (24.2 - 71.0) 0.08
< 6 months 24 (30.4) 5(13.2)
6 months — lyear 7 (8.9) 1 (2.6)
1-5 years 27 (34.2) 19 (50)
> 5 years 21 (26.6) 13 (34.2)
Symptoms
Diarrhoea 73 (92.4)
Vomits 11 (13.9)
Abdominal pain 33 (41.8)
Fever 7 (8.9)
Number of stool specimens
115 51
Table Il. Clinical and demographic data of symptomatic and asymptomatic renal

transplant patients (NA: not applicable).

NoV characterization . Specimens from two KTP with prolonged NoV shedding, for whom
we had several specimens collected at least one month apart, were selected for sequencing.
Molecular NoV characterization confirmed the presence of a single genotype within each

patient during periods of prolonged shedding (Table I, figure 2).
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Ref patient/ Duration NoV Stool Viral Lo
Gl shedding collection Ct load g Genotype
. copie
symptoms observed (days) date (copie/ml)
36/ > 6/2/13 24 229 469 5.36 Gll.4
symptomatic =l ' '
5/3/13 25 92 136 4.96 -
29/4/13 22 849 979 5.93 Gll.4
9/7/13 39 7.2 0.85 -
88/
. 2211 11/12/12 28 11112 4.05 Gll.12
asymptomatic
4/4/13 23 483 739 5.68 Gll.12
9/7/13 29 7402 3.87 =

Table Ill. Longitudinal follow-up of NoV shedding and characterization of their genotypes
for two patients, one symptomatic and one asymptomatic at time of inclusion.
(Abbreviations: GIl: gastro-intestinal, Ref: reference number of the patient, Ct: cycle

threshold).
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Figure 2. Molecular Phylogenetic analysis on two NoV fecal specimens by Maximum Likelihood
method. Phylogenetic relationships with reference norovirus sequences of the different genotypes
(on a 250 base pair-long sequence from the polymerase coding gene) were inferred by using the
Maximum Likelihood method based on the General Time Reversible substitution model+ Gamma
distribution + invariant sites. The analysis involved 76 nucleotide sequences. All positions
containing gaps and missing data were eliminated. There were a total of 248 positions in the final
dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA 6 (33).
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Duration of NoV excretion.

The longest NoV excretion duration was observed in a SP, who

excreted NoV during at least 8 months and 8 days (>253 days). The excretion duration for
the other patients varied from 3 days to 6 months in AP and SP (Table IV). We did not

receive any follow-up specimen for four of the 19 patients with NoV.

The maximal NoV excretion duration did not differ between SP and AP (p=0.72).

NoV

Date 1* NoV Date late ) Date 1* NoV NoV
excretion .
Ref. PCR NoV PCR o PCR excretion
. o . minimum . .
patient positive positive duration negative duration
specimen specimen (days) specimen (days)
Symptomatic patients
3 11/5/2010 191/2011 253 NA >253
9 10/03/2011 2/8/2011 146 NA >146
20 5/10/2012 NA NA 8/10/2012 3
26 28/1/2011 NA NA 27/06/2012 516
36 6/2/2013 9/7/2013 156 NA >156
51 2/6/2010 NA NA 17/11/2010 168
54 4/5/2010 11/8/2010 97 16/8/2011 >97 to <469
60 17/4/2012 NA NA 8/5/2013 386
63 28/7/2010 12/8/2010 15 NA >15
68 712/2012 NA NA 14/2/2012 <7
70 22/12/2010 NA NA 8/7/2013 >1 to <929
Asymptomatic patients
88 11/12/2012 9/7/2013 211 NA >211
93 8/3/2013 NA NA 29/8/2013 174
97 4/12/2012 NA NA 27/5/2013 174
99 29/01/2013 20/3/2013 50 NA >50

Table IV. Duration of NoV excretion in kidney transplant patients who provided at least

one follow-up fecal specimen (NA: not available).

Enteropathogens analysis in symptomatic kidney tran splant patients. A coinfection with
one of the following enteropathogens was detected in 6 (40%) out of 15 SP with NoV at the
time of initial NoV testing: toxinogenic C.difficile, Salmonella infantis, Salmonella
Typhimurium, Campylobacter coli, Campylobacter jejuni and Aeromonas veronii.

Among the 64 SP without NoV detection, we highlighted in 8 (12.5%) patients, one of the
following enteropathogens: toxigenic C.difficile, Salmonella species, Campylobacter species,

Aeromonas species and Giardia lamblia.

Treatment. All KTP receive an IT, aiming mainly at avoiding reject. The immunosuppressive
drugs used in our hospital in KTP enrolled in this study are listed in table V.
Most of KTP enrolled in our study received a combination of 3 drugs: tacrolimus, mycophelic-

acid (or azathioprine) and corticosteroids at high doses. Another tritherapy with cyclosporine,
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mycophenolic-acid and methylprednisolone was also proposed to some patients. In every
case, the dosage was adapted for each patient, depending notably on the patient’s tolerance

and the adverse effects.

Adverse
Drug Action effect :
diarrhoea
Immunosuppressive treatment
. Calcineurine inhibitor (suppress
Cyclosporine lymphocyte T activation) No
Tacrolimus Cyclosporine analogue No
Everolimus Protein kinase inhibitor Yes
Mycophenalic acid Antllrr.]etabollte (Guanosin synthesis Yes
inhibitor)
Azathioprine Antimetabolite (Purines antagonist) No
Corticosteroids
Methylprednisolone Protein synthesis stimulation No

Table V. Immunosuppressive drug used in our hospital in kidney transplant patients.

Following the detection of NoV in patients, IT dosage was temporarily decreased in 9 of the
15 SP, leading to a positive impact on the symptoms in all the patients, and to a decrease of
the NoV viral load in the 6 of the 9 patients who provided follow-up specimens. From the 6
SP who had no change in their IT dosage, we observed an improvement of the symptoms in
4 patients, combined with a reduction of viral loads in the 2 patients who gave follow-up
specimens.

We have also observed a decrease of NoV viral loads in 1 of the 4 AP with NoV, without any

change in the IT.

NoV and blood groups. The distribution of NoV positivity related to the blood group of SP
and AP is represented in Table VI. The secretor status determining the phenotypic
expression of histo-blood group antigen carbohydrates on the intestinal tract was not
available (28). No significant relation was observed between blood group and infection with
NoV.
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Symptomatic patients Asymptomatic patients

Numb NoV NoV Numb NoV NoV
N um ;r PCR PCR N um ;r PCR PCR
™) pos NEG *)  pos NEG

Blood group ; 38
A- 10 (12.7) 0 10 7 (18.4) 1 6
A+ 32 (40.5) 9 23 11 (28.9) 0 11
AB+ 1(1.3) 0 1 1(2.6) 0 1
B- 0 (0.0) 0 0 1(2.6) 1 0
B+ 4(5.1) 2 2 2 (5.3) 0 2
o- 4(5.1) 0 4 1(2.6) 0 1
o+ 26 (32.9) 4 22 14 (36.8) 2 12
Unknown 2 (2.5) 0 2 1(2.6) 0 1

Table VI. NoV RT-PCR result and blood groups of symptomatic and asymptomatic kidney
transplant patients.

DISCUSSION

Diarrhoea remains a frequent symptom in transplant patients. There are multiple possible
causes, infectious or not as well as adverse effects associated to IT.

In our study, we described the clinical presentation and the prevalence of NoV among 117
adult KTP presenting or not gastro-intestinal disorders, with prevalence rate of 19% and 11%
in each patient groups respectively. Our results are consistent with other studies conducted
in immunosuppressed populations, in which NoV were reported in up to 25% of SP (9, 11,
37, 38).

The total number of patients enrolled in our study is quite high, regarding to the fact that KTP
followed in our institute represent a restricted group. We enrolled twice more SP than AP.
This could be mainly because SP have stool examination to search for an infectious origin of
their gastro-intestinal troubles as part of routine testing, contrary to AP.

We have detected mainly NoV Gll strains, with only 2 NoV GI/IV strains. It has been well
described that Gll is the most prevalent genogroup worldwide, in NoV outbreaks as well as in
sporadic cases (13, 24, 29).

Furthermore, we have characterized for one SP and one AS with consecutive specimens the
genotype within Gll. We have highlighted NoV Gll.4 in the SP and NoV GI1.12 in the AP. The
same GII.4 strain was observed in 2 specimens of this SP, 3 months between.

NoV Gll.12, less frequent than GIl.4, emerged in 2008 in Australia, and was
associated with worldwide gastro-enteritis outbreaks. During winter 2009-2010, this
strain was responsible for 16% of NoV gastro-enteritis outbreaks in the USA (17). The

same GII.12 strain has been observed in 2 specimens of the AP, 4 months between.

117



NoV infection may become chronic and lead to prolonged NoV shedding in
immunocompromised patients because of their inability to clear the infection (3, 7). In
followed patients, we highlighted NoV excretion that varied from 9 days to >8 months. One
patient seems to have a longer NoV excretion (18 months), but the delay between the two
analyzed specimens is too long to exclude a re-infection.

In transplanted patients, the investigation of the gastro-intestinal troubles origins can be
difficult as symptoms are usually associated to graft versus host disease and adverse effects
of IT, which can mask NoV infections. As suggested by Bok in 2012, we also observed a
positive impact of a reduction of IT on NoV viral loads in 9 of the 15 AP. However, IT was not
changed among AP excreting NoV, and we also observed a decrease in NoV viral loads in 3
of the 4 AP.

Some studies suggest that patient of O phenotype would be more susceptible to NoV
infections than patients of A and B blood groups (28). In our study, no significant relation was
observed between blood group and NoV infection.

NoV are now recognized as an infectious agent responsible for persistent infections in
immunosuppressed patients. We highlighted in our study prolonged NoV excretion in
symptomatic, but also in asymptomatic KTP. Asymptomatic NoV excretion is well described.
This is an important point as AP with NoV could play a role as virus ‘reservoir’ for NoV
infections (17, 34) and could be involved in nosocomial transmissions (32). In this way, hand
hygiene measures take an important part to prevent NoV transmission and outbreaks (21).
This study enabled an improvement in the knowledge of NoV shedding in Belgian KTP, and
highlighted the positive impact of a reduction in IT on symptoms due to NoV infection and on
the viral load.

NoV are a not enough known cause of prolonged diarrhoea in immunocompromised and
solid transplant patients (11) (8, 26, 37), and screening for etiologic agents of diarrhoea in
such patients should include NoV RT-PCR to improve diagnosis and treatment of persistent

gastro-intestinal disorders.
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Les gastro-entérites virales demeurent une préoccupation majeure en termes de Santé
Publique en raison de leur impact socio-économique. Les NoV sont a I'heure actuelle
reconnus mondialement comme le premier agent causal des gastro-entérites virales aigués
et le principal pathogéne responsable des gastro-entérites d’origine alimentaire (Banyai et al
2018). Les NoV sont responsables de 12 a 24% des gastro-entérites communautaires
aigués (Ahmed et al 2014, Patel et al 2009).

Au niveau européen, parmi les virus responsables d'infections alimentaires identifiés comme
étant a l'origine des cas de gastro-entérite aigué rapportés a I'EFSA en 2015 (adénovirus,
norovirus, entérovirus, virus de I'Hépatite A et rotavirus), les NoV ont été identifiés comme
agent causal dans 84,4% des cas (EFSA 2015).

1- Diagnostic microbiologique des norovirus

1.1. Mise au point d’une RT-PCR quantitative entem  ps réel

Il y a une dizaine d’années, contrairement aux entéro-pathogenes usuellement recherchés
chez les patients, les NoV étaient peu connus en Belgique et n’étaient pas détectés en
routine. En particulier, le CHU de Lieége ne disposait pas de méthode de détection des NoV
chez les patients.

Préalablement a I'étude des NoV a proprement parler, il fut dés lors nécessaire de mettre au

point et d’implémenter une méthode de détection de ceux-ci.

En I'absence d'un systéme de culture cellulaire aisé et efficace pour les NoV (Duizer et al
2004), des méthodes de biologie moléculaire par RT-PCR ont été développées de longue
date pour détecter ceux-ci dans les échantillons cliniques et de I'environnement (Jiang et al
1992, Le Guyader et al 1996, Vinjé et al 1996, Moe et al 1994, Kojima et al 2002, Vennema
et al 2002).

Le choix s’est porté sur une RT-PCR quantitative en temps réel permettant de mettre en
évidence la présence des NoV GI, Gll et GIV chez les patients. La RT-PCR développée
selon le protocole de Stals et al présentait deux avantages majeurs par rapport aux
méthodes commerciales disponibles au moment de I'évaluation. Ceux-ci s’averent toujours
d’'actualité et sont la détection et la différenciation des génogroupes GI/IV du génogroupe Gll
en une seule et méme réaction d'une part, et la possibilité de quantifier la charge virale des
NoV Gl d'une part et des NoV Gll d’autre part (Stals et al 2009).

Les méthodes de biologie moléculaire permettant la détection des NoV ont progressivement
évolué au fil du temps. Alors que la plupart des méthodes ciblaient le gene de la polymérase

virale, Kageyama et al ont révélé que la région conservée située a la jonction entre ORF1 et
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ORF2 pouvait également étre utilisée comme cible efficace pour la détection des NoV, en
utilisant deux réactions différentes : une pour NoV Gl et une autre pour NoV GlI (Kageyama
et al 2003). Hohne et al ont mis au point une méthode similaire en temps réel, ayant
lavantage de ne plus nécessiter de réaction de transcription inverse séparée (Hohne et al
2004, Pang et al 2015, Kittigul et al 2016, Rolfe et al 2007, Medici et al 2005, Vinjé et al
2003).

Dans le but de réduire le temps d’analyse et de minimiser le risque potentiel de réactions
croisées, les amorces ont par la suite été optimisées, et les sondes ont été marquées a l'aide
d’un d’un fluorochrome différent pour NoV Gl et NoV GllI afin de détecter et de génogrouper
les NoV en une seule et méme réaction (Hoehne et al 2006, Ishida et al 2008, Stals et al
20009).

Les méthodes commerciales ont rapidement fait leur apparition sur le marché, non
automatisées dans un premier temps et par la suite de plus en plus automatisées (Bon et al
2004, Kele et al 2011, Baert et al 2007, Yan et al 2013, Farkas et al 2015). Bien que
hautement sensibles et spécifiques, les performances de ces méthodes varient cependant
guelque peu en raison de la trés grande diversité des génomes de NoV, mais également en
fonction du type de protocole utilisant des amorces, des sondes, des réactifs et des
conditions de réalisation pas toujours identiques (Neesanant et al 2013, Kageyama et al
2003, Mattison et al 2011, Van Stelten et al 2011, Schultz et al 2011, Dreier et al 2006). Un
grand nombre de RT-PCR en temps réel commerciales sont actuellement disponibles (Butot
et al 2010, Dunbar et al 2014, Hyun et al 2014).

Avec des limites de détection <10 copies génomiques/ml pour NoV Gl et NoV Gl (cf chapitre
), la RT-PCR développée s’est avérée plus performante que les RT-PCR commerciales
disponibles au moment de I'évaluation, ces dernieres détectant des copies génomiques
minimales de 1000 a 10 000/ml (Pang et al 2015, Rupprom et al 2017, Schultz et al 2011).
La sensibilité de cette méthode développée s’est révélée excellente pour la détection des
génogroupes de NoV, contrairement a certaines RT-PCR alors disponibles qui présentaient
une sensibilité moindre pour la détection des NoV Gl (Butot et al 2010). Actuellement, la
sensibilité des RT-PCR en temps réel commercialisées permet de détecter efficacement tant
les NoV GI que GlI, avec des sensibilités avoisinant 83% (63,5-93,5) pour NoV Gl et 95%
(90,8-97,2) pour NoV GlI (Kanwar et al 2018, Rupprom et al 2017, Yan et al 2013).

En termes de spécificité, les résultats de la RT-PCR développée (cf chapitre Ill) rejoignent
les performances de la majorité des RT-PCR en temps réel basées sur les données d’'études
qui rapportent une spécificité de plus de 95% tant pour NoV Gl (98,0-99,6) que pour NoV GlI
(96,9-99,4) (Kanwar 2018, Pang 2015, Dunbar 2014, Epsy 2006, Farkas 2015, Kageyama

2013). L’'absence de réactions croisées n’est pas toujours facile a obtenir, comme I'a montré
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'évaluation d’'une RT-PCR NoV par une équipe canadienne démontrant I'existence de
réactions croisées avec les rotavirus dans les valeurs de détection basses (Mattison et al
2011).

L’intérét de la quantification de la charge virale de NoV dans les échantillons humains a été
abordée. Une quantification peut également s’avérer utile dans les aliments et nhotamment
chez les mollusques bivalves, la présence de NoV dans ces derniers n'impliquant pas
nécessairement un risque sanitaire pour 'Homme. En effet, si une haute quantité de NoV
dans les huitres est en relation étroite avec la maladie chez 'Homme, il est moins probable
que de faibles quantités virales (<150 copies génomiques/g) soient associées a des
épidémies toxi-alimentaires a NoV (Lowther et al 2012). La répétabilité et la reproductibilité
des méthodes de quantification des NoV sont dés lors importantes dans le cadre de
l'investigation des épidémies dues a I'ingestion d’huitres et de I'évaluation des risques. A cet
égard, par rapport a la RT-PCR en temps réel, l'utilisation d’une nouvelle méthode de RT-
PCR appelée RT droplet digital PCR permet d’obtenir une quantification virale plus précise
des NoV dans les huitres. De plus, la quantification a I'aide de cette méthode est réalisée
directement a partir de chaque échantillon d’huitre, sans avoir recours a une courbe de

calibration externe (Persson et al 2018).

Il existe actuellement des techniques de biologie moléculaire commerciales automatisées
permettant d’obtenir un résultat plus rapide et de simplifier les méthodes tout en conservant

leur haute performance (Pang et Lee 2015, Reddington et al 2014, Vinjé et al 2015).

Des RT-PCR commerciales simples et rapides pour la détection combinée des NoV Gl et GlI
ont été développées, affichant une sensibilité pouvant atteindre 100% et une spécificité de
plus de 95% (De Grazia et al 2018). Ces tests individuels permettent de réaliser les analyses
au coup par coup avec un résultat disponible dans I'heure, a l'aide de méthodes
compléetement automatisées faciles a utiliser et ne nécessitant des lors pas un personnel

dédié a leur réalisation.

A c6té de ces technigues de détection moléculaire des NoV, de nouvelles méthodes
permettant la détection génomique d'un éventail plus ou moins large d'entéropathogenes
(virus, bactéries, parasites) en une seule et méme réaction ont été développées (Deng et al
2015, Buss et al 2015, Rohayem et al 2004). Le premier test commercialisé fut le ‘XTAG
Gastrointestinal Pathogen Panel’ (Luminex, Austin, TX). Ce test détecte efficacement les
NoV Gl et GlI, avec une sensibilité de 94,4% et une spécificité de 100% par rapport aux RT-
PCR commerciales classiques. En plus des NoV, cette méthode en panel permet de détecter

les entéropathogénes suivants : rotavirus A, adenovirus 40/41, Giardia, Cryptosporidium,
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Entamoeba histolytica, Campylobacter, Clostridium difficile toxinogene, Salmonella, Shigella,

Vibrio cholerae, Escherichia coli O157:H7 et producteurs de toxines (Wessels et al 2014).

Plus récemment, la société bioMérieux (Marcy I'Etoile, France) a développé une méthode
rapide permettant de détecter 22 entéro-pathogenes endéans I'heure, avec une sensibilité
de 96,2% et une spécificité de 99,8% pour la détection combinée des NoV Gll/Il dans I'étude

d’évaluation publié par Khare et al en 2014.

Toutes ces techniques remarquablement performantes nécessitent des automates a la
pointe de la technologie (Hyun et al 2014, Kageyama et al 2003). Bien que les méthodes de
biologie moléculaire aient considérablement progresseé en termes de facilité d’utilisation et de
délai de réponse du résultat, elles restent encore inaccessibles a certains laboratoires,
méme hospitaliers, en raison de la nécessité d'un matériel sophistiqué et onéreux auquel
seuls les gros laboratoires, principalement universitaires, ont acces.

Le systeme de Soins de Santé Belge se heurte a un frein considérable, engendrant un
décalage entre les techniques disponibles et la possibilité de les proposer aux patients : c’est
le colt des tests de biologie moléculaire. Les réactifs et les automates nécessaires a la
réalisation de ces analyses sont fort onéreux. Il n'y a, a I'heure actuelle aucun
remboursement octroyé en Belgique pour les analyses de laboratoire concernant la détection

des entéro- pathogénes par des méthodes moléculaires.

Malgré le caractére attrayant de ces nouvelles méthodes, il faut souligner I'importance de
bien connaitre la performance des techniques utilisées afin d'éviter un surdiagnostic
(Mattison et al 2011). La détection de la présence de génome viral de NoV dans un
échantillon ne présumant en rien du caractere infectieux ou non du pathogéne détecté, il
convient de s’interroger sur la signification d’'un résultat positif obtenu par RT-PCR, et de
I'intégrer dans le contexte clinique (Knight et al 2016).

La connaissance des limites des méthodes utilisées permet également de pallier au sous-
diagnostic ; prenons pour exemple le test de biologie moléculaire évalué par Zhuo en 2017
(Luminex XTAG® Gastrointestinal Pathogen Panel) : la sensibilité de ce test est trop faible

pour détecter le génotype GlI.2 dans les prélévements cliniques (Zhuo et al 2017).

Les nouvelles technologies permettront sans doute de disposer un jour de la possibilité de
ne détecter que les particules de NoV infectieuses dans les échantillons de patients, et de
savoir s'il existe un rapport entre la charge virale détectée et l'infectiosité. Il serait des lors

intéressant de disposer de RT-PCR non plus qualitatives mais quantitatives.
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1.2. Evaluation d’un test antigénique immunochromat ographique

Face a une épidémie de gastro-entérites aigués, l'identification rapide des NoV est I'élément-
clé pour contréler efficacement I'infection. L'idéal dans ce cas est de disposer d'une méthode
de détection simple, rapide, efficace et sans équipement particulier, éventuellement 7 jours
sur 7 pour un laboratoire hospitalier. Alors que les méthodes de biologie moléculaire sont un
moyen d’établir le diagnostic étiologique de certitude, toutes les RT-PCR ne sont pas
adaptés a la réalisation d'analyses au coup par coup en urgence, et la plupart de ces
méthodes requierent du personnel habilité et rendent un résultat apres un long délai
(Robilotti et al 2015).

Une nouvelle méthode de détection antigénique des NoV a été développée et
commercialisée ; basée sur le principe immunologique dimmunochromatographie, elle
détecte de maniere combinée les antigénes des NoV Gl et Il a l'aide de plaquettes test
individuelles, ce qui présente comme avantage d’analyser chaque échantillon au coup par
coup, facilement, en moins d’'une demi-heure et sans aucun équipement (Geginat et al 2012,
Kirby et al 2010, Bruggink et al 2011).

Le ~choix du laboratoire s'est porté sur [I'évaluation dun test rapide
immunochromatographique nouvellement commercialisé, I'ImmunoCard STAT® NoV
(Meridian BioSciences, France). Les performances du test en termes de spécificite,
supérieures a 95% (cf chapitre IIlI), ont rejoint ceux d’autres évaluations similaires
disponibles au moment de I'étude. De nouveaux tests rapides mis sur le marché récemment
affichent eux aussi des valeurs de spécificité élevées, dépassant les 90% pour la plupart
(Rovida et al 2013, Kumpthip et al 2018, Bruggink et al 2015).

Par contre, les valeurs de sensibilité de la méthode évaluée (cf chapitre Ill), tout comme les
valeurs de sensibilité des tests rapides immunochromatographiques commercialisés plus
récemment qui varient entre 52 et 78%, sont trop faibles pour que les tests de détection
antigéniques rapides soient contributifs dans le diagnostic étiologique des cas de gastro-
entérites aigués sporadiques ou en dehors de la phase aigué (Banyai et al 2018). La
sensibilité des tests immunochromatographiques est liée a la charge virale de NoV présente
dans I'échantillon et a la variabilité antigénique des souches circulantes.

Cependant, dans le cadre d’épidémies de gastro-entérites, ce test a démontré son efficacité
pour un diagnostic étiologique précoce permettant la mise en place rapide des méthodes de

prévention visant & limiter la propagation de I'épidémie.
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Afin de pallier au manque de sensibilité des tests rapides antigéniques, des études réalisées
par différentes équipes s’accordent a montrer que la sensibilité de ces méthodes est
améliorée par une augmentation du nombre d’échantillons de patients symptomatiques
prélevés en phase aigué dés le début de I'épidémie (Costantini et al 2010, Gray et al 2007,
Duizer et al 2003). Afin d’obtenir une sensibilit¢ de >90%, le nombre de 6 échantillons
minimum prélevés lors d’une épidémie est indiqué, nombre minimum qui a été adopté par le
CDC et fait partie des recommandations pour la prise en charge d’une épidémie. Ce critére
est appliqgué depuis lors au CHU de Liege lors des épidémies de gastro-entérites aigués,

gu’elles soient communautaires ou nosocomiales.

Il nexiste a I'heure actuelle aucune méthode commerciale, qu’elle soit génomique ou
antigénique, permettant de détecter la présence de NoV du génogroupe IV. Les sociétés
s'attellent & proposer des trousses commerciales efficaces permettant de détecter
conjointement les deux génogroupes les plus fréquents et susceptibles d’étre a l'origine
d’épidémies. Le génogroupe IV, et en particulier le génotype 1 chez 'Homme n’a encore
jamais été décrit comme étant a l'origine d’épidémies. Les NoV GIV sont principalement
retrouvés dans les eaux de surface (rivieres par exemple) et les eaux non traitées. Ces
souches circulent en proportion moindre que les NoV Gl et GlI, ainsi au Brésil par exemple,

elles ne représentent que 9,4% des souches de NoV (Texeira et al 2016, Han et al 2014).

Dans tous les cas, il est utile de s’assurer, au fil du temps, que les trousses utilisées
détectent les nouveaux génotypes de NoV circulants, telle la souche GII.7, qui est a 'origine
d’épidémies depuis quelques années seulement (de Graaf 2015 et al, Lu et al 2016).

Il est par ailleurs opportun de compléter la détection des NoV par un génotypage des
souches cliniques, comme réalisé dans notre pays par le Centre National de Référence des

NoV (Sciensano, Bruxelles).

2- Investigation d’une épidémie de gastro-entéerites en milieu

hospitalier

Les NoV représentent le premier agent responsable d'épidémies de gastro-entérites au
niveau mondial et touchent toutes les tranches d’age (Kotloff et al 2013, Chikhi-Brachet et al
2002, Tam et al 2012, Payne et al 2013, Glass et al 2009).

Les études réalisées dans le cadre de l'investigation d’épidémies a NoV, qu'elles soient
communautaires ou nosocomiales, indiquent que ces épidémies sont difficiles a maitriser,

principalement en raison de la haute contagiosité des NoV et leur résistance dans
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'environnement rendant complexe la désinfection compléte et menant a des épidémies
récurrentes (Desai et al 2012, CDC MMWR 2002, Arness et al 2000, Hall et al 2013, Lopman
et al 2012, Heine et al 2009).

En milieu hospitalier, il est primordial de diagnostiquer au plus t6t un début d’épidémie a
NoV, afin d’'instaurer rapidement des mesures d’hygiéne hospitaliere efficaces (Russo et al
1997, Georgiadou et al 2011, Robilotti et al 2015). On ne saurait trop insister sur ce point : il
faut penser aux NoV devant une épidémie de gastro-entérite aigué (Lopman et al 2004). Le
tribut socio-économique de ces épidémies & NoV est lourd pour la société, en raison des
surcolts engendrés par la prolongation des séjours hospitaliers et la surcharge de travail
pour les équipes de soins, accentuée par un absentéisme du personnel soignant infecté
(Lopman et al 2004, Zingg et al 2005). L'ampleur de ces épidémies méne parfois & une
fermeture compléte de salles d’hospitalisation (Sukhie et al 2010, Glass et al 2009, Harris et
al 2014, Chadwick et al 2000, Hansen et al 2007). Dans les années 2007-2008, des études
ont cependant montré qu'il était plus efficace de fermer les salles d’hospitalisation en partie
et non plus dans leur totalité ; cela permet de réduire la durée de fermeture de la salle et

d’améliorer la prise en charge de I'épidémie (Hillingworth et al 2011, Haill et al 2012).

Une épidémie a NoV est survenue dans une clinique de la région liégeoise a une période ou
les tests de détection des NoV n’étaient pas encore disponibles en routine dans tous les
laboratoires de la région, que ce soit par RT-PCR ou par détection antigénique. Le
diagnostic étiologique de I'épidémie a pu étre évoqué et précisé grace a la collaboration
étroite entre les salles d’hospitalisation, I'équipe d’hygiéne hospitaliere et les laboratoires de

Biologie Clinique de la clinique et du CHU.

Lors de la premiere épidémie survenue dans cette clinique, la souche NoV Gll.4 Sidney a
été identifiée chez les 17 patients infectés, souche responsable de la majorité des épidémies
de gastro-entérites aigués au niveau mondial & cette période (Bok et al 2009, CDC MMWR
2013). L’émergence d’'une nouvelle souche distincte tous les 2 & 4 ans coincide avec un
accroissement du taux d’'épidémies durant I'hiver suivant (Zheng et al 2010).

Une seconde épidémie a NoV a débuté 18 jours apres la fin de la premiére épidémie et est
restée confinée au 1% étage de I'hOpital. L'origine de cette seconde épidémie n’a pas été
identifiée. La persistance des NoV dans I'environnement complique la désinfection compléte
des locaux et peut étre a I'origine d’épidémies récurrentes (Lopman et al 2012, Heijne et al
2009).
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Les infections & NoV Gll.4 acquises durant les épidémies sont associées a des atteintes plus
séveéres qu'avec les autres souches de NoV (Desai et al 2012). L’age avancé est un facteur
de risque aggravant. Au Pays-Bas, les épidémies & NoV ont été significativement associées
avec une augmentation de la mortalité chez les personnes de plus de 85 ans lors de
'émergence de nouveaux variants (Kittigul et al 2010). Il en est de méme pour les infections
contractées par les tres jeunes enfants (Turcios et al 2008, Murata et al 2007, Stuart et al
2010, Bagci et al 2010, Pelizzo et al 2013, Zenda et al 2010).

En reprenant les données disponibles aux Etats-Unis de 2009 a 2013, Vega et al ont montré
que la transmission du NoV Gll.4 est plus communément associée a une transmission de
personne a personne, particulierement dans les hépitaux et dans les maisons de soins
(Vega et al 2014).

Plusieurs études ont été menées afin d’évaluer les mesures de prévention et de controle
efficaces destinées a enrayer la transmission des NoV dans les hépitaux (Cheng et al 2006,
Greig et al 2012, Mc Call et al 2002, Cooper and Blamey 2005). Les résultats de ces études
ont été synthétisés dans les recommandations de I'HICPAC (Healthcare Infection Control
Practices Advisory Committee, Etats-Unis) publiées en 2011 (Mac Cannell et al 2011,
Barclay et al 2014, Boyce et al 2002). En Belgiqgue, des informations et des
recommandations concernant la prévention et la transmission des NoV relatives a I'hygiéne
des denrées alimentaires ont été rédigées par le Conseil Supérieur de la Santé (CSS 8386
2010, CSS 8207 2012).

Les trois piliers des stratégies anti-NoV incluent I'hygiéne des mains, la désinfection de

I'environnement et I'information du personnel et des patients ‘staff and patient policy’.

Concernant la clinique de notre région, I'étude prospective de I'épidémie a mis en exergue
plusieurs mesures particulierement efficaces dans la pratique courante pour éviter ou limiter
la transmission des NoV (Hall et al 2011, Mac Cannell et al 2011) :

- Renforcer I'hygiéne des mains (lavage au savon, désinfection a l'aide d’une solution
hydro-alcoolique) et limiter les contacts avec les personnes infectées (Banayi et al
2018, Boyce et al 2002, Park et al 2010),

- Exclure le personnel soignant infecté et ce jusqu’'a 48 & 72 heures apres la fin des
symptémes (Lynn et al 2004),

- Limiter le déplacement des patients tant que faire se peut (Johnston et al 2007),
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- En début d'épidémie, isoler le patient en chambre seul en attendant le diagnostic
étiologique (Weber et al 2005). Par la suite, cohorter les patients et le personnel
soignant (Greig et al 2012). Dans cet établissement, la répartition des lits de gériatrie
sur deux étages différents, avec un méme personnel soignant affecté aux salles, a
sans doute favorisé la propagation de I'épidémie d'un étage a l'autre.

- Désinfecter I'environnement : I'efficacité de I'eau de javel diluée est bien documentée
(Duizer et al 2007). D’autres solutions, notamment & base de phénols et de peroxyde

d’hydrogéne a 0,5% sont également efficaces contre les NoV (Zonta et al 2016b).

Ainsi, I'étude réalisée a objectivé la difficulté d’enrayer ce type d’épidémie, d’autant plus
dans les salles de gériatrie, notamment en raison d’'une excrétion virale prolongée chez les
patients agés (Banyai et al 2018, Glass et al 2009, Aoki et al 2010).

Alors que les patients hospitalisés représentent un réservoir pour les potentielles
transmissions virales nosocomiales, les patients sont eux-mémes soumis aux mémes
facteurs de risques traditionnels d’infection a NoV que la population en général. Pether et
Caul ont décrit une épidémie nosocomiale ayant eu pour point de départ des petits pains au
poulet servis par un membre du personnel de soins de santé dans 2 hdpitaux. Un mode de
transmission similaire a été décrit ultérieurement par Verbelen dans un hépital belge (Pether
et al 1983, Verbelen et al 2004). Ce risque de transmission est plus élevé en période
hivernale en raison de la prévalence accrue des infections a NoV dans la population durant
les mois les plus froids de I'année, ce qui expose d’autant plus les patients & une possible
transmission virale par des personnes extérieures a I'hépital comme les visiteurs. La
saisonnalité des infections a NoV est un facteur dont il faudrait tenir compte, afin d’agir
préventivement par des mesures d’hygiene renforcées, comme c’est d’ailleurs le cas pour

d’'autres virus tel influenza.

Quoi qu'il en soit, les hépitaux ayant été confrontés ne fut-ce qu'une fois a ce type
d’épidémie sont plus attentifs a poser le diagnostic plus précocement afin de mettre en place
efficacement les mesures de prévention nécessaires (Lynn et al 2004). C’est le cas de la

clinique investiguée, qui depuis lors n’a plus été confrontée a une épidémie a NoV.
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3- Etude de I'épidémiologie clinique et moléculaire des norovirus

au Burkina Faso

Bien que les NoV soient responsables d’'un cinquieme des gastro-entérites aigués au niveau
mondial, force est de constater que peu d’attention leur est consacrée par rapport a d’autres
pathogenes. Les efforts coordonnés des études épidémiologiques et des centres de
surveillance ont établi I'impact significatif des infections & NoV, touchant les différentes
populations et tranches d’age en termes de Santé Publique. Mais si beaucoup d’études ont
été réalisées dans les pays industrialisés, peu de données sont a I'heure actuelle disponibles

pour les pays a moyen et faible revenus.

Dans I'étude réalisée au Burkina Faso, la prévalence de NoV était similaire chez les enfants
symptomatiques et asymptomatiques. En Afrique, les données de la littérature rapportent
des prévalences de NoV, semblables a celles obtenues au Burkina Faso, de 13,5% (0,8 a
25,5%) et de 9,7% (7,0 a 31,0%) chez les patients symptomatiques et asymptomatiques
respectivement, ces chiffres variant quelque peu en fonction du pays (Mans et al 2016,
Mattison et al 2010, Reither et al 2007). Contrairement a I'étude menée au Burkina Faso,
tres peu d’'études incluent les patients non diarrhéiques. Dans leur revue de la littérature
parue en 2016 portant sur les NoV en Afrique, Mans et al incluent les résultats de cette
étude réalisée a Bobo Dioulasso.

La présence de NoV chez les individus asymptomatiques est également décrite dans des
pays d'autres continents que I'Afrique. Ainsi, une excrétion asymptomatique de NoV a été
détectée chez 11,7% des enfants au Nicaragua et au Leone (Bucardo et al 2010), chez
49,2% des enfants en périphérie de Mexico City (Garcia et al 2006), et chez 37,5% des
enfants au Brésil (Marques et al 2014). Dans les pays a faible ou moyen revenus, la majorité

des études ont été réalisées chez des enfants.

L’excrétion asymptomatique de NoV n’est pas limitée aux habitants des pays en voie de
développement. En France, 'ARN de NoV a été mis en évidence chez 11,6% de 43 enfants
admis dans un hopital parisien en I'absence de symptdmes gastro-intestinaux (Frange et al
2012). Sur un échantillonnage plus large de 2205 individus asymptomatiques en Angleterre,
les NoV ont été détectés dans 361 des 2205 échantillons, avec une prévalence dépassant
les 25% chez les enfants de moins de 3 ans, et tout de méme de 5% chez les adultes de
plus de 35 ans. Aprés ajustement a I'age, la prévalence globale était de 12% (11-14%)
(Phillips 2010Db).

Alors que NoV GIll.4 est le génotype prédominant, suivi des génotypes GllI.3 et GII.6 dans la

majorité des études réalisées en Afrique (Mans et al 2016), une remarquable diversité des
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souches circulantes a été observée lors de I'étude menée au Burkina Faso, avec une
proportion étonnamment élevée de NoV Gl en comparaison avec les génogroupes

habituellement rapportés dans cette région du globe.

En effet, alors que la littérature rapporte la présence de GI/Gll en proportion 1/4 environ en
Afrique, au Burkina Faso la prévalence de NoV Gl est non négligeable chez les patients
symptomatiques (7,5% Gl versus 10,2% Gll) et supérieure a NoV Gll chez les patients
asymptomatiques (12% Gl versus 11,2% Gll) (cf Chapitre III). Il est & noter que les deux
génogroupes sont retrouvés dans les eaux des rivieres rurales et urbaines et dans les eaux
usées de certains pays africains (Ghan, Kenya, Tunisie et Egypte) (Gibson et al 2011, Kamel
et al 2010, Kiula et al 2010, Sdiri-Loulizi et al 2010).

Outre la grande diversité de génotypes circulants mise en évidence tant chez les enfants
symptomatiques qu’asymptomatiques, une séquence recombinante GII.7/GIl.6 a été
détectée pour la premiére fois.

Une explication quant a cette variété de souches de NoV observée lors de I'étude au Burkina
Faso pourrait résider dans le fait que cette étude est la seule a avoir été menée chez des
enfants s’étant présentés dans des centres de santé, et serait dés lors plus en mesure de
refléter les souches circulant dans la population, contrairement aux autres études rapportées
dans la littérature qui ont quant a elles ont été menées chez des enfants hospitalisés pour la

prise en charge d’une gastro-entérite aigué.

Le taux de portage est considérable chez les jeunes enfants asymptomatiques, qui
pourraient dés lors jouer un role de ‘réservoir’ pour les infections a NoV.

Les rencontres fréquentes avec les NoV et I'exposition a de nombreuses souches différentes
sont vraisemblablement favorisées par un acces limité a I'eau potable et un niveau d’hygiéne
moindre dans ces régions. Ceci pourrait expliquer une certaine protection de I'héte et le

portage asymptomatique €levé qui en résulterait.

En précisant I'épidémiologie moléculaire des souches de NoV circulant dans un pays
représentatif de I'Afrique de I'Est, il est intéressant de souligner que, malgré le fait que les
souches Gll et en particulier celles de génotype Gll.4 soient a I'heure actuelle rapportées
majoritairement au niveau mondial, les souches Gl sont probablement excrétées en égale
proportion dans l'environnement. L'origine épidémiologique de la différence entre les
prévalences apparentes des infections par les souches de Gl et de Gll, bien que
partiellement expliquée par les différences de sensibilité génétique et d'immunité de

population, reste toutefois a élucider.

L’étude des NoV dans le cadre d’une épidémie hospitaliere et dans la population du Burkina

Faso a permis d’obtenir des données sur les infections a NoV chez des individus considérés
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comme immunocompétents, en postulant que le systéme immunitaire soit apte a faire face a

l'infection, avec une résolution spontanée des symptémes en quelques jours.

4- Etude des infections a norovirus chez les patien  ts

transplantés rénaux

Il n'en est pas de méme quant a I'évolution clinique chez les patients immunocompromis.
Les NoV représentent une cause de diarrhées persistantes et chroniques encore trop
souvent méconnue et sous-diagnostiquée chez ces patients (Brakemeier et al 2016, Green
et al 2014, Haessler et al 2013, Roddie 2009, Echenique et al 2012, Bok et al 2002).

Ces infections persistantes sont décrites depuis de nombreuses années chez les patients
ayant bénéficié d’'une greffe de cellules souches hématopoiétiques, et ont été décrites par la
suite chez les patients ayant bénéficié d’'une greffe d'organe solide (Wayman et al 2018,
Westhoff et al 2009, Schorn et al 2010, Ye et al 2015). Chez les patients présentant une
immunosuppression profonde due a une infection par le VIH, des cas de diarrhées
chroniques dans le décours d’'une infection & NoV ont également été rapportés (Wingfield et
al 2010).

Dans un hépital universitaire ou plus de 2000 patients ont bénéficié a ce jour d'une greffe
d'organe, il semblait opportun d'étudier les NoV chez ces patients. Grace a des
collaborations efficaces avec I'équipe du Service de Néphrologie et une aide financiére FIRS
obtenue aupres du CHU de Liege, une étude prospective a été réalisée durant prés de
guatre ans, d’avril 2010 a février 2014, chez des patients transplantés rénaux, présentant ou
non des symptdmes gastro-intestinaux. Avec un total de 117 patients, cette étude a inclus un
nombre conséquent de patients transplantés par rapport aux autres études rapportées dans

la littérature, totalisant 15 a 78 patients selon les études.

La prévalence des NoV chez les patients transplantés est décrite dans la littérature, et a
principalement été étudiée chez les patients symptomatiques. La prévalence de NoV
retrouvée lors de I'étude réalisée chez les patients transplantés rejoint les données
observées en France par Coste et al, dans laquelle la présence de NoV a été détectée chez
14 des 49 patients transplantés rénaux présentant un tableau de diarrhée sévere (36%),

avec une prédominance nette de souches du génogroupe Il (Coste et al 2013).
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Lors de cette étude, une excrétion virale prolongée a été mise en évidence chez les patients
présentant une symptomatologie gastro-intestinale mais également chez les patients
asymptomatiques, avec des durées d’excrétions maximales d’au moins 8 et 6 mois
respectivement. Cette excrétion prolongée était assortie de charges virales qui restaient
élevées chez certains patients, constituant dés lors une source potentielle de transmission
virale. Dés lors, comme dans I'étude menée au Burkina Faso, les patients asymptomatiques
pourraient jouer un réle de ‘réservoir’ pour les infections a NoV (Everardo et al 2014).

Chez un de ces patients symptomatiques, la période d’excrétion d’'une méme souche de
NoV Gll.4 a dépassé 153 jours; de méme, chez un patient asymptomatique, I'excrétion
d’'une méme souche de NoV GIl.12 a dépassé 211 jours. La souche GII.12 est plus
frequemment associée que d'autres génotypes de Gll aux infections d'origine alimentaires
(Vega et al 2014).

Contrairement a la majorité des études reprises dans la littérature, le suivi de I'excrétion de
NoV lors de I'étude menée au CHU de Liege a été réalisé chez les patients symptomatiques,
mais également chez les patients asymptomatiques (Roos-Weil et al 2011, Schorn et al
2010, Westhoff et al 2009).

Cette notion d’excrétion prolongée chez les adultes et enfants immunocompromis présentant
des troubles gastro-intestinaux est bien documentée. C'est le cas des patients ayant
bénéficié d'une greffe de cellules souches hématopoiétiques, avec une durée d’excrétion
maximale de plus de 8 mois dans une étude, et de plus de 14 mois dans une autre (Doshi et
al 2013, Schwartz et al 2011, Roddie et al 2009, Robles et al 2012, Saif et al 2011). De
méme chez les patients ayant bénéficié d’'une transplantation rénale, avec une excrétion

prolongée de NoV durant 7 mois au moins rapportée chez un patient symptomatique.

Les troubles digestifs, et plus particulierement les diarrhées sont des symptdomes
frequemment rencontrés chez les patients transplantés et résultent de multiples causes,
infectieuses et non infectieuses, notamment suite a la prise dimmunosuppresseurs ou lors
d'une réaction du greffon contre I'n6te. Les infections a NoV font partie font partie des
étiologies a évoquer devant une diarrhée persistante et peuvent conduire a des infections
persistantes voire chroniques. L'examen microscopique de biopsies intestinales effectuées
chez des enfants ayant bénéficié d’'une greffe de l'intestin gréle et présentant une infection
chronique a NoV met en évidence une apoptose intestinale accrue et une inflammation qu’il
est difficile a différencier d’'un rejet d'allogreffe (Kaufman et al 2005). La détection des NoV
par méthode de biologie moléculaire devrait des lors faire partie de I'exploration des troubles
digestifs persistants chez les patients immunocompromis. Cela permettrait de faire le

diagnostic différentiel avec d’autres étiologies et d’améliorer leur prise en charge clinique.
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Une fois le diagnostic d’infection a NoV posé et quand cela s’avere possible, une réduction
temporaire du traitement immunosuppresseur permet au systeme immunitaire de reprendre
le dessus et d’enrayer l'infection. Ainsi que suggéré par Bok et al en 2012, cette étude a
montré I'impact d’'une réduction du traitement immunosuppresseur sur la charge virale et sur
la symptomatologie (cf chapitre Ill). En effet, la résolution des infections chroniques & NoV
chez les patients immunocompromis a la suite d’'une greffe est liée a la reconstitution du
systeme immunitaire et la production d’anticorps aptes a bloquer la liaison des NoV aux
HBGA (Banyai et al 2018, Knoll et al 2016, Saif et al 2011).

Dans un cas rapporté dans la littérature, la réduction des doses d'immunosuppresseur a été
suivie de la résolution d'une diarrhée chronique chez un patient ayant bénéficié d’'une double
greffe (cellules souches hématopoiétiques et foie) (Boillat et al 2011). De méme, Engelen et
al ont diminué le traitement suppresseur en substituant une molécule par une autre chez un
patient transplanté cardiaque présentant une diarrhée chronique associée a une infection a

NoV, avec pour effet bénéfique une prompte résolution de la diarrhée (Engelen et al 2011).
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V. Conclusion
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L'étude des NoV a indéniablement contribué a développer et a acquérir des compétences
particulieres en la matiére, concernant un entéropathogene encore insuffisamment recherché
chez les patients a I'heure actuelle. Elle a permis d’informer les cliniciens de I'existence des

NoV et de leur pouvoir pathogéne, notamment chez les patients immunodéprimés.

Principalement en milieu hospitalier, la connaissance des NoV a aidé a conscientiser les
services concernés en premiere ligne sur I'importance de diagnostiquer rapidement un début
d’épidémie, et a contribué a établir des stratégies de prévention et de prise en charge des
épidémies hospitaliéres, entre autres grace a une collaboration étroite entre les différents

intervenants.

L'évaluation et 'implémentation de méthodes de biologie moléculaire et antigéniques pour la
détection des NoV a permis de maitriser I'indication, I'interprétation des résultats obtenus et
la place de chaque méthode. En particulier, l'indication des tests rapides antigéniques
devrait étre réservée au diagnostic étiologique des épidémies de gastro-entérites aigués, ces
tests affichant une sensibilité trop faible que pour étre contributifs dans les cas isolés et en
dehors de la phase aigué de linfection. Seule la détection des NoV par RT-PCR est
contributive pour les cas sporadiques et I'exploration étiologique des troubles digestifs

prolongés et en dehors d’un contexte aigu.

Par ailleurs, I'interprétation du résultat d'un test diagnostique des NoV repose sur la qualité
des échantillons analysés et requiert donc de prélever chez le patient au moment opportun.
Les échantillons de selles doivent idéalement étre collectés dans les 48 a 72 heures suivant
le début des symptdmes, bien que les NoV puissent encore étre détectés par RT-PCR dans

les échantillons durant 7 a 10 jours (Robiloti et al 2015).

Etant donné la constante évolution des NoV, il est primordial de controler I'efficacité des
techniques au fil du temps, qu'elles soient moléculaires ou immunologiques, afin de

s’assurer qu’elles détectent les nouvelles souches de NoV (de Graaf et al 2015).

La collaboration des laboratoires de diagnostic avec le Centre National de Référence (CNR)
des NoV (Sciensano, Bruxelles, Belgique) est primordiale en termes de diagnostic des
souches de NoV circulantes. Les hopitaux contribuent a la connaissance de I'épidémiologie
moléculaire des NoV en déclarant les épidémies & NoV et en envoyant les échantillons au
CNR, ce qui permet d’alimenter les bases de données du CNR relatives a I'épidémiologie

moléculaire des souches circulantes.
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Les CNR peuvent a leur tour enrichir la base de données européenne NoroNet, qui elle-
méme partage ses données au niveau mondial. NoroNet est un réseau d’informations
approvisionné par des instituts de santé publique, des CNR ou des universités qui y

apportent leurs données moléculaires et épidémiologiques sur les NoV, et comprend des

membres a travers I'Europe, I'Asie et I'Australie. Ces données sont est tres utiles a la
surveillance des souches circulantes et a lidentification de I'émergence de nouveaux
variants a l'origine de nouvelles épidémies (Van Beek et al 2012).
Les NoV font également partie des entéropathogénes rapportés auprés d'un systeme
européen centralisé pour la surveillance des épidémies d'origine alimentaire, le FBVE (Food-

Borne Viruses in Europe Network) (Koopmans et al 2003).

Lors des études réalisées chez les enfants au Burkina Faso et chez patients greffés rénaux
au CHU de Liege, une excrétion virale prolongée a été mise en évidence chez les patients
symptomatiques, mais également chez les patients asymptomatiques. Dés lors, les patients

asymptomatiques pourraient jouer un rdle de ‘réservoir’ pour les infections a NoV.

Une conséquence secondaire du portage asymptomatique résulte de la possible
transmission de NoV par I'intermédiaire des transplantations du microbiote fécal, par le biais
d’échantillons de selles obtenus a partir de donneurs asymptomatiques, chez qui la détection

préalable de NoV n’aurait pas été réalisée (Schwartz et al 2013).

Les différentes études réalisées au cours de ces années ont permis de renforcer et de
développer les collaborations au sein de I'hdpital et avec d’autres hépitaux et laboratoires de
Biologie Clinique, mais également en dehors du secteur de soins de santé humains.
Les collaborations se sont élargies vers d’autres services de I'ULiege autour d’'un agent
infectieux commun concernant un grand nombre d’individus, permettant de s'investir dans
des projets a plus grandes échelles, nationaux (SPF - Santé Publique Fédérale) et

internationaux (Afrique).
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V. Perspectives
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Une étude plus approfondie de I'impact économique global des NoV permettrait d'aider les
chercheurs et devrait attirer I'attention des décideurs politiques, de la Santé Publique et de
l'industrie, pour déterminer les ressources financieres nécessaires afin de faire avancer la
recherche en matiére de détection, de prévention et de contrble efficace des infections a
NoV.

L'amélioration de la surveillance épidémiologique et de linvestigation des infections a NoV,
couplée a un acces plus large aux méthodes de diagnostic moléculaire, conduirait a une

estimation plus réaliste de 'ampleur des infections a NoV.

C'est particulierement le cas pour les infections a NoV dorigine alimentaire.
Notamment, des épidémies & NoV ont été rapportées en lien avec l'ingestion de fruits rouges
et de feuilles de salade verte. La Belgique, la France et le Canada ont d'ailleurs été les
premiers pays a fournir des données sur la prévalence des NoV dans les produits frais
(Baert et al 2011).

Apres la mise au point de RT-PCR permettant d'y détecter les NoV (Baert et al 2007, Loisy
et al 2005), les mollusques bivalves, principalement les huitres et les moules, se sont
rapidement avérés étre une source importante d’'infections toxi- alimentaires a NoV (Westrell
et al 2010). Ces infections engendrent des épidémies de grande ampleur dans la population,
accompagnées de conséguences socio-économiques néfastes (Hall et al 2012, Karim et al
2015).

La possibilité de détecter uniquement les particules virales infectieuses dans les mollusques
permettrait d’agir & la source de la transmission virale, et de réduire considérablement le
risque de contamination. Des travaux de recherches sur ces mollusques sont en cours. En
Belgique, le CHU de Liége collabore actuellement avec le Service de Virologie Vétérinaire de
'ULiege et I'Institut Francais de Recherche pour I'Exploitation de la Mer (IFREMER, Nantes,
France) a la réalisation d’'un projet de recherche ayant pour objectif la mise au point d’'une
nouvelle méthode permettant de détecter les NoV infectieux dans les matrices alimentaires.
Ce projet, intitulé ‘Identification et quantification de norovirus infectieux pathogénes pour
’homme dans les denrées alimentaires - Développement d’'une méthode alternative a la «
binding long- range RT-PCR » pour la confirmation comme norovirus infectieux des signaux
émis par RT- PCR (IQUINORY)’, est financé par le SPF (Service Public Fédéral) - Santé
Publique. Actuellement, en I'absence de méthodes de culture in vitro robustes et aisément
accessibles aux laboratoires, les techniques utilisées pour vérifier I'infectiosité des NoV sont
basées sur la détection de lintégrité de la capside virale a I'aide de différentes techniques

utilisant notamment le propidium azide (PMA). Le développement et I'accés a Il'utilisation de
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cultures cellulaires organoides in vitro dans les laboratoires permettrait de vérifier

directement et efficacement I'infectiosité des NoV.

La Belgique a I'opportunité de bénéficier d'un Centre National de Référence (CNR) des NoV
(Sciensano, Bruxelles). On ne saurait des lors trop encourager les cliniciens concernés, que
ce soit au chevet du patient ou au laboratoire, a déclarer toutes les épidémies a NoV, aussi
bien communautaires que nosocomiales, et a envoyer des échantillons au CNR afin de leur
permettre de caractériser les NoV en cause et daméliorer les connaissances

épidémiologiques des souches de NoV circulantes.

Dans cet ordre d’idées, la littérature nous indique la nécessité de réaliser des études dans
certains pays pour lesquels les données épidémiologiques font cruellement défaut. La
majorité des études portant sur les NoV en Afrique ont été réalisées chez les enfants, et
'étude épidémiologique des NoV mériterait dés lors d’étre approfondie chez les grands
enfants et les adultes, et d’étre élargie a d’autres pays du continent africain afin de comparer

leurs données a celles des autres continents.

Des vaccins contre les NoV ont été mis au point et en sont au stade d’étude clinique (Riddle
et Walker 2016). Quant a savoir a quelle population cible il serait opportun de destiner ces
vaccins afin de donner une plus-value substantielle en termes de Santé Publique, cette
guestion est actuellement sans réponse, en partie en raison d'un manque de données

épidémiologiques sur les NoV dans une partie du globe.

L'incidence des gastro-entérites a NoV est la plus élevée chez les enfants, en particulier les
jeunes enfants de moins de 5 ans, et ce depuis l'introduction de la vaccination contre le
rotavirus dans les pays industrialisés (Hemmings et al 2013, Payne et al 2013, Phillips et al
2010a). C'est une donnée dont il conviendrait de tenir compte pour le choix des populations
a vacciner, dans le but de diminuer la transmission virale mais également au regard de
I'atteinte possiblement plus sévére chez les enfants. Une récente étude systématique portant
sur la mortalité dans le décours d’'une diarrhée chez les enfants de moins de 5 ans a mis en
évidence que les infections a NoV et a rotavirus conduisent a une hospitalisation dans 14 et

38% des cas respectivement (Lanata et al 2013).

Dans les pays industrialisés, d’autres populations cibles pourraient également étre prises en
compte, comme les voyageurs vers des pays en voie de développement, le personnel de
soins de santé et le personnel de cuisine qui sont plus a risque d'impacter la fréquence et
'ampleur des épidémies a NoV, et les personnes agées en raison du taux de morbidité plus

éleveé lors d’'une infection & NoV. Dans les pays a faibles et moyens revenus, en I'absence de
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données épidémiologiques pour toutes les tranches d’'age et pour les différentes régions
géographiques, les conséquences des infections a NoV sont difficiles a évaluer et sont
probablement sous-estimées. La connaissance de I'épidémiologie mondiale des NoV est un
facteur déterminant pour le choix de la population a vacciner, d’ou I'importance de disposer

des données pour tous les pays.

Un autre point d'intérét réside dans la diversité génétique des souches de NoV circulant chez
les patients VIH, qui est a ce jour largement méconnue et nécessiterait d'étre investiguée. En
particulier, il serait intéressant d'étudier I'éventuel impact d'une réponse immunitaire
amoindrie par une infection & VIH non traitée, sur I'évolution des NoV et la diversité des
souches.

Dans nos pays industrialisés, la majorité des patients infectés par le VIH bénéficient d’'une
thérapeutique antivirale, ce qui n'est pas le cas des pays a faibles revenus. Dans un pays
d’Afrique ou le VIH est endémique et ou la majorité de la population n'a pas acces au
traitement anti-VIH, Il serait dés lors intéressant d’envisager une étude des NoV chez des
adultes infectés versus non infectés par le VIH, et présentant ou non une symptomatologie

digestive.

Une toute autre perspective concerne [I'étude du potentiel virémique des NoV.
Chez les patients immunocompétents, une virémie et une atteinte systémigue peuvent
survenir chez une majorité d’'enfants atteints d’une gastroentérite sévere a rotavirus, et ces
virus peuvent étre détectés dans des tissus non-intestinaux chez ces enfants par ailleurs
immunocompétents (Blutt et al 2003, Blutt et al 2007). Les symptbémes extra-intestinaux tels
gu'une symptomatologie respiratoire ou les manifestations d'une atteinte du systeme
nerveux central ne sont pas inhabituels (Banyai et al 2018). Tout comme les rotavirus, il est
envisageable que les infections a NoV puissent dépasser le cadre strict de I'atteinte gastro-
intestinale. Peu d’études portant sur les virémies a NoV ont jusqu’a présent été rapportées,
et la présence d’ARN de NoV dans la circulation sanguine n’a pas été souvent mise en
évidence chez les patients (Huhti et al 2016, Takanashi et al 2009). Quelques cas des
manifestations extra-digestives ont été décrits dans le décours d'une infection a NoV chez
les enfants et chez les adultes, notamment des encéphalites accompagnées d’'une virémie
chez quelques patients (Ito et al 2006, Chan et al 2011, Kimura et al 2010, Obinata et al
2010).

En dehors des études réalisées chez les patients immunocompétents, la littérature rapporte
tres peu d’études sur les virémies a NoV chez les patients immunocompromis. Lemes et al
ont décrit une virémie prolongée avec une moyenne de 36 jours suite a une gastro-entérite,

chez des patients ayant bénéficié d'une greffe de cellules souches hématopoiétiques (Lemes
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et al 2014). Dans la continuité des études réalisées, il serait intéressant d'investiguer la
présence éventuelle d’ARN de NoV dans le sang et d’organes autres que la sphére gastro-

intestinale chez les patients transplantés rénaux.
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