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Résumé 

Les norovirus sont l'une des causes principales de gastroentérite. Depuis 2002, des variants de 

norovirus GII.4 successifs ont circulé dans la population par cycle de 2-3 ans, ce qui suscite des 

interrogations quant au rôle de leurs ligands, les antigènes tissulaires de groupes sanguins 

(HBGA), dans leur évolution. Nous avons analysé l'interaction entre des variants de GII.4 

représentatifs et des HBGA, et déterminé le rôle d͛acides aminés (aa) clés. Par mutagénèse 

dirigée͕ ŶŽƵƐ ĂǀŽŶƐ ŵŽŶƚƌĠ ƋƵ͛ƵŶĞ ĐŽŶĨŝŐƵƌĂtion stricte des aa directement impliqués dans 

ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĞƐƚ ŝŶĚŝƐƉĞŶƐĂďůĞ. La suppression de la thréonine 395, caractéristique des variants 

après 2002, confère la capacité de se lier à Lex et Si-Lex, démontrant que les aa en dehors du 

site de liaison peuvent modifier les propriétés d͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ͘ L'analyse de l'accroche de VLP de 

6 variants isolés de 1987 à 2007 à des échantillons de salive phénotypés et des HBGA 

synthétiques montre que tous les variants sont capables de Ɛ͛attacher à la salive des sécréteurs 

indépendamment du phénotype ABO et aux oligosaccharides propres au phénotype sécréteur. 

Deux variants récents ont pu également Ɛ͛ĂĐĐƌŽĐŚĞƌ aux sucres présents dans la salive des non-

sécréteurs Le(+). Nos données suggèrent que la capacité de se lier à Lex et Si-Lex serait une 

conséquence de la variation génétique des aa situés à proximité du site de liaison. L'analyse des 

propriétés d͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ par résonance plasmonique de surface a montré que seuls les 

variants après 2002 présentent une affinité forte pour les antigènes A et B, suggérant que 

l͛ĂĐĐĠůĠƌĂƚŝŽŶ évolutive des GII.4 pourrait être liée à une affinité accrue des variants pour les 

HBGA après 2002. 

Mots clés : norovirus, ligand, antigènes tissulaires de groupe sanguin (HBGA), particules virales 

de synthèse (VLP), mutagenèse, résonance plasmonique de surface.   
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Abstract 

Noroviruses are one of the leading causes of gastroenteritis worldwide. Since 2002 successive 

GII.4 variants have circulated in the population before being replaced every 2-3 years, which 

raises questions about the role of their histo-blood group antigen (HBGAs) receptors in their 

evolution. We analyzed the interaction between representative GII.4 variants and HBGAs and 

determined the role of selected amino acids (aa) in the binding profiles. By mutagenesis, we 

showed that there was a strict structural requirement for the aa directly implicated in HBGA 

bindings. The ablation of the threonine 395 residue, an epidemiological feature of the post 2002 

variants, allowed to gain the capacity to bind to the Lewis x and sialyl-Lewis x antigens, 

demonstrating that aa residues outside the HBGA binding site can modify the binding 

properties. The analysis of the attachment of VLPs from 6 variants isolated from 1987 to 2007 to 

phenotyped saliva samples and synthetic HBGAs shows that all variants could attach to saliva of 

secretors irrespective of the ABO phenotype and to oligosaccharides characteristic of the 

secretor phenotype. Interestingly, two recent variants additionally bound to carbohydrates 

present in the saliva of Lewis-positive non-secretors. Our data suggest that GII.4 binding to Lex 

and Si-Lex antigens might be a by-product of the genetic variation of the aa located in the 

vicinity of the binding site. Analysis of the binding properties by surface plasmon resonance 

showed that only post 2002 variants presented a strong affinity for A and B antigens, suggesting 

that the GII.4 evolution could be related to an increased affinity for HBGAs for the post 2002 

variants.  

Title: Role of the A, B, H and Lewis histo-blood group antigens in the evolution of 
GII.4 noroviruses  

Keywords: norovirus ; docking ; histo-blood group antigens (HBGA) ; virus-like particule (VLP) ; 
mutagenesis ; surface plasmon resonance.    
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Abréviations 

 

aa  acide(s) aminé(s) 

AcNPV  baculovirus Autographa californica 
nucléopolyhédrovirus  

ADN  acide désoxyribonucléique 

AFM  microscopie de force atomique  
 (atomic force microscopy) 

ARN  acide ribonucléique 

BET  ďƌŽŵƵƌĞ Ě͛ĠƚŚŝĚŝƵŵ 

BSA  albumine de sérum bovin 
 (bovine serum albumine) 

CNR  Centre National de Référence 

CsCl chlorure de césium 

DO  densité optique 

EIA  test immunoenzymatique  
 (enzyme immuno-assay) 

Fuc  fucose 

FUT2  ɲ-1,2-fucosyl-transférase  

FUT3  ɲ-1,3-fucosyl-transférase 

GII.4  norovirus génogroupe II génotype 4  

GalNAc  N-acétylgalactosamine 

GEA  gastroentérite aiguë 

GlcNAc  N-acétylglucosamine 

HBGA  antigène tissulaire de groupes sanguins  
 (histo-blood group antigens) 

Hi5  lignée cellulaire BTI-TN5B1-4 de 
Trichoplusia Ni 

HSA  albumine de sérum humain  
 (human serum albumine) 

Le  groupe sanguin Lewis  

ICT  test immunochromatographique 
(immunochromatographic test) 

LNFP  lacto-N-fucopentaose 

Man  mannose 

MCS  site multiple de clonage  
 (multiple cloning site) 

MNV  norovirus murin (murine norovirus) 

MST  arbre minimum couvrant  
 (minimum spanning tree) 

ORF  cadre de lecture ouverte  
 (open reading frame) 

PAA  polyacrylamide 

pb  paire de base 

PBS  tampon phosphate salin  
 (phosphate buffer saline) 

PCR  réaction en chaîne de polymérase 
(polymerase chain reaction) 

RHDV  virus de la maladie hémorragique lapine 
(rabbit hemorrhagic disease virus) 

rpm  rotation par minute 

RT-PCR  transcriptase inverse - PCR  
 (reverse transcriptase - PCR) 

RU  unité de résonance (resonance unit) 

Sf9  lignée cellulaire de Spodoptera 
frugiperda 

Si-Le  sialyl-Lewis  

SPR  résonance plasmonique de surface 
(surface plasmon resonance) 

SVF  sérum de veau ĨƈƚĂů 

VLP  particule(s) virale(s) de synthèse  
 (virus-like particule) 
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Avant-propos 

Depuis deux décennies, les norovirus génogroupe II génotype 4 (GII.4) sont prédominants dans 

le monde et de nouveaux sous-groupes ou variants distincts apparaissent successivement dans 

la population par cycle de 2 ou 3 ans (Siebenga et coll., 2007 ; Lindesmith et coll., 2008). JƵƐƋƵ͛ă 

ů͛ĂŶ ϮϬϬϬ͕ ůĞƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ ƉĂŶĚĠŵŝƋƵĞƐ ŽŶƚ ĠƚĠ ƌĞƉƌĠƐĞŶƚĠƐ ƐƵĐĐĞƐƐŝǀĞŵĞŶƚ ƉĂƌ ůĞƐ ƐŽƵĐŚĞƐ Bristol 

puis US95/96 (Bok et coll., 2009). AǀĞĐ ů͛ĂƉƉĂƌŝƚŝŽŶ du variant Farmington Hills, se caractérisant 

par ů͛ŝŶƐĞƌƚŝŽŶ Ě͛ƵŶ ĂĐŝĚĞ ĂŵŝŶĠ ƐƵƉƉůĠŵĞŶƚĂŝƌĞ ĚĂŶƐ ůĂ ƌĠŐŝŽŶ ŚǇƉĞƌǀĂƌŝĂďůĞ ĚĞ la protéine de 

capside (Dingle, 2004), ƵŶĞ ĂĐĐĠůĠƌĂƚŝŽŶ ĚƵ ƌǇƚŚŵĞ Ě͛ĠǀŽůƵƚŝŽŶ Ğƚ Ě͛ĠŵĞƌŐĞŶĐĞ ĚĞ ƐŽƵĐŚĞƐ 

GII.4 a été observée au cours des dix dernières années. Cette caractéristique persistera chez 

tous les variants ultérieurs successifs (Belliot et coll., 2010), que la circulation soit mondiale ou 

locale. 

CĞƌƚĂŝŶƐ ĂƵƚĞƵƌƐ ŽŶƚ ƐƵŐŐĠƌĠ ƋƵ͛ƵŶ ƐƉĞĐƚƌĞ ƉůƵƐ ůĂƌŐĞ ĚƵ ƉƌŽĨŝů Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĂƵǆ antigènes 

tissulaires de groupes sanguins (HBGA) et une évolution plus rapide pourraient expliquer la 

prédominance des norovirus GII.4 vis-à-vis des autres génogroupes (Tan et Jiang, 2005b). 

CĞƉĞŶĚĂŶƚ͕ ůĞƐ ŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ ĞǆƉůŝƋƵĂŶƚ ů͛ĠŵĞƌŐĞŶĐĞ ƐƵĐĐĞƐƐŝǀĞ Ğƚ ĚĞ ĐŽƵƌƚĞ ĚƵƌĠĞ ĚĞ ǀĂƌŝĂŶƚƐ 

GII.4 restent inconnus, une des hypothèses étant que le glissement génétique de la capside 

ƉŽƵƌƌĂŝƚ ĐŽŶĨĠƌĞƌ ĂƵǆ GII͘ϰ ůĞ ŵŽǇĞŶ Ě͛ĠĐŚĂƉƉĞƌ ĂƵǆ ƐǇƐƚğŵĞ ŝŵŵƵŶŝƚĂŝƌĞ Ğƚ ĚĞ ŵŽĚƵůĞƌ ůĞƵƌƐ 

ĐĂƉĂĐŝƚĠƐ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ (Donaldson et coll., 2008).  

Après une revue bibliographique portant sur les norovirus GII.4 et les antigènes tissulaires de 

groupes sanguins, nous présenterons nos travaux de thèse portant sur l͛ĠǀŽůƵƚŝŽŶ Ěes 

récepteurs des norovirus GII.4 et leurs capacités à interagir avec les antigènes tissulaires de 

groupes sanguins (HBGA), et plus particulièrement, A͕ B͕ H Ğƚ LĞǁŝƐ ĐŚĞǌ ů͛ŚŽŵŵĞ.  

NŽƵƐ ĂǀŽŶƐ ĞĨĨĞĐƚƵĠ ƵŶĞ ĂŶĂůǇƐĞ ƋƵĂůŝƚĂƚŝǀĞ ĚĞƐ ĐĂƉĂĐŝƚĠƐ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞ particules virales de 

synthèse (VLP), dérivées de six variants GII.4 épidémiques ayant circulé au cours des vingt 
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dernières années et du dernier variant en circulation, basée sur des expérimentations 

Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞ VLP ƐƵƌ ĚĞƐ ƐĂůŝǀĞƐ ƉŚĠŶŽƚǇƉĠĞƐ Ğƚ ƵŶ ůĂƌŐĞ ƉĂŶĞů ĚĞ ƐƵĐƌĞƐ ƐǇŶƚŚĠƚŝƋƵĞƐ͘ EŶ 

outre, en utilisant des VLP modifiées, nous avons évalué l'importance biologique de la 

thréonine insérée en position 395 qui caractérise les nouveaux variants, et des acides aminés 

constitutifs de la poche servant à la reconnaissance des HBGA. Enfin, nous avons analysé 

ů͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ ƌĞůĂƚŝǀĞ des VLP des six variants pour les antigènes A, B et H par résonance 

plasmonique de surface (SPR).  

Pour conclure, nous aborderons plus largement les perspectives sur lesquelles peuvent 

déboucher nos travaux Ğƚ ůĞƐ ĞŶũĞƵǆ ĞŶ ƐĂŶƚĠ ƉƵďůŝƋƵĞ ƋƵĞ ƉŽƐĞ ů͛ĠƉŝĚĠŵŝŽůŽŐŝĞ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ 

GII.4. 
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Introduction 

LĞƐ ŵĂůĂĚŝĞƐ ĚŝĂƌƌŚĠŝƋƵĞƐ ĐŽŶƐƚŝƚƵĞŶƚ ƵŶĞ ĚĞƐ ƉƌŝŶĐŝƉĂůĞƐ ĐĂƵƐĞƐ ĚĞ ŵŽƌƚĂůŝƚĠ ĐŚĞǌ ů͛ĞŶĨĂŶƚ ĚĞ 

moins de cinq ans toutes étiologies confondues, et représentent chaque année près de 1,4 

ŵŝůůŝĂƌĚƐ Ě͛ĠƉŝƐŽĚĞƐ Ğƚ ϭ͕ϲ ă Ϯ͕ϱ ŵŝůůŝŽŶƐ ĚĞ ĚĠĐğƐ͕ ŵĂũŽƌŝƚairement dans les pays en de voie 

développement (Kosek et coll., 2003 ; Parashar et coll., 2003 ; Bryce et coll., 2005). Dans les 

pays tempérés, ces infections surviennent dans un contexte épidémique et saisonnier. Elles 

Ɛ͛ŽďƐĞƌǀĞŶƚ ƐƵƌƚŽƵƚ ƉĞŶĚĂŶƚ ů͛ŚŝǀĞƌ.  

LĞƐ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ǀŝƌĂůĞƐ ƌĞƉƌĠƐĞŶƚĞŶƚ ů͛ƵŶ ĚĞƐ premiers motifs de consultation en médecine 

et principalement en pédiatrie. Dans les pays développés, la prise en charge précoce et adaptée 

a permis de réduire la gravité de ces infections qui représentent cependant un coût 

économique important (Fischer et coll., 2004).  

Mis à part les pathologies systémiques non infectieuses, les agents étiologiques des 

gastroentérites peuvent être de multiples origines tels que : 

ʹ  des bactéries : Salmonella, Shigella, Campylobacter, E. coli, Yersinia et Vibrio cholerae,  

ʹ  des parasites : Giardia, Cryptosporidium, amibes...,  

ʹ  et des virus qui constituent ů͛ĠƚŝŽůŽŐŝĞ ůĂ ƉůƵƐ ĨƌĠƋƵĞŶƚĞ ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ ĚĂŶƐ ůĞƐ ƉĂǇƐ 

développés où ils sont responsables de plus de 80% des cas rapportés. Mais leur 

ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ ƌĞůĂƚŝǀĞ ǀĂƌŝĞ ƐĞůŽŶ ůĂ ƐĂŝƐŽŶ͕ ů͛ąŐĞ͕ ůĞ ĐŽŶƚĞǆƚĞ ĠƉŝĚĠŵŝŽůŽŐŝƋƵĞ Ğƚ ůĞ ŶŝǀĞĂƵ 

sanitaire des populations.  

Les gastroentérites virales surviennent souvent chez les enfants de moins de 3 ans͘ Iů Ɛ͛ĂŐŝƚ 

ŶŽƌŵĂůĞŵĞŶƚ Ě͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ ĚĞ ĐŽƵƌƚĞ ĚƵƌĠĞ ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐĠĞƐ ƉĂƌ ĚĞƐ ƚƌŽƵďůĞƐ ĚŝŐĞƐƚŝĨƐ ĂŝŐƵƐ 

(diarrhée, douleurs abdominales, vomissements), accompagnés de signes généraux 

habituellement discrets. 
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Les virus responsables de gastroentérites sont essentiellement : 

ʹ les rotavirus (Reoviridae) qui sont la première cause de diarrhée aiguë du nourrisson et de 

ů͛ĞŶĨĂŶƚ ĚĞ ŵŽŝŶƐ ĚĞ 5 ans. Ils provoquent souvent des épidémies hivernales extensives 

ĠŐĂůĞŵĞŶƚ ƌĞƐƉŽŶƐĂďůĞƐ Ě͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ ĐŽŵŵƵŶĂƵƚĂŝƌĞƐ Ğƚ ŶŽƐŽĐŽŵŝĂůĞƐ ĚĂŶƐ ůĞƐ ƐĞƌǀŝĐĞƐ 

de pédiatrie, 

ʹ et les norovirus (Caliciviridae) qui sont le plus souvent responsables de diarrhée chez 

ů͛ĂĚƵůƚĞ Ğƚ ƉƌŽǀŽƋƵĞŶƚ ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ ĚĞƐ ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĂůŝŵĞŶƚĂŝƌĞ ŽƵ ŚǇĚƌŝƋƵĞ͘  

Sŝ ůĞƐ ƌŽƚĂǀŝƌƵƐ ƐŽŶƚ ƉůƵƐ ĨƌĠƋƵĞŵŵĞŶƚ ƌĞƚƌŽƵǀĠƐ ĐŚĞǌ ů͛ĞŶĨĂŶƚ ĚĞ ŵŽŝŶƐ ĚĞ ϱ ĂŶƐ͕ ůĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ 

ƐŽŶƚ ĂƵũŽƵƌĚ͛ŚƵŝ ƌĞĐŽŶŶƵƐ ĐŽŵŵĞ ů͛ĂŐĞŶƚ ŵĂũĞƵƌ ĚĞƐ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ à partir de 5 ans. 

CŽŶƐŝĚĠƌĠƐ Ě͛ĂďŽƌĚ ĐŽŵŵĞ ů͛ĂŐĞŶƚ ŵĂũĞƵƌ ĚĞƐ ĐĂƐ ŐƌŽƵƉĠƐ ĚĞ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ĂůŝŵĞŶƚĂŝƌĞƐ ŽƵ 

hydriques, les progrès réalisés dans leur diagnostic par des techniques moléculaires montrent 

aujouƌĚ͛ŚƵŝ ůĞƵƌ ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ ĚĂŶƐ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ĐŽŶƚĞǆƚĞƐ ĠƉŝĚĠŵŝƋƵĞƐ Ğƚ ĚĂŶƐ ůĞƐ ĐĂƐ ĚĞ 

ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ƐƉŽƌĂĚŝƋƵĞƐ ĐŚĞǌ ů͛ĂĚƵůƚĞ Ğƚ ů͛ĞŶĨĂŶƚ͘ 

DĂŶƐ ƵŶĞ ŵŽŝŶĚƌĞ ĨƌĠƋƵĞŶĐĞ͕ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ǀŝƌƵƐ ƉĞƵǀĞŶƚ ġƚƌĞ ă ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĚĞ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ĐŚĞǌ 

ů͛ŚŽŵŵĞ͕ ŝů Ɛ͛ĂŐŝƚ : 

ʹ des astrovirus ƋƵŝ ƐŽŶƚ ƌĞƐƉŽŶƐĂďůĞƐ ĚĞ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ĐŚĞǌ ů͛ĞŶĨĂŶƚ͕ ůĞƐ ƉĞƌƐŽŶŶĞƐ ąŐĠĞƐ 

et les immunodéprimés, 

ʹ des adénovirus entériques types 40 et 41 qui sont responsables de gastroentérites mais 

sans caractère saisonnier, 

ʹ enfin des sapovirus, des virus Aichi, ĚĞƐ ĐŽƌŽŶĂǀŝƌƵƐ͕ ă ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĚĞ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ 

secondaires à une contamination hydrique, ou encore des Picobirnavirus chez 

ů͛ŝŵŵƵŶŽĚĠƉƌŝŵĠ͘ 

D͛ƵŶĞ ŵĂŶŝğƌĞ ŐĠŶĠƌĂůĞ͕ ĐĞƐ ǀŝƌƵƐ ƐĞ ŵƵůƚŝƉůŝĞŶƚ ĚĂŶƐ ůĞƐ ĞŶƚĠƌŽĐǇƚĞƐ ĚĞ ů͛ŝŶƚĞƐƚŝŶ ŐƌġůĞ. Leur 

transmission se fait surtout par voie féco-orale et la contamination peut être soit directe, de 

personne à personne, soit ŝŶĚŝƌĞĐƚĞ ƉĂƌ ů͛ŝŶƚĞƌŵĠĚŝĂŝƌĞ Ě͛ĞĂƵ ŽƵ Ě͛ĂůŝŵĞŶƚƐ ĐŽŶƚĂŵŝŶĠƐ. 

DŝǀĞƌƐ ƐǇƐƚğŵĞƐ ĚĞ ƐƵƌǀĞŝůůĂŶĐĞ ŽŶƚ ĠƚĠ ŵŝƐ ĞŶ ƉůĂĐĞ ĂĨŝŶ Ě͛ĠƚƵĚŝĞƌ ů͛ĠƉŝĚĠŵŝŽůŽŐŝĞ Ěes 

gastroentérites virales et bactériennes. En France, les gastroentérites sont recensées par les 

médecins appartenant au réseau « Sentinelle ͩ͘ LĞƵƌ ĚĠĐůĂƌĂƚŝŽŶ Ŷ͛ĞƐƚ ƉĂƐ ŽďůŝŐĂƚŽŝƌĞ͘  

Les Délégations Territoriales des Agences Régionales de Santé (ARS) devraient être alertées 

ůŽƌƐƋƵĞ ƐƵƌǀŝĞŶŶĞŶƚ ĞŶ ĐŽůůĞĐƚŝǀŝƚĠ ĚĞƐ ĐĂƐ ŐƌŽƵƉĠƐ ĚĞ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ĂĨŝŶ Ě͛ĞŶƚƌĞƉƌĞŶĚƌĞ ƵŶĞ 

ĞŶƋƵġƚĞ ĠƉŝĚĠŵŝŽůŽŐŝƋƵĞ Ğƚ ǀŝƌŽůŽŐŝƋƵĞ ƉŽƵƌ ĞŶ ĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌ ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ Ğƚ ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐĞƌ ů͛ĂŐĞŶƚ 

ƉĂƚŚŽŐğŶĞ ŝŵƉůŝƋƵĠ͘ L͛ĞŶƋƵġƚĞ ĠƉŝĚĠŵŝŽůŽŐŝƋƵĞ ĞƐƚ ĐŽŶĚƵŝƚĞ ƉĂƌ ů͛IŶƐƚŝƚƵƚ ŶĂƚŝŽŶĂů ĚĞ VĞŝůůĞ 
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SĂŶŝƚĂŝƌĞ ;IŶVSͿ Ğƚ ůĞƵƌƐ CĞůůƵůĞƐ Ě͛IŶƚĞƌǀĞŶƚŝŽŶ ‘ĠŐŝŽŶĂůĞ ĞŶ ÉƉŝĚĠŵŝŽůŽŐŝĞ ;CI‘EͿ͘ LĞƐ 

investigations virologiques sont faites par les Centres Nationaux de Référence (CNR).  

Le CNR des virus entériques (Laboratoire de Virologie-Sérologie, CHU de Dijon) caractérise les 

virus impliqués dans les épidémies de gastroentérite, notamment les rotavirus et les norovirus, 

Ğƚ ĐŽůůĞĐƚĞ ĚŝĨĨĠƌĞŶƚĞƐ ŝŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶƐ Ě͛ĠƉŝĚĠŵŝŽůŽŐŝĞ ŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞ͘ LĞ LĂďŽƌĂƚŽŝƌĞ NĂƚŝŽŶĂů ĚĞ 

Référence pour la Microbiologie des Coquillages (IFREMER, Nantes) collecte les informations 

ůŝĠĞƐ ă ůĂ ĐŽŶƐŽŵŵĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ĐŽƋƵŝůůĂŐĞƐ Ğƚ ĐŽŶĚƵŝƚ ĚĞƐ ĠƚƵĚĞƐ Ě͛ĠƉŝĚĠŵŝŽůŽŐŝĞ ŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞ 

ƉŽƵƌ ĚĠƚĞĐƚĞƌ Ğƚ ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐĞƌ ůĞƐ ǀŝƌƵƐ ƉŽůůƵĂŶƚ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ ŵĂƌŝŶ͘ De même, l͛UŶŝŽŶ 

Européenne finance des réseaux de laboratoires pour la surveillance des rotavirus et des 

norovirus en particulier. Enfin, très récemment, un réseau de surveillance mondiale des 

ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ǀŝƌĂůĞƐ͕ NŽƌŽŶĞƚ͕ Ɛ͛ĞƐƚ ŵŝƐ ĞŶ ƉůĂĐĞ Ğƚ ƌĞŐƌŽƵƉĞ ĚĞƐ ůĂďŽƌĂƚŽŝƌĞƐ Ě͛AŵĠƌŝƋƵĞ ĚƵ 

NŽƌĚ͕ Ě͛EƵƌŽƉĞ͕ Ě͛AƐŝĞ Ğƚ Ě͛OĐĠĂŶŝĞ͘  
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A. NOROVIRUS : DÉFINITION ET 

CARACTÉRISTIQUES VIROLOGIQUES  

Norovirus ĞƐƚ ů͛ƵŶ ĚĞƐ cinq genres connus de la famille Caliciviridae (Green, 2007) avec les 

genres Lagovirus (lapins, lièvres (Ohlinger et coll., 1990 ; Parra et Prieto, 1990 ; Meyers et coll., 

1991)), Sapovirus (humains, porcs, visons (Chiba et coll., 1979)), Vesivirus (lions de mer, autres 

animaux marins, porcs, chats, chiens, poissons, bétail et primates (Smith et coll., 1973)). Le 

genre Nebovirus a été récemment proposé comme cinquième membre des Caliciviridae (Figure 

1) (Simmonds et coll., 2008)͘ CŽŵƉŽƐĠ Ě͛ƵŶ ƐĞƵů ĐůƵƐƚĞƌ͕ ŝů ŝŶĨĞĐƚĞƌĂŝƚ ƵŶŝƋƵĞŵĞŶƚ ůĞƐ ďŽǀŝŶƐ 

(Smiley et coll., 2002 ; Oliver et coll., 2006). Un autre candidat pour un nouveau genre de la 

famille Caliciviridae a été proposé et correspond à un virus détecté chez le macaque Rhésus 

(Farkas et coll., 2008). 

Les calicivirus animaux ont été associés à tout un éventail de syndromes cliniques, incluant des 

stomatites, des infections des voies aériennes supérieures et des maladies systémiques 

Ɛ͛ĂĐĐŽŵƉĂŐŶĂŶƚ ĚĞ ƐǇŶĚƌŽŵĞƐ ŚĠŵŽƌƌĂŐŝƋƵĞƐ ƐĠǀğƌĞƐ͘ Les norovirus peuvent être également 

détectés chez diverses espèces porcines, bovines, ovines, murines, félines et canines (Sugieda 

et Nakajima, 2002 ; Karst et coll., 2003 ; Wang et coll., 2005 ; Hsu et coll., 2007 ; Martella et 

coll., 2007 ; Oliver et coll., 2007 ; Martella et coll., 2008).  

CŚĞǌ ů͛ŚŽŵŵĞ͕ ůĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ƐŽŶƚ ƌĞƐƉŽŶƐĂďůĞƐ ĚĞ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ĂŝŐƵģƐ͕ Ě͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ 

ĞŶƚĠƌŝƋƵĞƐ ŵŽĚĠƌĠƐ ŽƵ ĂƐǇŵƉƚŽŵĂƚŝƋƵĞƐ͕ ƚĂŶĚŝƐ ƋƵĞ ĐŚĞǌ ů͛ĂŶŝŵĂů͕ ŝůƐ ƐŽŶƚ ƉůƵƐ ƐŽƵǀĞŶƚ 

ƌĞƐƉŽŶƐĂďůĞƐ Ě͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ ƉĂƵĐŝ- ou asymptomatiques. Chez la souris STAT1-/- présentant une 

immunodéficience due à une anomalie du système immunitaire inné (absence de réponse par 

interféron)͕ ůĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ŵƵƌŝŶ ĞƐƚ ƌĞƐƉŽŶƐĂďůĞ Ě͛ĞŶĐĠƉŚĂůŝƚĞs, vascularites, pneumonies et 

hépatites, démontrant le large tropisme tissulaire de ces virus (Karst et coll., 2003). 
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Figure 1. Arbre phylogénétique de la famille Caliciviridae et de ses cinq genres basé sur la 
ƐĠƋƵĞŶĐĞ ĚĞ ůĂ ƉŽůǇŵĠƌĂƐĞ͕ Ě͛ĂƉƌğƐ Simmonds et coll. (Simmonds et coll., 2008) 

1. Historique 

En 1968, une épidémie de gastroentérites mêlant diarrhées et vomissements se déclara chez 

ĚĞƐ ĠůğǀĞƐ Ğƚ ĚĞƐ ĞŶƐĞŝŐŶĂŶƚƐ Ě͛ƵŶĞ ĠĐŽůĞ ƉƌŝŵĂŝƌĞ ă NŽƌǁĂůŬ ĚĂŶƐ ů͛OŚŝŽ͕ ÉƚĂƚƐ-Unis. 

L͛ĠƚŝŽůŽŐŝĞ ŝŶĨĞĐƚŝĞƵƐĞ ĚĞ ĐĞƚƚĞ ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ ĚĠĐƌŝƚĞ ƐŽƵƐ ůĞ ŶŽŵ ĚĞ hyperemesis hiemis ou winter 

vomiting disease est alors encore inconnue (Zahorsky, 1929). Après de nombreuses tentatives 

infructueuses pour ŝĚĞŶƚŝĨŝĞƌ ů͛ĂŐĞŶƚ ƉĂƚŚŽŐğŶĞ ĚĞ ĐĞƚƚĞ ĨŽƌŵĞ ƉĂƌƚŝĐƵůŝğƌĞ ĚĞ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞ͕ 

Kapikian et coll. ĚĠĐƌŝǀĞŶƚ ĨŝŶĂůĞŵĞŶƚ ƉŽƵƌ ůĂ ƉƌĞŵŝğƌĞ ĨŽŝƐ ĞŶ ϭϵϳϮ ĚĞƐ ƉĂƌƚŝĐƵůĞƐ ǀŝƌĂůĞƐ ƋƵ͛ŝůƐ 

retrouvent dans des échantillons de selles de volontaires expérimentalement infectés par un 

ĞǆƚƌĂŝƚ ƉƵƌŝĨŝĠ ĚĞ ƐĞůůĞƐ Ě͛ƵŶ ƉĂƚŝĞŶƚ ŝŶĨĞĐƚĠ ůŽƌƐ ĚĞ cette épidémie dans la ville de Norwalk 

(Kapikian, 2000).  

A ů͛ĂŝĚĞ ĚĞ ƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐ Ě͛ŝŵŵƵŶŽ-électro-microscopie, de petites particules non enveloppées et 

Ě͛ƵŶ ĚŝĂŵğƚƌĞ ĚĞ Ϯϳ Ŷŵ ƌĞƐƐĞŵďůĂŶƚ ă ĚĞƐ ƉŝĐŽƌŶĂǀŝƌƵƐ ŽƵ ĚĞƐ ƉĂƌǀŽǀŝƌƵƐ ont pu être 

détectées (Figure 2)͘ D͛ĂďŽƌĚ ĚĠŶŽŵŵĠƐ ͨ Agents de Norwalk » en référence à la ville de leur 
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première identification grâce à la biologie moléculaire͕ ŝůƐ ƐŽŶƚ ĂƵũŽƵƌĚ͛ŚƵŝ ƌĞŐƌŽƵƉĠƐ ĚĂŶƐ ůĞ 

genre Norovirus et classés dans la famille des Caliciviridae. Ce sont les premiers virus de 

ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĠƐ ĐŚĞǌ ů͛ŚŽŵŵĞ͘  

 

Figure 2. Photo de norovirus vus en microscopie électronique 
 (Pr A. BOSH, Département de microbiologie, Université de Barcelone, Espagne) 

L͛ĂďƐĞŶĐĞ Ě͛ƵŶ ƐǇƐƚğŵĞ ĚĞ ĐƵůƚƵƌĞ ĐĞůůƵůĂŝƌĞ continue à gêner considérablement la recherche 

sur les norovirus humains (Duizer et coll., 2004). Cependant, le clonage et le séquençage de la 

souche prototype, le virus de Norwalk, en 1990 (Jiang et coll., 1990) ont permis le 

ĚĠǀĞůŽƉƉĞŵĞŶƚ Ě͛ŽƵƚŝůƐ ŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞ ŝŶĚŝƐƉĞŶƐĂďůĞƐ ă ů͛ĠƚƵĚĞ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ͘  

2. Classification et génotypes 

Les norovirus présentent une grande diversité génétique et antigénique (Hansman et coll., 2004 

; Zheng et coll., 2006). On distingue cinq génogroupes subdivisés en plusieurs génotypes (Ando 

et coll., 2000 ; Vinje et coll., 2004 ; Zheng et coll., 2006) (Figure 3). Seuls les génogroupes I, II et 

IV sont impliqués dans les infections humaines. Les génogroupes I et II, comprenant 

respectivement 8 (GI.1 à GI.8) et 19 (GII.1 à GII.19) génotypes de norovirus humains (Zheng et 

coll., 2006), sont les plus importants dans les épidémies (Gallimore et coll., 2004a ; Bon et coll., 

2005). 

Les norovirus du génogroupe I (GI) qui comptent actuellement 8 ŐĠŶŽƚǇƉĞƐ Ŷ͛ŽŶƚ ĠƚĠ ŝƐŽůĠƐ 

ũƵƐƋƵ͛ŝĐŝ ƋƵĞ ĐŚĞǌ ů͛ŚŽŵŵĞ ŽƵ ĚĂŶƐ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵent. Le prototype est le virus de Norwalk ou 

GI.1. Les norovirus du génogroupe II (GII) regroupent quant à eux 19 génotypes détectés 

ĞƐƐĞŶƚŝĞůůĞŵĞŶƚ ĐŚĞǌ ů͛ŚŽŵŵĞ, ĞǆĐĞƉƚĠ ƉŽƵƌ ƚƌŽŝƐ Ě͛ĞŶƚƌĞ ĞƵǆ ƌĞƚƌŽƵǀĠƐ ĐŚĞǌ ůĞ ƉŽƌĐ ;GII͘ϭϭ͕ 

GII.18, GII.19), ĂŝŶƐŝ ƋƵ͛ƵŶ ŐĠŶŽƚǇƉĞ recombinant, les norovirus GIIb, dont la capside se 
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rapproche le plus des GII.3 parfois des GII.4 (Jiang et coll., 1999a ; Buesa et coll., 2002 ; Ambert-

Balay et coll., 2005). Du point de vue épidémiologique, les GII.4 sont très largement 

prédominants Ğƚ ƌĞƉƌĠƐĞŶƚĞŶƚ ƉƌğƐ ĚĞ ϴϬ ă ϵϬй ĚĞƐ ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ ă ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ĐŚĞǌ ů͛ŚŽŵŵĞ͘ LĞƐ 

norovirus du génogroupe III (GIII) infectent exclusivement les bovins ; ils regroupent 2 

génotypes (Zheng et coll., 2006). Les norovirus du génogroupe IV (GIV), représentés par 

ů͛ƵŶŝƋƵĞ génotype GIV.1 Alphatron, sont pathogènes pour le lion et le chien mais également 

ů͛ŚŽŵŵĞ ĐŚĞǌ ƋƵŝ ŝůƐ ƉƌŽǀŽƋƵĞŶƚ ĚĞƐ ĚŝĂƌƌŚĠĞƐ (Vinje et Koopmans, 2000 ; Martella et coll., 

2007 ; Martella et coll., 2008). Enfin, les norovirus du génogroupe V (GVͿ ƐŽŶƚ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ ŵƵƌŝŶĞ 

(Karst et coll., 2003), constituant un sérotype unique, le MNV-1 ou GV.1 (Zheng et coll., 2006 ; 

Thackray et coll., 2007). 

 

Figure 3. Classification et distribution des norovirus basées sur les séquences des 
capsideƐ͕ Ě͛ĂƉƌğƐ Zheng et coll. (Zheng et coll., 2006) 

3. Structure virale 

Comme tous les membres de la famille Caliciviridae, les norovirus possèdent une protéine virale 

associée à un ARN génomique et une capside icosaédrique non enveloppée de 27 à 40 nm de 

diamètre. 
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L͛A‘N ŐĠŶŽŵŝƋƵĞ ĚƵ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ĞƐƚ ƵŶ A‘N ƐŝŵƉůĞ ďƌŝŶ ĚĞ ƉŽůĂƌŝƚĠ ƉŽƐŝƚŝǀĞ͕ protégé par une 

protéine jouant le rôle de ĐŽŝĨĨĞ͕ ůĂ ƉƌŽƚĠŝŶĞ VPŐ͕ ă ů͛ĞǆƚƌĠŵŝƚĠ ϱ͕͛ Ğƚ polyadénylé ă ů͛ĞǆƚƌĠŵŝƚĠ 

ϯ͛ (Figure 4)͘ CĞƚƚĞ ŵŽůĠĐƵůĞ Ě͛A‘N Ě͛Ğnviron 7.500 bases se comporte donc de par sa structure 

et sa composition comme un ARN messager, directement traduisible par la machinerie 

cellulaire.  

 

Figure 4 : Schéma de la structure génomique de norovirus avec ses 3 cadres de lectures ouverts (ORF) et 
les différentes régions codantes 

Le génome est organisé en 3 cadres de lecture ouverts (ORF ou open reading frame) bordés en 

ϱ͛ Ğƚ ϯ͛ Ě͛ƵŶĞ ƌĠŐŝŽŶ ŶŽŶ ĐŽĚĂŶƚĞ͕ ƌĞspectivement de 4 et 50 bases (Jiang et coll., 1993 ; 

Lambden et coll., 1993)͘ L͛O‘Fϭ ĐŽĚĞ ƉŽƵƌ ƵŶĞ ŐƌĂŶĚĞ ƉŽůǇƉƌŽƚĠŝŶĞ précurseur de 200 kDa qui 

fournira par protéolyse les protéines non structurales (Liu et coll., 1996) ; ů͛O‘FϮ ĐŽĚĞ ƉŽƵƌ ůĂ 

protéine majeure de capside VP1 Ě͛ĞŶǀŝƌŽŶ ϲϬ ŬDĂ ; Ğƚ ů͛O‘Fϯ ĐŽĚĞ ƉŽƵƌ ƵŶĞ ƉƌŽƚĠŝŶĞ ŵŝŶĞƵƌĞ 

ƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĞ͕ VPϮ͕ ĚŽŶƚ ůĂ ĨŽŶĐƚŝŽŶ ƌĞƐƚĞ ĞŶĐŽƌĞ ŝŶĐŽŶŶƵĞ Ğƚ ĚŽŶƚ ůĂ ƚĂŝůůĞ ƉĞƵƚ ǀĂƌŝĞƌ Ě͛ƵŶ 

ŐĠŶŽƚǇƉĞ ă ů͛ĂƵƚƌĞ (Seah et coll., 1999).  

Trois protéines sont présentent dans les virions matures de norovirus : les protéines VP1, VP2 

et VPg (Schaffer et coll., 1980 ; Sosnovtsev et Green, 2000). Les autres protéines non 

structurales sont utilisées pour la réplication du virus dans la cellule hôte. 

3.1 Les protéines non structurales 

Le premier cadre de lecture est le plus long et représente environ 5.100 nucléotides de long. 

L͛O‘Fϭ ĐŽĚĞ ƵŶĞ ƉŽůǇƉƌŽƚĠŝŶĞ ĚĞ ϮϬϬ ŬDĂ ƋƵŝ ƉĞƌŵĞƚ Ě͛ŽďƚĞŶŝƌ ƉĂƌ ƉƌŽƚĠŽůǇƐĞ ůĞƐ ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ 

ŶŽŶ ƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĞƐ͘ CĞ ƉƌĠĐƵƌƐĞƵƌ Ŷ͛Ă ũĂŵĂŝƐ ĠƚĠ ŽďƐĞƌǀĠ ƉƌŽďĂďůĞŵĞŶƚ du fait du caractère 

rapide et co-traductionnel du processus protéolytique (Liu et coll., 1996 ; Sosnovtseva et coll., 

1999)͘ LĞ ĐůŝǀĂŐĞ ƉƌŽƚĠŽůǇƚŝƋƵĞ Ɛ͛ĞĨĨĞĐƚƵĞ ƐƵƌ six sites chez norovirus dont un à lieu au niveau 

ĚĞ ů͛extrémité N-terminal de la polyprotéine (Liu et coll., 1996 ; Liu et coll., 1999 ; Seah et coll., 

2003 ; Sosnovtsev et coll., 2006). Le clivage est médié par une protéinase virale « 3C-like » (Pro) 

selon la terminologie adoptée pour les Picornaviridae et dont le site actif est une cystéine 

(Boniotti et coll., 1994). 
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Cette polyprotéine se divise donc en plusieurs domaines, NS1 à NS7. Chacun de ces domaines 

correspond à des enzymes virales différentes dont la ou les fonctions sont essentielles à la 

réplication virale. La maturation de la polyprotéine est séquentielle selon un processus auto-

ƉƌŽƚĠŽůǇƚŝƋƵĞ Ğƚ ŐĠŶğƌĞ ĚĞ ŵĂŶŝğƌĞ ƐƚƈĐŚŝŽŵĠƚƌŝƋƵĞ sept protéines dont la plupart sont 

encore peu ou pas caractérisées (difficulté de synthèse, solubilité faible de la protéine, perte de 

la fonction biologique). Les plus importantes, NS5, NS6 et NS7, correspondent respectivement à 

ůĂ ƉƌŽƚĠŝŶĞ ĚĞ ĐŽŝĨĨĞ VPŐ͕ ůĂ ƉƌŽƚĠŝŶĂƐĞ ǀŝƌĂů Ğƚ ů͛A‘N-polymérase-ARN-dépendante (Hardy, 

2005). Ces protéines possèdent des analogies de séquences et de propriétés chimiques avec 

des protéines présentes chez les picornavirus, et notamment le poliovirus (Neill, 1990). Les 

caractéristiques et les fonctions des protéines non structurales des norovirus sont citées ci-

après (Tableau 1).  

Iů ĞƐƚ ŝŶƚĠƌĞƐƐĂŶƚ ĚĞ ŶŽƚĞƌ ƋƵĞ ůĂ ƉƌŽƚĠŝŶĞ VPŐ ƋƵŝ ĞƐƚ ůŝĠĞ ĚĞ ŵĂŶŝğƌĞ ĐŽǀĂůĞŶƚĞ ă ů͛A‘N 

génomique et subgénomique dans les cellules infectées (Herbert et coll., 1997 ; Dunham et 

coll., 1998) joue un rôle essentielle dans la réplication du virus. 

Tableau 1. IŶǀĞŶƚĂŝƌĞ ĚĞƐ ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ ŶŽŶ ƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĞƐ ĐŽĚĠĞƐ ƉĂƌ ů͛ORFϭ  

Dénomination Équivalent 

poliovirus 

PM 

KDa 

Position sur 

le génome  

de MD145a 

Fonction(s) ʹ Propriété(s) 
Ancienne Nouvelle 

N-term NS1/2 2AB 37 5-995 Inconnue - ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĂǀĞĐ ů͛ĂƉƉĂƌĞŝů ĚĞ 
Golgi (Fernandez-Vega et coll., 2004) 

NTPase NS3 2C 40 996-2093 Inconnue - fonction NTPase (Pfister et 

Wimmer, 2001) 

P20-p24 NS4 3A 20.2 2094-2630 Inconnue - interaction probable avec 

ů͛ĂƉƉĂƌĞŝů ĚĞ GŽůŐŝ 

VPg NS5 3B-VPg 15.8 2631-3029 CŽŝĨĨĞ ĚĞ ů͛A‘N ŐĠŶŽŵŝƋƵĞ - Agent recruteur 

des facteurs traductionnels de la cellule hôte 

- Intervient dans la réplication 

(Daughenbaugh et coll., 2003 ; Belliot et 

coll., 2008b) 

Pro NS6 3Cpro 19.3 3030-3572 Protéinase - maturation des protéines 

virales - clivage des protéines cellulaires - 

intervient dans les phénomènes de shut off 

(Liu et coll., 1996 ; Belliot et coll., 2003 ; 

Kuyumcu-Martinez et coll., 2004) 

Pol NS7 3Dpol 57 3573-5102 Polymérase ʹ et nucléotidylylation de la 

protéine VPg (Belliot et coll., 2005) 
a souche de GII.4 référencée dans GenBank sous le numéro AY032605 

  



26 

 

3.2 Les protéines structurales 

3.2.1 La protéine de capside VP1 

La protéine VP1 a été la première dont la structure atomique a été déterminée par 

cristallographie et cryomicroscopie (Prasad et coll., 1999). Elle constitue la protéine structurale 

majeure du virus et est présente en 180 copies par virions sous forme de dimères (Prasad et 

coll., 1996). Elle joue un rôle critique dans la détermination du phénotype antigénique et dans 

les interactions du virus avec les cellules hôtes. Cette protéine de 58 à 60 kDa selon le 

génogroupe ne subit aucune modification post-traductionnelle (Figure 5).  

 

Figure 5. Structure et assemblage de la protéine de capside VP1 

Les virions ont une structure icosaédrique de symétrie T=3. La capside se compose de 180 

ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ VPϭ Ɛ͛ŽƌŐĂŶŝƐĂŶƚ ĞŶ ϵϬ dimères de protéines VP1 tête-bêche formant chacun une 

arche à la surface de la capside (Prasad et coll., 1994 ; Prasad et coll., 1999 ; Prasad et coll., 

2001 ; Chen et coll., 2004)͘ L͛ĂƐƐĞŵďůĂŐĞ ĚĞ ůĂ ƉƌŽƚĠŝŶĞ ĚĞ ĐĂƉƐŝĚĞ VPϭ ŶĞ ƌĞƋƵŝĞƌƚ ƉĂƐ ůĂ 

ƉƌĠƐĞŶĐĞ ĚĞ ů͛A‘N ŐĠŶŽŵŝƋƵĞ (Jiang et coll., 1992) ni celle de la protéine mineure de capside 

VP2 dans la formation du virion (Figure 6).  
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D͛ƵŶ ƉŽŝŶƚ ĚĞ ǀƵĞ ƐƚƌƵĐƚƵƌĂů͕ ůĂ ƉƌŽƚĠŝŶĞ VPϭ possède plusieurs domaines (exemple du GI.1) : 

ʹ le domaine N ;ƌĠƐŝĚƵƐ Ě͛ĂĂ ϭϬ ă ϰϵͿ qui constitue la partie N-terminal et se situe sur la 

face interne de la capside, 

ʹ le domaine S ;ƌĠƐŝĚƵƐ Ě͛ĂĂ ϱϬ ă ϮϮϱͿ qui est essentiel à la formation de la capside et 

correspond à la région la plus conservée de VP1, 

ʹ le domaine P ;ƌĠƐŝĚƵƐ Ě͛ĂĂ ϮϮϲ ă ϱϮϬͿ qui correspond au domaine variable de la capside. 

Dans le dimère, les domaines P forment une arche et constituent la partie externe de la 

capside. Il est lui-même divisé en deux sous-domaines (Prasad et coll., 1999 ; Chen et coll., 

2004 ; Chen et coll., 2006) : 

ͻ le sous-domaine P1 ;ƌĠƐŝĚƵƐ Ě͛ĂĂ ϮϮϲ ă Ϯϳϴ Ğƚ ϰϬϲ ă ϱϮϬͿ ƋƵŝ ĞƐƚ plutôt conservé, 

ͻ et le sous-domaine P2 ;ƌĠƐŝĚƵƐ Ě͛ĂĂ Ϯϳϵ ă ϰϬϱͿ, le plus externe, qui correspond à la 

région hypervariable de la capside (Nilsson et coll., 2003 ; Chakravarty et coll., 2005). 

Très immunogène, il ĐŽŶƚŝĞŶƚ ůĞƐ ĂĐŝĚĞƐ ĂŵŝŶĠƐ ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ ů͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ ĚƵ ǀŝƌƵƐ ă 

son ligand glycosidique (Prasad et coll., 1999 ; Cao et coll., 2007). Les modifications 

structurales consécutives à des mutations dans cette zone ont une possible incidence 

ƐƵƌ ů͛ĂŶƚŝŐĠŶŝĐŝƚĠ ĚƵ ǀŝƌƵƐ (Lochridge et coll., 2005) et ses interactions à son récepteur 

cellulaire (Tan et coll., 2003). 

 

Figure 6. Vues externes par cryomicroscopie électronique de norovirus GGI et GGII 

montrant les différences de structure (Prasad et coll., 1994 ; Chen et coll., 2004). 
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3.2.2 La protéine VP2 

LĂ ƉƌŽƚĠŝŶĞ ƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĞ VPϮ ĞƐƚ ƵŶĞ ƉƌŽƚĠŝŶĞ ƚƌğƐ ďĂƐŝƋƵĞ Ğƚ Ă ƵŶ ƉŽŝĚƐ ŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞ Ě͛ĞŶǀŝƌŽŶ 

20 à 29 kDa. Seules une ou deux copies seraient présentes dans la particule virale où sa 

fonction reste inconnue (Glass et coll., 2000a ; Sosnovtsev et Green, 2000 ; Glass et coll., 2003). 

EůůĞ ƉƌĠƐĞŶƚĞ ƵŶĞ ŐƌĂŶĚĞ ŚĠƚĠƌŽŐĠŶĠŝƚĠ ĚĂŶƐ ƐĂ ƐĠƋƵĞŶĐĞ ƉƌŝŵĂŝƌĞ Ğƚ ůĞ ŶŽŵďƌĞ Ě͛ĂĐŝĚĞƐ 

ĂŵŝŶĠƐ ƋƵŝ ůĂ ĐŽŵƉŽƐĞ ĞƐƚ ƚƌğƐ ǀĂƌŝĂďůĞ ƐĞůŽŶ ůĞ ŐĠŶŽŐƌŽƵƉĞ͘ CĞƚƚĞ ƉƌŽƚĠŝŶĞ Ŷ͛Ă ƉĂƐ 

Ě͛ĠƋƵŝǀalent dans les autres familles virales. Les premiers travaux sur cette protéine ont montré 

ƋƵ͛ĞůůĞ ƉĞƌŵĞƚƚƌĂŝƚ Ě͛ĂĐĐƌŽŠƚƌĞ ůĂ ƐƚĂďŝůŝƚĠ ĚĞ ůĂ ĐĂƉƐŝĚĞ (Bertolotti-Ciarlet et coll., 2003 ; Glass et 

coll., 2003 ; Kaiser et coll., 2006). 

Des expériences de mutagenèse ont également montré que la protéine VP2 était essentielle 

pour le bon déroulement du cycle viral. En effet, ƐĂ ƐƵƉƉƌĞƐƐŝŽŶ Ŷ͛ĞŶƚƌĂŠŶĞ ƉĂƐ ů͛Ăƌƌġƚ de la 

ƌĠƉůŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛A‘N ǀŝƌĂů ĚĂŶƐ ůĂ ĐĞůůƵůĞ ŚƀƚĞ mais aucune particule virĂůĞ ŝŶĨĞĐƚŝĞƵƐĞ Ŷ͛ĞƐƚ 

obtenue sans une protéine VP2 intacte (Sosnovtsev et coll., 2005). Sosnovtsev et coll. ont 

ĚĠŵŽŶƚƌĠ ƋƵĞ ůĂ ƉĂƌƚŝĞ ϯ͛ ĚĞ ůĂ ƐĠƋƵĞŶĐĞ ĐŽĚĂŶƚ VPϮ ĠƚĂŝƚ ĂƵƐƐŝ ĞƐƐĞŶƚŝĞůůĞ ă ůĂ ƌĠƉůŝĐĂƚŝŽŶ ĚƵ 

FCV (Sosnovtsev et coll., 2005). Ces observations ont été confirmées par la mise en évidence 

Ě͛ƵŶĞ ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ C‘E ;Cis Replication Element) (Belliot et coll., 2008b). Sosnovtsev et coll. ont 

également montré que la réplication du FCV pouvait être rétablie en complémentant avec une 

protéine VP2 exogène, démontrant que cette protéine peut aussi fonctionner en trans 

(Sosnovtsev et coll., 2005). 

3.3 Réplication 

La stratégie de réplication des calicivirus partage de nombreux éléments avec les autres virus à 

A‘N ĚĞ ƉŽůĂƌŝƚĠ ƉŽƐŝƚŝǀĞ͘ LĂ ƉƌĞŵŝğƌĞ ĠƚĂƉĞ ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚ ă ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚƵ ǀŝƌŝŽŶ ĂǀĞĐ ůĂ ĐĞůůƵůĞ 

ŚƀƚĞ ă ů͛ĂŝĚĞ Ě͛ƵŶ ligand spécifique, notamment un glycanne (Kreutz et coll., 1994 ; Maeda et 

coll., 2002 ; Marionneau et coll., 2002 ; Tamura et coll., 2004). Une fois la particule internalisée, 

ů͛A‘N ŐĠŶŽŵŝƋƵĞ ĞƐƚ ƌĞůĂƌŐƵĠ ĚĂŶƐ ůĞ ĐǇƚŽƉůĂƐŵĞ͘ L͛ŝŶŝƚŝĂƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƌĠƉůŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛A‘N ĞƐƚ 

probablement médiée ƉĂƌ ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚƵ ĐŽŵƉůĞǆĞ ŐĠŶŽŵĞ-protéine VPg avec la machinerie 

cellulaire (Gutierrez-Escolano et coll., 2000 ; Daughenbaugh et coll., 2003 ; Goodfellow et coll., 

2005).  

LĂ ƚƌĂĚƵĐƚŝŽŶ ĚĞ ů͛O‘Fϭ ƉĞƌŵĞƚ ůĂ ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƉŽůǇƉƌŽƚĠŝŶĞ ƋƵŝ ĞƐƚ ĂůŽƌƐ ĚĠĐŽƵƉĠĞ par la 

protéase virale (Pro) (Sosnovtsev et coll., 2002)͘ L͛ŝŶŝƚŝĂƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƐǇŶƚŚğƐĞ ĚƵ ďƌŝŶ ĂŶƚŝ-sens 

ĚĠďƵƚĞ ĂůŽƌƐ ă ů͛ĞǆƚƌĠŵŝƚĠ ϯ͛ ĚƵ ďƌŝŶ ƐĞŶƐ dans le complexe de réplication (Green et coll., 2002b 

; Gutierrez-Escolano et coll., 2003). Le brin néoformé sert à son tour de matrice pour la 
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ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ Ě͛ƵŶ ďƌŝŶ Ě͛A‘N ŐĠŶŽŵŝƋƵĞ Ğƚ ƵŶ ďƌŝŶ Ě͛A‘N ƐƵďŐĠŶŽŵŝƋƵĞ (Neill et Mengeling, 

1988)͘ LĞ ŶŽŵďƌĞ ŝŵƉŽƌƚĂŶƚ ĚĞ ďƌŝŶƐ Ě͛A‘N ƐƵďŐĠŶŽŵŝƋƵĞ ĨŽƌŵĠƐ ƐĞƌƚ ĂůŽƌƐ ă ůĂ ƐǇnthèse des 

protéines structurales, VP1 et VP2 (Neill et Mengeling, 1988 ; Herbert et coll., 1996). La 

régulation de la synthèse de VP2 qui représente environ 20% de la production de VP1, 

indispensable à la production de virion infectieux (Sosnovtsev et coll., 2005), ferait intervenir 

ĚĞƐ ŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ Ě͛Ăƌƌġƚ Ğƚ ĚĞ ƌĠŝŶŝƚŝĂƚŝŽŶ ĚĂŶƐ ůĞƐƋƵĞůƐ ůĞƐ ƐĠƋƵĞŶĐĞƐ ƚĞƌŵŝŶĂůĞƐ ĚĞ ůĂ ƌĠŐŝŽŶ 

codant VP1 contiennent un signal pour la traduction de VP2 (Meyers, 2003). En ce qui concerne 

les dernières étapes ĚĞ ůĂ ƌĠƉůŝĐĂƚŝŽŶ͕ Ŷŝ ůĂ ŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶ Ŷŝ ůĂ ůŝďĠƌĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ǀŝƌŝŽŶƐ Ŷ͛ŽŶƚ ĞŶĐŽƌĞ 

été élucidées.  

4. Propriétés antigéniques 

4.1 Les antigènes 

Les antigènes des norovirus correspondent aux différents épitopes présents sur la protéine 

majeure de capside VP1. La ĐƵůƚƵƌĞ Ŷ͛ĠƚĂŶƚ ƉĂƐ ĚŝƐƉŽŶŝďůĞ ƉŽƵƌ ůĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ŝŶĨĞĐƚĂŶƚ 

ů͛ŚŽŵŵĞ͕ ů͛ĠůĂďŽƌĂƚŝŽŶ Ě͛ƵŶe technique de sérotypage par neutralisation est donc impossible.  

4.2 Production de particules virales de synthèse 

EŶ ů͛ĂďƐĞŶĐĞ ĚĞ ƐǇƐƚğŵĞ ĚĞ ĐƵůƚƵƌĞ͕ ůĂ ƉĠƌĞŶŶŝƐĂƚŝŽŶ ĚĞƐ souches de norovirus est impossible. 

En revanche, des particules virales (VLP) ou des particules P (particules constituées de 12-24 

dimères de domaine P et ayant les mêmes propriétés que les VLP (Tan et Jiang, 2005a)), 

peuvent être produites grâce à des techniques de biologie moléculaire sur des supports tels 

que des baculovirus, des bactéries, des levures ou encore des plantes transgéniques (Ball et 

coll., 1996 ; Estes et coll., 1997 ; Tacket et coll., 2000 ; Xia et coll., 2007).  

Les dimères capsidiaux de protéine VP1 ont en particulier ůĂ ĐĂƉĂĐŝƚĠ ĚĞ Ɛ͛auto-assembler pour 

former des particules non infectieuses ou pseudo-particules recombinantes (Jiang et coll., 

1992). Leur structure est en tous points similaires aux particules qui sont excrétées durant 

ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ et possèdent les mêmes propriétés antigéniques et biochimiques (Green, 2007). Ces 

capsides de synthèse peuvent être isolées par des techniques classiques de concentration et de 

purification sur gradient de sucrose ou de chlorure de césium par ultracentrifugation.  

Ces protéines recombinantes ont permis la production Ě͛anticorps monoclonaux spécifiques 

ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ Ğƚ ů͛ĠƚĂďůŝƐƐĞŵĞŶƚ ĚĞƐ ƌĠĂĐƚŝĨƐ ŝŵŵƵŶŽůŽŐŝƋƵĞƐ ƉŽƵƌ ůĞƵƌ ĚĠƚĞĐƚŝŽŶ (Hardy et 
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coll., 1996 ; Jiang et coll., 2000), ů͛ĠƚƵĚĞ ĚĞƐ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ avec leur(s) ligand(s) 

(Marionneau et coll., 2002), ainsi que des études structurales sur la capside (Venkataram 

Prasad et coll., 2000). Enfin, elles constituent le meilleur candidat pour un vaccin contre les 

norovirus humains. 

5. Culture et norovirus murins 

Iů Ŷ͛ĞǆŝƐƚĞ ĂĐƚƵĞůůĞŵĞŶƚ ĂƵĐƵŶ ƐǇƐƚğŵĞ ĚĞ ĐƵůƚƵƌĞ ĐĞůůƵůĂŝƌĞ ƉŽƵƌ ůĞƐ ŶŽƌŽvirus responsables de 

ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ĐŚĞǌ ů͛ŚŽŵŵĞ͕ Đ͛ĞƐƚ-à-dire pour les norovirus GI et GII. Les nombreuses 

tentatives de mise en culture des norovirus au cours des trois dernières décennies ont été 

ǀŽƵĠĞƐ ă ů͛ĠĐŚĞĐ (Duizer et coll., 2004).  

Seul un membre du genre Norovirus, le norovirus murin ou MNV peut se multiplier 

efficacement sur culture cellulaire (Karst et coll., 2003 ; Wobus et coll., 2004). En 2003, le MNV-

1 a été le premier membre du génogroupe V à être découvert grâce à une lignée de souris 

sévèrement immunocompromises et déficientes pour la réponse immunitaire innée et 

adaptative (Karst et coll., 2003). Ces souris STAT1-/- ont été obtenues par knockout génétique du 

gène STAT-1 et présentent un défaut de réponse par interféron (INF). Le MNV se multiplie en 

culture sans condition particulière sur des lignées primaires de macrophages ou de cellules 

ĚĞŶĚƌŝƚŝƋƵĞƐ ŵĂŝƐ Đ͛ĞƐƚ ƐƵƌ ĚĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ŝŵŵŽƌƚĂůŝƐĠĞƐ͕ ĚĠƌŝǀĠĞƐ ĚĞ ŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐ ŵƵƌŝŶƐ͕ ůĞƐ 

ĐĞůůƵůĞƐ ‘AWϮϲϰ͘ϳ ƋƵĞ ů͛ŽŶ ŽďƚŝĞŶƚ ůĞƐ ŵĞŝůůĞƵƌƐ ƌĠƐƵůƚĂƚƐ͘ Iů ƉĞƌĚ ŶĠĂŶŵŽŝŶƐ ƌĂpidement sa 

pathogénicité chez la ƐŽƵƌŝƐ ĂƉƌğƐ ϯ ƉĂƐƐĂŐĞƐ ĞŶ ĐƵůƚƵƌĞ͘ L͛ĂŶĂůǇƐĞ ĚĞƐ ƐĠƋƵĞŶĐĞƐ ŐĠŶŽŵŝƋƵĞƐ Ă 

montré que cette atténuation du pouvoir pathogène était due à deux mutations ponctuelles 

secondaires à la pression de sélection, ů͛ƵŶĞ ĚĂŶƐ NS4, limitant la réplication, et ů͛ĂƵƚƌĞ ĚĂŶƐ 

VP1͕ ĂĨĨĞĐƚĂŶƚ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĂƵ ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ͕ ƐŽŶ ĂĨĨŝŶŝƚĠ ŽƵ ƐĂ ƐƉĠĐŝĨŝĐŝƚĠ (Bailey et coll., 2008). 

6. Propriétés physicochimiques  

Les norovirus possèdent une densité de flottaison qui varie de 1,33 à 1,41 g/cm3 (ou g/ŵы) dans 

le chlorure de césium (CsCl) (Kapikian et coll., 1973), et les particules de synthèses une densité 

de flottaison de 1,31-1,32 g/cm3 (Belliot et coll., 2001). Ils conservent leur pouvoir infectieux 

après exposition à pH 2,7 pendant 3 heures à température ambiante, après traitement avec 

ϮϬй Ě͛éther ă ϰΣC ƉĞŶĚĂŶƚ ϭϴ ŚĞƵƌĞƐ ŽƵ ĂƉƌğƐ ϯϬ ŵŝŶƵƚĞƐ Ě͛ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ à 60°C (Dolin et coll., 

1972)͘ LĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ƐŽŶƚ ĠŐĂůĞŵĞŶƚ ƌĠƐŝƐƚĂŶƚ ă ů͛ŝŶĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ ĂƉƌğƐ ĐŚůŽƌĂƚŝŽŶ ĚĞƐ Ğaux de 

boisson (Keswick et coll., 1985).  
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B. INFECTIONS À NOROVIRUS HUMAINS ET 

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE  

1. Pathogenèse Ğƚ ĚĠĨĞŶƐĞ ĚĞ ů͛ŚƀƚĞ 

Les norovirus humains ƉĠŶğƚƌĞŶƚ ĞƐƐĞŶƚŝĞůůĞŵĞŶƚ ĚĂŶƐ ů͛ŚƀƚĞ par ingestion ou plus 

exceptionnellement par aérosolisation de vomissures (Caul, 1994). Leurs propriétés physico-

chimiques leur permettent ĚĞ ƌĠƐŝƐƚĞƌ ă ů͛ĂĐŝĚŝƚĠ ŐĂƐƚƌŝƋƵĞ Ğƚ ĚĞ ƉĠŶĠƚƌĞƌ ĚĂŶƐ ů͛ŝŶƚĞƐƚŝŶ͘ 

Bien que le site de réplication ne soit pas bien établi, différentes études tendent à montrer que 

le site infectieux se situerait au niveau du jéjunum. Des biopsies de la muqueuse intestinale 

permettent de montrer la présence de lésions histopathologiques correspondant à des lésions 

villositaires atrophiantes avec une hypertrophie des cryptes intestinales, une infiltration par des 

cellules mononucléées et la présence de vacuoles cellulaires intracytoplasmiques sans pour 

autant porter atteinte à ů͛ŝŶƚĠŐƌŝƚĠ ĐĞůůƵůĂŝƌĞ (Agus et coll., 1973 ; Schreiber et coll., 1973). Cette 

atrophie villositaire a cependant ƉŽƵƌ ĐŽŶƐĠƋƵĞŶĐĞ ů͛ĂƉƉĂƌŝƚŝŽŶ Ě͛ƵŶĞ ŵĂůĂďƐŽƌƉƚŝŽŶ ƚƌĂŶƐŝƚŽŝƌĞ 

avec altération du système enzymatique de la bordure en brosse des entérocytes qui est à 

ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĚĞ ůĂ ĚŝĂƌƌŚĠĞ (Agus et coll., 1973 ; Schreiber et coll., 1973). Les muqueuses gastriques 

et coliques ne présentent quant à elles aucune lésion. 

Après réplication, les virus néoformés sont excrétés dans la lumière intestinale puis éliminés 

avec les selles. Ces nouveaux virions peuvent être dĠƚĞĐƚĠƐ ƉĂƌ PC‘ ĂǀĂŶƚ ů͛ĂƉƉĂƌŝƚŝŽŶ ĚĞƐ 

ƉƌĞŵŝĞƌƐ ƐŝŐŶĞƐ Ğƚ ũƵƐƋƵ͛ă plusieurs jours voire des semaines après la guérison, tout 

particulièrement chez le nourrisson (Okhuysen et coll., 1995 ; Gaulin et coll., 1999 ; Rockx et 

coll., 2002 ; Murata et coll., 2007 ; Kirkwood et Streitberg, 2008) mais aussi chez les personnes 

âgées (Lee et coll., 2007). LĂ ƉĞƌƐŝƐƚĂŶĐĞ Ě͛ƵŶĞ ĞǆĐƌĠƚŝŽŶ ǀŝƌĂůĞ ĂƵ-delà de la période stricte de 
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la maladie symptomatique pose le problème du contrôle des épidémies consécutives à la 

manipulation des aliments lors de leur préparation (Reid et coll., 1988 ; Parashar et coll., 1998). 

Par ailleurs, une excrétion prolongée, parfois pendant plusieurs années, est fréquemment 

observée chez les patients immunocompromis (Siebenga et coll., 2008). 

La réponse immunitaire vis-à-vis des norovirus est de courte durée ;ũƵƐƋƵ͛ă ϭϰ ƐĞŵĂŝŶĞƐͿ. Elle 

esƚ ŚŽŵŽƚǇƉŝƋƵĞ͕ Đ͛ĞƐƚ-à-ĚŝƌĞ ƋƵĞ ů͛ŝŵŵƵŶŝƚĠ ĂĐƋƵŝƐĞ ƉŽƵƌ ƵŶ génogroupe/génotype particulier 

ne pĞƌŵĞƚ ƉĂƐ Ě͛ĂǀŽŝƌ ƵŶĞ ƉƌŽƚĞĐƚŝŽŶ efficace vis-à-ǀŝƐ Ě͛ƵŶ ĂƵƚƌĞ génogroupe/génotype (Wyatt 

et coll., 1974), le sujet étant donc exposé à une nouvelle infection. En outre, il est fort possible 

ƋƵĞ ůĂ ŐƌĂŶĚĞ ĚŝǀĞƌƐŝƚĠ ŐĠŶĠƚŝƋƵĞ ƋƵ͛ŽĨĨƌĞŶƚ ůĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ƐĞ ƚƌĂĚƵŝƐĞ ƉĂƌ ƵŶĞ ŝŵƉŽƌƚĂŶƚĞ 

ĚŝǀĞƌƐŝƚĠ ĂŶƚŝŐĠŶŝƋƵĞ ĚĞ ƚĞůůĞ ƐŽƌƚĞ ƋƵĞ ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ƵŶ ŐĠŶŽƚǇƉĞ ŶĞ ĐŽŶĨğƌĞ ƉĂƐ Ě͛ŝŵŵƵŶŝƚĠ 

pour un autre génotype ou vis-à-ǀŝƐ ĚĞ ǀĂƌŝĂŶƚƐ Ě͛ƵŶ ŵġŵĞ ŐĠŶŽƚǇƉĞ (Siebenga et coll., 2007 ; 

Lindesmith et coll., 2008).  

Iů Ă ĠƚĠ ŽďƐĞƌǀĠ ƋƵĞ ůĞƐ ƚĂƵǆ ƐĠƌŝƋƵĞƐ Ě͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ ŶĞ ƐŽŶƚ en réalité pas corrélés avec la 

ƌĠƐŝƐƚĂŶĐĞ ă ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ Ğƚ͕ ƉůƵƐ ƌĠĐĞŵŵĞŶƚ͕ ƵŶĞ ĠƚƵĚĞ Ă ŵŽŶƚƌĠ ƋƵ͛ĂƵ ŶŝǀĞĂƵ local le 

ĚĠǀĞůŽƉƉĞŵĞŶƚ Ě͛ƵŶĞ ƌĠƉŽŶƐĞ ƌĂƉŝĚĞ ƉĂƌ ĚĞƐ IŐA ƐĠĐƌĠƚŽŝƌĞƐ par la muqueuse pouvait conférer 

une protection vis-à-ǀŝƐ ĚĞ ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ (Lindesmith et coll., 2003). La réponse immunitaire de 

type cellulaire fait intervenir quant à elle une augmentation d͛interféron ŐĂŵŵĂ ;IFNɶͿ Ğƚ 

Ě͛ŝŶƚĞƌůĞƵŬŝŶĞ Ϯ ;IL-ϮͿ ĞŶ ů͛ĂďƐĞŶĐĞ ĚĞ ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ Ě͛IL-ϰ͕ Ě͛IL-ϲ Ğƚ Ě͛ILϭϬ͕ ĐĞ ƋƵŝ ƐƵŐŐğƌĞ ƋƵĞ ůĂ 

voie Th1 est privilégiée (Tacket et coll., 2003 ; Lindesmith et coll., 2005). 

Diverses études ont suggéré ƋƵĞ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ĨĂĐƚĞƵƌƐ ŶŽŶ ŝŵŵƵŶŽůŽŐŝƋƵĞƐ, notamment Ě͛ŽƌĚƌĞ 

génétique, ĚĞǀĂŝĞŶƚ ũŽƵĞƌ ƵŶ ƌƀůĞ ĚĂŶƐ ůĂ ƉƌŽƚĞĐƚŝŽŶ ĞƚͬŽƵ ůĂ ƌĠƐŝƐƚĂŶĐĞ ă ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ 

norovirus (Parrino et coll., 1977). Quelques études d͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ de volontaires sains ou portant 

ƐƵƌ ĚĞƐ ĐĂƐ Ě͛ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ ŽŶƚ ĞŶ ĞĨĨĞƚ ŵŽŶƚƌĠ ƋƵĞ ƉƌğƐ ĚĞ 45% des adultes contractaient la 

maladie avec une bonne réponse immunologique, mais que, curieusement, 55% des volontaires 

Ŷ͛ĠƚĂŝĞŶƚ jamais infectés. (Parrino et coll., 1977 ; Kaplan et coll., 1982 ; Johnson et coll., 1990 ; 

Lindesmith et coll., 2003). En outre, seule la moitié des sujets infectés présentaient une 

symptomatologie. Parmi les mécanismes de résistance, ů͛ŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞƐ antigènes tissulaires 

de groupes sanguins et de leurs enzymes, les fucosyltransférases (FUT) et plus particulièrement 

ů͛ɲ-1,2-fucosyl-transférase (FUT2), que nous aborderons plus loin, a été explorée (Figure 7). 
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Figure 7. MŽĚğůĞ Ě͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ĞŶ ĨŽŶĐƚŝŽŶ ĚƵ ĐĂƌĂĐƚğƌĞ ƐĠĐƌĠƚĞƵƌ ŽƵ ŶŽŶ-sécréteur (présence 
du gène FUT2 fonctionnel ou pas, respectivement)͕ Ě͛ĂƉƌğƐ LŝŶĚĞƐŵŝƚŚ et coll. (Lindesmith et coll., 2003). 

Les pourcentages des individus non-sécréteurs Se-, des sécréteurs Se+ infectés et protégés sont 
ƉƌŽďĂďůĞŵĞŶƚ ŝŶĨůƵĞŶĐĠƐ ƉĂƌ ů͛ąŐĞ͕ ů͛ĞƚŚŶŝĞ Ğƚ ůĞƐ ĂŶƚĠĐĠĚĞŶƚƐ ĚΖĞǆƉŽƐŝƚŝŽŶ͘ 

2. Manifestations cliniques 

Les gastroentérites à norovirus sont généralement bénignes chez les enfants et les adultes en 

bonne santé, ne causant que très rarement des déshydratations sévères nécessitant une 

hospitalisation. Dans les pays moins avancés sur le plan médico-social, la sévérité des 

gastroentérites à norovirus hospitalisées est comparable à celle des rotavirus et pourrait 

ƚĠŵŽŝŐŶĞƌ Ě͛ƵŶ ƌĞƚĂƌĚ ĚĞ ƉƌŝƐĞ ĞŶ ĐŚĂƌŐĞ (Sdiri-Loulizi et coll., 2008). Les infections à norovirus 

sont en revanche à surveiller chez les immunodéprimés où elles peuvent devenir chroniques et 

chez les personnes âgées où elles sont généralement plus graves et plus fréquentes, pouvant 

Ɛ͛ĂĐĐŽŵƉĂŐŶĞƌ Ě͛ƵŶĞ ĚĠƐŚǇĚƌĂƚĂƚŝŽŶ ĚĠƐƚĂďŝůŝƐĂŶƚ leur état précaire et entraînant une 

hospitalisation voire le décès. La surmortalité liée à ces gastroentérites se situerait entre 0,8 et 

Ϯ͕ϴк (Lopman et coll., 2003a). La durée généralement constatée de la période symptomatique 

ĚĞ ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ est habituellement de 12 à 48 heures. 

AƉƌğƐ ĐŽŶƚĂŵŝŶĂƚŝŽŶ͕ ů͛ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ ĞƐƚ ĂƐƐĞǌ ĐŽƵƌƚĞ͕ ĞŶƚƌĞ ϰ Ğƚ ϳϳ ŚĞƵƌĞƐ͕ ŵĂŝƐ ŽŶ ĐŽŶƐƚĂƚĞ ĞŶ 

générale une moyenne de 24 à 48 heures avant ů͛ĂƉƉĂƌŝƚŝŽŶ des symptômes entéritiques 

(Kaplan et coll., 1982). LĞƐ ƉƌŝŶĐŝƉĂůĞƐ ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐƚŝƋƵĞƐ ĐůŝŶŝƋƵĞƐ ĚĞ ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ůe norovirus 
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ƐŽŶƚ ƌĞŐƌŽƵƉĠĞƐ ĂƵƚŽƵƌ Ě͛ƵŶĞ ƐǇŵƉƚŽŵĂƚŽůŽŐŝĞ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚŝƋƵĞ ŝŶĐůƵĂŶƚ ŶĂƵƐĠĞƐ͕ 

vomissements, douleurs abdominales, diarrhée et fièvre modérée. Des maux de tête et de 

gorge, des myalgies Ğƚ ƵŶĞ ƉĞƌƚĞ ĚĞ ů͛ĂƉƉĠƚŝƚ ŽŶƚ ĠŐĂůĞŵĞŶƚ ĠƚĠ ƐŝŐŶĂůĠƐ (Wyatt et coll., 1974 ; 

Kaplan et coll., 1982). 

Les accès diarrhéiques sont souvent liquidiens sans présence de mucus, de sang ou encore de 

leucocytes. Les vomissements ƐĞŵďůĞŶƚ ƋƵĂŶƚ ă ĞƵǆ ƉůƵƐ ĨƌĠƋƵĞŶƚƐ ĐŚĞǌ ů͛ĞŶĨĂŶƚ ƋƵĞ ĐŚĞǌ 

ů͛ĂĚƵůƚĞ et pourraient être, comme les nausées, le reflet de troubles moteurs gastro-intestinaux 

dont le mécĂŶŝƐŵĞ Ŷ͛Ă ƉĂƐ ĞŶĐŽƌĞ ĠƚĠ ŵŝƐ ĞŶ ĠǀŝĚĞŶĐĞ (Meeroff et coll., 1980). 

3. Modes de Transmission 

Le mode féco-oral est la principale voie de transmission du virus, soit de façon directe, soit par 

ůĂ ĐŽŶƚĂŵŝŶĂƚŝŽŶ ĚĞ ƐƵƌĨĂĐĞƐ ĚĞ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ ;ƉŽŝŐŶĠĞƐ ĚĞ ƉŽƌƚĞ͕ ŵŽďŝůŝĞƌ Ğƚ ŽďũĞƚƐ ĚŝǀĞƌƐͿ 

qui joue un rôle ĚĞ ƌĞůĂŝƐ ĚĂŶƐ ůĂ ƚƌĂŶƐŵŝƐƐŝŽŶ ĚƵ ǀŝƌƵƐ ůŽƌƐ Ě͛ƵŶĞ ĠƉŝĚĠŵŝĞ (Glass et coll., 2000b 

; Fankhauser et coll., 2002). Par ailleurs les aérosols formés lors des vomissements peuvent 

représenter un mode de transmission opportuniste qui accélérera encore la propagation du 

virus dans les collectivités confinées comme les maisons de retraite, les services hospitaliers, les 

hôtels, les bateaux de croisière et les crèches (Caul, 1995). Les norovirus étant probablement 

ƐƚĂďůĞƐ ĚĂŶƐ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ͕ ůĂ ĐŽŶƚĂŵination de surfaces par des individus infectés facilite la 

dissémination du virus. 

PůƵƐŝĞƵƌƐ ĨĂĐƚĞƵƌƐ ĐŽŶƚƌŝďƵĞŶƚ ă ů͛ŝŵƉĂĐƚ ĐŽŶƐŝĚĠƌĂďůĞ ĚĞƐ ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ ă ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ͕ ĞŶ ƉĂƌƚŝĐƵůŝĞƌ 

ůŽƌƐ Ě͛ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ ͗  

ʹ la résistance du virus aux pH acides ou basiques, à la chaleur, aux concentrations 

ŚĂďŝƚƵĞůůĞƐ ĚĞ ĐŚůŽƌĞ ĨĂǀŽƌŝƐĞŶƚ ůĞƵƌ ƉĞƌƐŝƐƚĂŶĐĞ ĚĂŶƐ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ͕  

ʹ une dose infectieuse faible peut entraîner la maladie (10 unités PCR seraient suffisantes 

dans le cas du virus Norwalk) (Teunis et coll., 2008),  

ʹ Ğƚ ůĂ ƉƌĠƐĞŶĐĞ ĚĞ ƉŽƌƚĞƵƌƐ ĂƐǇŵƉƚŽŵĂƚŝƋƵĞƐ Ğƚ ů͛ĞǆĐƌĠƚŝŽŶ ĚƵ ǀŝƌƵƐ ĚƵƌĂŶƚ ůĂ ƉŚĂƐĞ ƉŽƐƚ-

symptomatique qui peut durer plusieurs semaines (Tu et coll., 2008). 

La transmission alimentaire ou hydrique des infections à norovirus est bien connue et les 

coquillages ont été souvent incriminés, en particulier les huîtres. Mais de nombreux aliments 

contaminés ont également été mis en cause : salades, sandwichs, fruits et légumes frais ou 

congelés, pâtisseries, etc. Ces aliments sont souillés soit par l'intermédiaire du milieu hydrique 

contaminé (lavage de denrées, irrigation de végétaux consommés crus ou élevage de 
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coquillages), soit lors de leur manipulation par des personnes infectées et peuvent être 

responsables Ě͛ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ ƚŽƵĐŚĂŶƚ ƉůƵƐŝĞƵƌƐ ŵŝůůŝĞƌƐ ĚĞ ƉĞƌƐŽŶŶĞƐ. Les exemples en sont 

donnés ƉĂƌ ůĞƐ ǀĂŐƵĞƐ Ě͛ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ ĞƵƌŽƉĠĞŶŶĞƐ et américaines consécutives à la 

commercialisation de framboises contaminées (Ponka et coll., 1999a ; Ponka et coll., 1999b) ou 

encore aux États-Unis par la contamination du glaçage servant à la confection de gâteaux par 

un pâtissier (Kuritsky et coll., 1984). Ce mode de transmission, faisant intervenir une personne 

infectée, symptomatique ou non, ayant manipulé un aliment, serait en fait responsable ũƵƐƋƵ͛ă 

67% ĚĞƐ ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĂůŝŵĞŶƚĂŝƌĞ (Mead et coll., 1999 ; Koopmans et Duizer, 2004). 

Toutefois, bien que la transmission de personne à personne soit le plus souvent incriminée 

dans les épidémies, elle peut être secondaire à une origine alimentaire ou hydrique. Le plus 

souvent celle-Đŝ ŶĞ ƉĞƵƚ ġƚƌĞ ƌĞƚƌŽƵǀĠĞ͕ ů͛ŝntroduction du virus dans la collectivité se faisant par 

une personne infectée symptomatique ou non mais excrétrice du virus.  

Iů Ŷ͛ĞǆŝƐƚĞ ĂƵũŽƵƌĚ͛ŚƵŝ ĂƵĐƵŶĞ ƉƌĞƵǀĞ ĚĞ ƚƌĂŶƐŵŝƐƐŝŽŶ ĚĞ ů͛ĂŶŝŵĂů ă ů͛ŚŽŵŵĞ ŵġŵĞ Ɛŝ ĐĞƌƚĂŝŶĞƐ 

souches présentent des similitudes génétiques, notamment chez le porc (Wang et coll., 2005 ; 

Mattison et coll., 2007). 

4. Contrôle et prévention 

Les actions de prévention des infections à norovirus doivent cibler les différents niveaux de la 

contamination. La protection des zones de production alimentaire ou hydrique (parcs à huîtres, 

ůĞƐ ĞĂƵǆ Ě͛ŝƌƌŝŐĂƚŝŽŶ ŽƵ ĚĞ ĚŝƐƚƌŝďƵƚŝŽŶ) repose sur les contrôles en amont, les stations de 

ƚƌĂŝƚĞŵĞŶƚ ĚĞƐ ĞĂƵǆ ƵƐĠĞƐ ŽƵ ů͛ŝŶƚĞƌĚŝĐƚŝŽŶ ĚĞ ƌĞũĞƚ ƐĂƵǀĂŐĞ͘ LĞ ĐŽŶƚƌƀůĞ ĚĞƐ ǌŽŶĞƐ ƐĞŶƐŝďůĞƐ 

par les techniques moléculaires facilite la surveillance et accélère les alertes sanitaires. En aval, 

ůĞ ƌĞƐƉĞĐƚ ĚĞƐ ƌğŐůĞƐ Ě͛ŚǇŐŝğŶĞ est indispensable pour éviter la contamination des aliments lors 

de leur préparation et pour limiter la diffusion du virus de personne à personne. Les surfaces de 

ƚƌĂǀĂŝů ĚŽŝǀĞŶƚ ġƚƌĞ ĚĠƐŝŶĨĞĐƚĠĞƐ ă ů͛ĞĂƵ ĚĞ ũĂǀĞů͘ TŽƵƚ ĞŵƉůŽǇĠ ŵĂůĂĚĞ ĚŽŝƚ ġƚƌĞ ĞǆĐůƵ ĚĞ Ɛon 

ƚƌĂǀĂŝů ũƵƐƋƵ͛ă ϰϴ ă ϳϮ ŚĞƵƌĞƐ ĂƉƌğƐ ůĂ ĨŝŶ ĚĞƐ ƐǇŵƉƚƀŵĞƐ͘ 

LĂ ƉƌĠǀĞŶƚŝŽŶ ƌĞƉŽƐĞ ƐƵƌ ƵŶ ƌĞƐƉĞĐƚ ƉĞƌŵĂŶĞŶƚ ĚĞƐ ƌğŐůĞƐ Ě͛ŚǇŐŝğŶĞ Ğƚ ĚĞƐ ƉƌĠĐĂƵƚŝŽŶƐ ĚŝƚĞƐ 

de contact (Siegel et coll., 2007) ĂǀĞĐ ƵŶ ůĂǀĂŐĞ ƐŽŝŐŶĞƵǆ ĚĞƐ ŵĂŝŶƐ ĂǀĞĐ ĚĞ ů͛ĞĂƵ Ğƚ ƵŶ ƐĂǀŽŶ 

antiseptique ou avec des solutions hydroalcooliques choisies pour leur efficacité (Belliot et coll., 

2008a). Dès les premiers cas de gastroentérites, ces mesures doivent être renforcées (strict 

ůĂǀĂŐĞ ĚĞƐ ŵĂŝŶƐ͕ ƉŽƌƚ Ě͛ƵŶ ƐĂƌƌĂƵ͕ ĚĞ ŵĂƐƋƵĞ ĞŶ ĐĂƐ ĚĞ ǀŽŵŝƐƐĞŵĞŶƚƐͿ Ğƚ ġƚƌĞ ĂƐƐŽĐŝĠĞƐ ă ƵŶĞ 

ĚĠĐŽŶƚĂŵŝŶĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ƐƵƌĨĂĐĞƐ Ğƚ ĚĞ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ ă ů͛ĂŝĚĞ Ě͛ƵŶ ĚĠƐŝŶĨĞĐƚĂnt reconnu 
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ǀŝƌƵĐŝĚĞ ƉŽƵƌ ůĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ƚĞů ƋƵĞ ů͛ŚǇƉŽĐŚůŽƌŝƚĞ ĚĞ ƐŽĚŝƵŵ ;ĞĂƵ ĚĞ JĂǀĞůͿ (Barker et coll., 

2004). 

LĂ ŵŝƐĞ ĂƵ ƉŽŝŶƚ Ě͛ƵŶ ǀĂĐĐŝŶ ĞĨĨŝĐĂĐĞ ƐĞ ŚĞƵƌƚĞ actuellement à différentes caractéristiques des 

norovirus humains que sont leur forte variabilité génétique et antigénique, notamment chez les 

GII.4, leur propension à générer une iŵŵƵŶŝƚĠ ŚŽŵŽƚǇƉŝƋƵĞ ă ĐŽƵƌƚ ƚĞƌŵĞ Ğƚ ů͛ŝŵƉŽƐƐŝďŝůŝƚĠ 

actuelle de trouver un système de culture approprié (Estes et coll., 2000). Différentes 

approches ont été investiŐƵĠĞƐ ƐĂŶƐ ŐƌĂŶĚ ƐƵĐĐğƐ ĞŶ ƐĞ ďĂƐĂŶƚ ƐƵƌ ů͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ ĚĞ particules ou 

domaines P exprimés sur baculovirus, bactéries, levures ou encore plantes transgéniques (Ball 

et coll., 1996 ; Estes et coll., 1997 ; Tacket et coll., 2000 ; Xia et coll., 2007). Toutefois, sur un 

plan strictement économique et ĐŽŵŵĞƌĐŝĂů͕ ůĞ ďŝĞŶ ĨŽŶĚĠ Ě͛ƵŶ ƚĞů ǀĂĐĐŝŶ Ŷ͛ĞƐƚ ƉĂƐ ĠǀŝĚĞŶƚ͘ 

5. Diagnostic des norovirus humains  

Compte-ƚĞŶƵ Ě͛ƵŶ ŝŶƚĠƌġƚ ĐƌŽŝƐƐĂŶƚ Ğƚ ƵŶĞ ŵĞŝůůĞƵƌĞ ĐŽŶŶĂŝƐƐĂŶĐĞ ĚĞ ů͛ĠƉŝĚĠŵŝŽůŽŐŝĞ ĚĞƐ 

norovirus, les tests diagnostics des infections à norovirus est actuellement en plein 

ĚĠǀĞůŽƉƉĞŵĞŶƚ ŵĂŝƐ ƌĞƐƚĞ ĞŶĐŽƌĞ ĂƐƐĞǌ ĐŽŶĨŝĚĞŶƚŝĞů͕ ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ ĞŶ FƌĂŶĐĞ͘ Iů Ɛ͛ĂŐŝƚ de 

techniques directes.  

BŝĞŶ ƋƵ͛ŚŝƐƚŽƌŝƋƵĞŵĞŶƚ ůĂ ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ ĠůĞĐƚƌŽŶŝƋƵĞ ait ĠƚĠ ůĂ ƚĞĐŚŶŝƋƵĞ ĚĞ ĐŚŽŝǆ͕ ĞŶ ů͛ĂďƐĞŶĐĞ 

de réactifs adéquats, pour la découverte de nombreux virus entériques dont les calicivirus et les 

rotavirus, cette technique par son maŶƋƵĞ ĚĞ ƐĞŶƐŝďŝůŝƚĠ͕ ů͛ĠƋƵŝƉĞŵĞŶƚ Ğƚ ů͛ĞǆƉĞƌƚŝƐĞ ƋƵ͛ĞůůĞ 

requiert, a été peu à peu remplacée par les techniques de biologie moléculaire (RT-PCR et RT-

PC‘ ĞŶ ƚĞŵƉƐ ƌĠĞůͿ ƉůƵƐ ƐŝŵƉůĞƐ Ě͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ͘ DĞƉƵŝƐ ƋƵĞůƋƵĞƐ ĂŶŶĠĞƐ͕ ŽŶ ŽďƐĞƌǀĞ ĠŐĂůĞŵĞŶƚ ůĞ 

développement de techniques immunoenzymatiques qui toutefois manquent encore de 

fiabilité et de sensibilité. 

5.1 Détection du génome 

LĞƐ ƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐ Ě͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ;‘T-PCR et RT-PCR en temps réel) sont des méthodes 

ĂƵũŽƵƌĚ͛ŚƵŝ ůĂƌŐĞŵĞŶƚ ƵƚŝůŝƐĠĞƐ ƉŽƵƌ ůĂ ĚĠƚĞĐƚŝŽŶ ĚĞ ŶŽŵbreux virus dans différents types de 

ƉƌĠůğǀĞŵĞŶƚƐ ;ƐĞůůĞƐ͕ ǀŽŵŝƐƐƵƌĞƐ͕ ĂůŝŵĞŶƚƐ ŽƵ ĞŶĐŽƌĞ ů͛ĞĂƵ). Elles sont devenues les outils 

standards de détection et de suivi épidémiologique des norovirus. L͛ŚĠƚĠƌŽŐĠŶĠŝƚĠ ĚƵ ŐĠŶŽŵĞ 

des norovirus humains ne permet pas ůĂ ĚĠƚĞĐƚŝŽŶ ĚĞƐ GI Ğƚ ĚĞƐ GII ĂǀĞĐ ƵŶ ƐĞƵů ũĞƵ Ě͛ĂŵŽƌĐĞƐ : 

amorces et sondes ont généralement comme cible la partie la plus conservée de la polymérase 

(domaine YGDD) (Kageyama et coll., 2003).  
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Pour détecter la totalité des génotypes connus, ces techniques utilisent plusieurs couples 

Ě͛ĂŵŽƌĐĞƐ ĐŝďůĂŶƚ ƵŶĞ ƌĠŐŝŽŶ ĐŽŶƐĞƌǀĠĞ ĚĞ ů͛O‘Fϭ ĐŽĚĂŶƚ ůĂ ƉŽůǇŵĠƌĂƐĞ (Ando et coll., 1995 ; 

Vinje et Koopmans, 1996 ; Jiang et coll., 1999b ; Fankhauser et coll., 2002)͘ D͛ĂƵƚƌĞƐ ĂŵŽƌĐĞƐ 

ŽŶƚ ĠƚĠ ĚĠǀĞůŽƉƉĠĞƐ ƉŽƵƌ ĂŵƉůŝĨŝĞƌ ůĞƐ ƌĠŐŝŽŶƐ ĚĞ ů͛O‘FϮ ĐŽĚĂŶƚ ůĂ Ɖƌotéine de capside VP1 (Le 

Guyader et coll., 1996 ; Kojima et coll., 2002 ; Vennema et coll., 2002 ; Vinje et coll., 2004 ; 

Siebenga et coll., 2009). L͛ŚǇďƌŝĚĂƚŝŽŶ ŽƵ ůĞ ƐĠƋƵĞŶĕĂŐĞ ĚƵ Ɖroduit amplifié permet le 

génotypage du virus͘ D͛ƵŶĞ ŵĂŶŝğƌĞ ŐĠŶĠƌĂůĞ͕ ů͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƉĂƌƚŝĞ ůĂ ƉůƵƐ ĐŽŶƐĞƌǀĠĞ ĚĞ 

ůĂ ƉŽůǇŵĠƌĂƐĞ ƉĞƌŵĞƚ ůĂ ĚĠƚĞĐƚŝŽŶ ĚƵ ǀŝƌƵƐ Ğƚ Ě͛ĠƚĂďůŝƌ ƵŶ ƚǇƉĂŐĞ ƉƌĠůŝŵŝŶĂŝƌĞ ƉĂƌ ƐĠƋƵĞŶĕĂŐĞ͘ 

L͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƌĠŐŝŽŶ ƐŝƚƵĠĞ ă ů͛extrémité N-ƚĞƌŵŝŶĂůĞ ĚĞ ů͛O‘FϮ ƉĞƌŵĞƚ ƵŶ ƚǇƉĂŐĞ ƉƌĠĐŝƐ 

des norovirus (Mattison et coll., 2009)͘ Iů ĞǆŝƐƚĞ ĠŐĂůĞŵĞŶƚ ĚĞƐ PC‘ ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ ů͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ 

de la jonction entre les ORF 1 et 2 et donc de caractériser notamment les norovirus 

recombinants de type GIIb (Jiang et coll., 1999a ; Buesa et coll., 2002 ; Ambert-Balay et coll., 

2005). Enfin, des RT-PC‘ ŽŶƚ ĠƚĠ ŵŝƐĞƐ ĂƵ ƉŽŝŶƚ ƉŽƵƌ ůĂ ĚĠƚĞĐƚŝŽŶ ĚĂŶƐ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ͕ ů͛ĞĂƵ 

et la nourriture (Beller et coll., 1997 ; Schwab et coll., 1998 ; Le Guyader et coll., 2004). 

Plus récentes, les techniques de RT-PCR quantitative, c͛ĞƐƚ-à-dire en temps réel, sont de plus en 

plus utilisées car elles sont plus rapides et peuvent permettre éventuellement de déterminer la 

charge virale dans les prélèvements (Kageyama et coll., 2003 ; Richards et coll., 2004). Le choix 

des amorces pour ce type de technique est plus délicat que pour une PCR conventionnelle.  

5.2 Détection des antigènes 

Depuis quelques années, des trousses de détection des antigènes de norovirus sont disponibles 

dans le commerce. Ces trousses commerciales ƐŽŶƚ ƉƌŽƉŽƐĠĞƐ ƐŽƵƐ ĨŽƌŵĞ Ě͛ELISA ŽƵ ĚĞ ƚĞƐƚƐ 

ƌĂƉŝĚĞƐ ŝŵŵƵŶŽĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚŝƋƵĞ ;ICTͿ͘ L͛ĂŵĠůŝŽƌĂƚŝŽŶ ĐŽŶƐƚĂƚĠĞ ĚĞƐ ĚĞƌŶŝğƌĞƐ ƚƌŽƵƐƐĞƐ 

ĐŽŵŵĞƌĐŝĂůŝƐĠĞƐ ƉĞƌŵĞƚ ĂƵũŽƵƌĚ͛ŚƵŝ ĚĞ ůĞƐ ŝŶĐůƵƌĞ ĚĂŶƐ ƵŶĞ ƐƚƌĂƚĠŐŝĞ ĚĞ ĚŝĂŐŶŽƐƚŝĐ ĚĞƐ 

épidémies bien que les résultats varŝĞŶƚ Ě͛ƵŶ ŐĠŶŽƚǇƉĞ ă ů͛ĂƵƚƌĞ. Leur seuil de sensibilité ne 

dépasse néanmoins que rarement les 50%, ce qui reste encore peu satisfaisant (Gray et coll., 

2007) et contraint à tester plusieurs échantillons (au minimum 4 voire 6) pour établir un 

diagnostic fiable (Duizer et coll., 2007). 

5.3 Analyses sérologiques 

Les analyses sérologiques visant à détecter des IgG ou des IgM dans le sérum ou des IgA 

directement dans les selles sont relativement peu fiables et ne reflètent pas nécessairement 



38 

 

ů͛ĠƚĂƚ ŝŶĨĞĐƚŝĞƵǆ͕ ůĂ ƌĠƉŽŶƐĞ ŝŵŵƵŶŝƚĂŝƌĞ IŐG ĐŽŶƐĠƋƵĞŵŵĞŶƚ ă ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ Ŷ͛ĠƚĂŶƚ 

généralement pas spécifique de type (Belliot et coll., 2001)͘ BŝĞŶ ƋƵ͛ŝů Ăŝƚ ĠƚĠ ƐƵŐŐĠƌĠ ƋƵĞ ůĞƐ 

réponses IgM ou IgA soient plus spécifique de type (Gray et coll., 1994), ces techniques 

ĚŝĂŐŶŽƐƚŝƋƵĞƐ Ŷ͛ŽŶƚ ũĂŵĂŝƐ ƉĂƐ ĠƚĠ ĚĠǀĞůŽƉƉĠĞƐ͕ ů͛ŽďƐƚĂĐůĞ ŵĂũĞƵƌ ĠƚĂŶƚ ƋƵ͛ŝů Ŷ͛ĞǆŝƐƚĞ ƉĂƐ 

Ě͛ĂŶƚŝŐğŶĞ ĚĞ ŐƌŽƵƉĞ ƋƵŝ ƐŽŝƚ ĐŽŵŵƵŶ ƉŽƵƌ ƚŽƵƐ ůĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ŚƵmains. 
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C. ÉPIDÉMIOLOGIE DES NOROVIRUS 

Les infections à norovirus sont responsables chaque année de près de 200.000 décès chez les 

enfants de moins de 5 ans dans les pays en voie de développement et près de 900.000 

consultations et 64.000 hospitalisations dans les pays à hauts revenus (Patel et coll., 2009). 

Les infections par le norovirus humain sont plus populairement connues sous les termes de 

grippe intestinale et de winter vomiting disease chez les anglo-saxons car ils sont basés sur 

ů͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƐĂŝƐŽŶŶĂůŝƚĠ ŚŝǀĞƌŶĂůĞ ĚĞƐ ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ des gastroentérites : de novembre à 

ŵĂƌƐ ƉŽƵƌ ů͛ŚĠŵŝƐƉŚğƌĞ NŽƌĚ͘ Ce caractère saisonnier semble cependant plus émoussé dans les 

ƉĂǇƐ ĚĞ ů͛ŚĠŵŝƐƉŚğƌĞ Sud, peut-être compte-tenu de l͛ĂďƐĞŶĐĞ ĚĞ ƌĠƐĞĂƵǆ ĚĞ ƐƵƌǀĞŝůůĂŶĐĞ 

toujours bien structurés (Tu et coll., 2007 ; Siebenga et coll., 2009). 

1. Prévalence et incidence 

Les norovirus touchent aussi bien les individus des pays développés que ceux en voie de 

développement. Les analyses sérologiques utilisant des VLP recombinantes de norovirus GI et 

GII ont permis de démontrer que la prévalence des anticorps est mieux corrélée ĂǀĞĐ ů͛ąŐĞ dans 

les pays développés qu͛en voie de développement (Jiang et coll., 2000). La prévalence des 

anticorps dirigés contre les norovirus GII apparaît être par ailleurs plus élevée que celle des 

norovirus GI, ce qui reflète bien la prédominance des souches GII (Cubitt et coll., 1987 ; O'Ryan 

et coll., 1998 ; Smit et coll., 1999 ; Jiang et coll., 2000).  

PĞƵ ĚĞ ĚŽŶŶĠĞƐ ƐƵƌ ů͛ŝŶĐŝĚĞŶĐĞ ĚĞƐ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ă ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ƐŽŶƚ ĂĐƚƵĞůůement disponibles. 

Néanmoins, il a été évalué que près de 18% des cas communautaires de gastroentérites au 

ĐŽƵƌƐ Ě͛ƵŶĞ ƐĂŝƐŽŶ ŚŝǀĞƌŶĂůĞ Ğƚ ĂƵ ŵŽŝŶƐ ϱй ĚĞƐ ĐĂƐ ǀƵƐ ƉĂƌ ƵŶ ŵĠĚĞĐŝŶ ƐŽŶƚ ĂƐƐŽĐŝĠƐ ă ƵŶĞ 

infection par norovirus (Koopmans et coll., 2000). Aux États-Unis, les norovirus sont 
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ƌĞƐƉŽŶƐĂďůĞƐ ĚĞ ϵϯй ĚĞƐ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ alimentaire ce qui représenteraient près de 

26 millions de cas chaque année (Mead et coll., 1999 ; Fankhauser et coll., 2002) ; il en est 

probablement de même en Europe (Koopmans et coll., 2003 ; Lopman et coll., 2003b).  

LĂ ƚƌĂŶƐŵŝƐƐŝŽŶ ĚĞ ĐĞƐ ǀŝƌƵƐ ƉĂƌ ů͛ĞĂƵ ŽƵ ůĞƐ ĂůŝŵĞŶƚƐ ĐŽŶƚĂŵŝŶĠƐ étant bien établie, la 

transmission de personne à personne apparaît cependant être le mode principal de diffusion du 

virus, soient environ 70 à 90% des cas (Greig et Lee, 2008 ; Kroneman et coll., 2008a). Les 

norovirus sont ainsi responsables de la majorité des gastroentérites sporadiques ou 

épidémiques survenant dans diverses collectivités : hôtels, maisons de retraite, écoles et autres 

institutions (Lopman et coll., 2003a). 

2. LĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ĚĂŶƐ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ 

Les norovirus partagent avec les autres calicivirus diverses caractéristiques qui leur permettent 

ĚĞ ƉĞƌƐŝƐƚĞƌ ĚĂŶƐ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ ĚŽŶƚ ƵŶĞ ĞǆĐƌĠƚŝŽŶ ƉƌŽůŽŶŐĠĞ ƉĞƌƐŝƐƚĂŶƚ ĂƉƌğƐ ůĂ ƌĠƐŽůƵƚŝŽŶ 

ĐůŝŶŝƋƵĞ ŽƵ ĞŶ ů͛ĂďƐĞŶĐĞ ĚĞ ƚŽƵƚĞ ƐǇŵƉƚŽŵĂƚŽůŽŐŝĞ͕ leur stabilitĠ ĚĂŶƐ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ ŽƵ 

encore une importante diversité de souches (Caul, 1994 ; Rockx et coll., 2002 ; Rzezutka et 

Cook, 2004 ; Green, 2007 ; Atmar et coll., 2008 ; Koopmans, 2008 ; Teunis et coll., 2008). En 

ů͚ĂďƐĞŶĐĞ ĚĞ ƐǇƐƚğŵĞ ĚĞ ĐƵůƚƵƌĞ ƉŽƵƌ ůĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ŚƵŵĂŝŶƐ͕ ůĞƵƌ ƐƚĂďŝůŝƚĠ Ğƚ ůĞƵƌ ƐƵƌǀŝĞ ĚĂŶƐ 

ů͛environnement et notamment sur les denrées alimentaires sont estimées à partir des données 

ĚŝƐƉŽŶŝďůĞƐ ƉŽƵƌ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ĐĂůŝĐŝǀŝƌƵƐ͕ ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ ůĞ ĐĂůŝĐŝǀŝƌƵƐ ĨĠůŝŶ (FCV) et le norovirus murin 

(MNV) (Cannon et coll., 2006 ; Kingsley et coll., 2007 ; Baert et coll., 2008 ; Hewitt et coll., 2009). 

A ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĚĞ ďŽŶ ŶŽŵďƌĞ Ě͛ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ ŚǇĚƌŝƋƵĞ (Myint et coll., 1994 ; Parshionikar et 

coll., 2003 ; Maunula et coll., 2005), les norovirus sont présents dans les eaux usées épurées et 

non traitées (Lodder et coll., 1999 ; Loisy et coll., 2000 ; da Silva et coll., 2007 ; Iwai et coll., 

2009). Ils sont résistants aux étapes de traitement des eaux (Laverick et coll., 2004 ; Ueki et 

coll., 2005 ; van den Berg et coll., 2005 ; Myrmel et coll., 2006), en particulier à la chloration, 

ů͛ĂďĂƚƚĞŵĞŶƚ ĠƚĂŶƚ ŝŶĨĠƌŝĞƵƌ ă ϭ ůŽŐ ĂƵ ĐŽƵƌƐ ĚĞƐ ƚƌĂŝtements secondaires (Carter, 2005 ; Lodder 

et de Roda Husman, 2005). De plus, ils ont été retrouvés dans les eaux souterraines 

(Parshionikar et coll., 2003) et de surface (Aw et coll., 2009). 

L͛ƵŶĞ ĚĞƐ ƉƌŝŶĐŝƉĂůĞƐ ƐŽƵƌĐĞƐ Ě͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĂůŝŵĞŶƚĂŝƌĞ ĞƐƚ ĐŽŶƐƚŝƚƵĠe par les 

mollusques bivalves tels que les huîtres, les moules ou les palourdes qui, par filtration, 

accumulent un bon nombre de microorganismes dont les virus entériques (Nappier et coll., 

2008). Les norovirus sont concentrés dans les tissus des glandes digestives (Wang et coll., 2008 ; 
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McLeod et coll., 2009) où leur persistance, pendant des semaines, serait facilitée par la 

présence de motifs antigéniques similaires aux HBGA humains (Le Guyader et coll., 2006). 

PůƵƐ ĚĞ ůĂ ŵŽŝƚŝĠ ĚĞƐ ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞƐ ŚǇĚƌŝƋƵĞƐ Ğƚ ĂůŝŵĞŶƚĂŝƌĞƐ ƐĞƌĂŝĞŶƚ ĚƵĞƐ ĂƵx 

norovirus du génogroupe I (Kageyama et coll., 2004 ; Maunula et coll., 2005 ; Blanton et coll., 

2006 ; Le Guyader et coll., 2006) car ils seraient plus résistants aux étapes de traitement des 

eaux usées que les norovirus du génogroupe II (da Silva et coll., 2007) pour lesquels, en 

ƌĞǀĂŶĐŚĞ͕ ůĂ ƉĞƌƐŝƐƚĂŶĐĞ ĚĂŶƐ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ ƉŽƵƌƌĂŝƚ ġƚƌĞ ĨĂǀŽƌŝƐĠĞ ƉĂƌ ůĞ ĨƌŽŝĚ (Lee et Kim, 

2008). 

3. Caractéristiques épidémiologiques 

Il faut distinguer deux contextes épidémiologiques : ůĞƐ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ƐƉŽƌĂĚŝƋƵĞƐ Ě͛ƵŶĞ ƉĂƌƚ͕ 

Ğƚ ůĞƐ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ĠƉŝĚĠŵŝƋƵĞƐ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĂůŝŵĞŶƚĂŝƌĞ (toxi-infections alimentaires collectives 

ou TIAC), ŽƵ ŚǇĚƌŝƋƵĞ Ě͛ĂƵƚƌĞ ƉĂƌƚ͘ 

3.1 Les gastroentérites sporadiques 

L͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ĚĂŶƐ ůĞƐ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ƐƉŽƌĂĚŝƋƵĞƐ ŚŝǀĞƌŶĂůĞƐ ŽďƐĞƌǀĠĞƐ ĞŶ 

médecine générale est encore peu documentée mais on considère ƋƵ͛ĞŶ ŵŽǇĞŶŶĞ ϭϮ % des cas 

sporadiques seraient dus à norovirus (Patel et coll., 2009). Néanmoins, les techniques 

moléculaires de diagnostic montrent que les norovirus sont la principale cause des 

ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ĂŵďƵůĂƚŽŝƌĞƐ ĐŚĞǌ ů͛ĂĚŽůĞƐĐĞŶƚ Ğƚ ů͛ĂĚƵůƚĞ (Chikhi-Brachet et coll., 2002) et la 

ĚĞƵǆŝğŵĞ ĐĂƵƐĞ Ě͛ŚŽƐƉŝƚĂůŝƐĂƚŝŽŶ ĐŚĞǌ ůĞƐ ĞŶĨĂŶƚƐ ĚĞ ŵŽŝŶƐ ĚĞ ϱ ĂŶƐ ĂƉƌğƐ ůĞƐ ƌotavirus. 

Certains auteurs ont signalé également une implication similaire de ces deux virus dans les 

gastroentérites du jeune enfant avec parfois un impact clinique comparable (Colomba et coll., 

2007 ; Iturriza Gomara et coll., 2008 ; Sdiri-Loulizi et coll., 2008 ; Reimerink et coll., 2009).  

3.2 Les gastroentérites épidémiques 

LĞƐ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĂůŝŵĞŶƚĂŝƌĞ ŽƵ ŚǇĚƌŝƋƵĞ ƐŽŶƚ ĚƵĞƐ le plus souvent aux norovirus. 

Ces épidémies sont « explosives ͩ ĂǀĞĐ ƵŶ ƚĂƵǆ Ě͛ĂƚƚĂƋƵĞ élevé pouvant varier de 17 à 100% en 

fonction du génotype (Vinje et Koopmans, 1996 ; Torner et coll., 2008). Notons que le taux 

Ě͛ĂƚƚĂƋƵĞ ĚĞƐ norovirus GII.4 semble cependant être plus faible que pour les autres génotypes 

(Noda et coll., 2008).  
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Récemment, il a été estimé quĞ ĐŚĂƋƵĞ ĐĂƐ ƉƌŝŵĂŝƌĞ ƉŽƵǀĂŝƚ ġƚƌĞ ă ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĚĞ 4 à 14 nouveaux 

cas secondaires (Heijne et coll., 2009). Pour chaque épidémie, l͛ĞŶƋƵġƚĞ permet de retrouver la 

ƐŽƵƌĐĞ ĚĞ ĐŽŶƚĂŵŝŶĂƚŝŽŶ ƋƵĞ ů͛ĂŶĂůǇƐĞ ǀŝƌŽůŽŐŝƋƵĞ Ŷ͛ĂƌƌŝǀĞ ƉĂƐ ƚŽƵũŽƵƌƐ ă ĐŽŶĨŝƌŵĞƌ͘ En 

revanche, ů͛ĂŶĂůǇƐĞ ǀŝƌŽůŽŐŝƋƵĞ ĚĞƐ ƐĞůůĞƐ ĞƐƚ ůĞ ƉůƵƐ ƐŽƵǀĞŶƚ ƉŽƐŝƚŝǀĞ Ğƚ ŵet en évidence une 

très grande diversité de génotypes de norovirus impliqués. Enfin, ces épidémies surviennent 

généralement ƚŽƵƚ ĂƵ ůŽŶŐ ĚĞ ů͛ĂŶŶĠĞ ƐĂŶƐ ĐĂƌĂĐƚğƌĞ ƐĂŝƐŽŶŶŝĞƌ͘ 

3.2.1 Les épidémies dans les collectivités 

A ů͛ŽƉƉŽƐĠ, les épidémies de gastroentérites touchant les établissements de soins et 

Ě͛ŚĠďĞƌŐĞŵĞŶƚ ƐŽŶƚ ƉƌŝŶĐŝƉĂůĞŵĞŶƚ ŚŝǀĞƌŶĂůĞƐ (Green et coll., 2002a ; Bon et coll., 2005). Tout 

ĂƵƐƐŝ ďƌƵƚĂůĞƐ͕ ĐĞƐ ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ ŽŶƚ ůĞƐ ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐƚŝƋƵĞƐ ĠƉŝĚĠŵŝŽůŽŐŝƋƵĞƐ Ě͛ƵŶĞ ƚƌĂŶƐŵŝƐƐŝŽŶ ĚĞ 

personne à personne. Sur un plan virologique, elles se distinguent des précédentes par le 

génotype du norovirus en cause, qui est presque exclusivement le génogroupe II et 

principalement les norovirus GII.4 en Europe et dans le reste du monde (Green et coll., 2002a ; 

Gallimore et coll., 2004a ; Bon et coll., 2005 ; Kroneman et coll., 2008b). Dans les hôpitaux, des 

infections nosocomiales à norovirus ont été également observées͕ ŝů Ɛ͛ĂŐŝƚ principalement de 

norovirus GII.4 (Traore et coll., 2000 ; Johnston et coll., 2007 ; Johansen et coll., 2008). 

Les norovirus ont été également documentés comme un important pourvoyeur de 

gastroentérites chez les militaires (McCarthy et coll., 2000) ƉŽƵǀĂŶƚ ĂƚƚĞŝŶĚƌĞ ũƵƐƋƵ͛ă ϭϬй 

Ě͛ŝŶĐŝĚĞŶĐĞ ĚĞƌƌŝğƌĞ ůĞƐ ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ ă E. Coli (17%) (Bourgeois et coll., 1993). De manière 

similaire, ůĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ƐŽŶƚ ƌĠŐƵůŝğƌĞŵĞŶƚ ƌĞƐƉŽŶƐĂďůĞƐ Ě͛ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ ĚĞ gastroentérite à 

grande échelle sur les navires de croisières touristiques mais également militaires (Herwaldt et 

coll., 1994 ; Khan et coll., 1994 ; Sharp et coll., 1995 ; Corwin et coll., 1999 ; Oyofo et coll., 1999 ; 

Bohnker et Thornton, 2003 ; Gallimore et coll., 2003 ; Verhoef et coll., 2008). 

3.2.2 Les toxi-infections alimentaires collectives 

LĞƐ ƌŝƐƋƵĞƐ ĚĞ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ă ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĂůŝŵĞŶƚĂŝƌĞ ŶĞ ƐŽŶƚ ƉĂƐ ŶĠŐůŝŐĞĂďůĞƐ Ğƚ ƐŽŶƚ 

de plus en plus pris en considération. Ces gastroentérites ne sont pas nécessairement 

hivernales et elles sont souvent sporadiques. On estime ainsi que, sur les 23 millions de cas 

annuels de gastroentérite à norovirus au États-Unis, 40% sont ĚƵĞƐ ĂƵǆ ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ 

alimentaire (Mead et coll., 1999)͘ LĞƐ ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĂůŝŵĞŶƚĂŝƌĞ ƐŽŶƚ ƐŽƵǀĞŶƚ ĂƐƐŽĐŝĠĞƐ ă 

ůĂ ĐŽŶƐŽŵŵĂƚŝŽŶ Ě͛ĂůŝŵĞŶƚƐ ůĞ ƉůƵƐ ƐŽƵǀĞŶƚ ĐŽŶƚĂŵŝŶĠƐ ůŽƌƐ ĚĞ ůĞƵƌ ƉƌĠƉĂƌĂƚŝŽŶ ŽƵ ƉĂƌ ĚĞƐ 
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eaux souillées. Les norovirus incriminés ne sont pas nécessairement de type GII.4 mais un 

éventail de norovirus aussi bien GI que GII (Le Guyader et coll., 2000). 

4. Épidémiologie moléculaire 

Les norovirus humains se répartissent entre deux génogroupes, les GGI avec 8 génotypes et les 

GII avec 19 génotypes (voir plus haut). Outre cette diversité génétique et antigénique, les 

ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ƉŽƐƐğĚĞŶƚ ƵŶ ƉŽƚĞŶƚŝĞů ĠǀŽůƵƚŝĨ ŝŵƉŽƌƚĂŶƚ͘ LĞƐ ĚŝĨĨĠƌĞŶƚĞƐ ĠƚƵĚĞƐ Ě͛ĠƉŝĚĠŵŝŽůŽŐŝĞ 

moléculaire ont mis en avant la prédominance du génogroupe II dans près de 75 à 100 % des 

cas sporadiques (Patel et coll., 2009), ĂǀĞĐ ů͛implication du génotype GII.4 dans près de 60 à 

80% des cas selon les pays. Les norovirus GII.3 semblent quant à eux surtout associés aux 

ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ĂŝŐƵģƐ ĐŚĞǌ ů͛ĞŶĨĂŶƚ͕ ĂůŽƌƐ ƋƵĞ ůes norovirus GGI sont le plus souvent impliqués 

ĚĂŶƐ ůĞƐ ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ ĚƵĞƐ ă ůĂ ĐŽŶƚĂŵŝŶĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ĞĂƵ ŽƵ ĚĞƐ ĂůŝŵĞŶƚƐ͘ 

4.1 Les norovirus GII.4 

L͛ĂŵĠůŝŽƌĂƚŝŽŶ ĐŽŶƐƚĂŶƚĞ ĚĞƐ ƌĠƐĞĂƵǆ ĚĞ ƐƵƌǀĞŝůůĂŶĐĞ ĚĞƐ ǀŝƌƵƐ ĞŶƚĠƌŝƋƵĞƐ͕ ĞŶ ƉĂƌƚŝĐƵůŝĞƌ ĂƵǆ 

États-Unis et en Europe, a permis de faire une analyse fine sur le plan phylogénétique des 

souches de norovirus incriminés dans les épidémies de gastroentérites. Ces travaux ont surtout 

concernés les norovirus GII, notamment GII.4 et GIIb. Cette analyse a permis de démontrer que 

ůĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ ƐƵďŝƐƐĞŶƚ ƵŶĞ ĚĠƌŝǀĞ ŐĠŶĠƚŝƋƵĞ ĂǀĞĐ ů͛ĂƉƉĂƌŝtion de nouveaux variants par 

cycles de 2 ou 3 ans (Siebenga et coll., 2007 ; Lindesmith et coll., 2008). Il ressort également de 

ĐĞƚƚĞ ĠǀŽůƵƚŝŽŶ ŐĠŶĠƚŝƋƵĞ ƵŶ ĂĐĐƌŽŝƐƐĞŵĞŶƚ ĚĞ ůĂ ǀŝƌƵůĞŶĐĞ ŽƵ ů͛ĂĐƋƵŝƐŝƚŝŽŶ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ƉƌŽƉƌŝĠƚĠƐ 

ayant pour conséquence un potentiel de diffusion plus important. Régulièrement, des vagues 

ĠƉŝĚĠŵŝƋƵĞƐ ĚĞ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ůŝĠĞƐ ă ů͛ĠŵĞƌŐĞŶĐĞ Ě͛ƵŶĞ ŶŽƵǀĞůůĞ ƐŽƵĐŚĞ ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ 

sont observées dans le monde (Figure 8). D͛ƵŶĞ ŵĂŶŝğƌĞ ŐůŽďĂůĞ͕ ůĞƐ ŚŽŵŽůŽŐŝĞƐ ĚĞ ƐĠƋƵĞŶĐĞƐ 

au sein du génotype GII.4 varient, en nucléotides, de 88,4 à 96,1%, et, en acides aminés, 92,1 à 

97,7% (Kamel et coll., 2009). 

La première souche de norovirus GII.4 qui fut découverte est issue du variant Bristol (Green et 

coll., 1994). Mais, lĂ ƉƌĞŵŝğƌĞ ĠƉŝĚĠŵŝĞ ĚĠĐƌŝƚĞ Ğƚ ĂŶĂůǇƐĠĞ ƐƵƌ ůĞ ƉůĂŶ ǀŝƌŽůŽŐŝƋƵĞ Ɛ͛ĞƐƚ 

déroulée durant les années 1995-96, les souches de norovirus isolées aux États-Unis comme en 

Australie étaient un variant dénommé US95/96 et dérivant de Bristol (Dingle et coll., 1995 ; 

White et coll., 2002). Suite à son émergence en 2002, le variant Farmington Hills a été 

responsable de la recrudescence d͛ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ ĚĞ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ ĚĂŶƐ ƚŽƵƚĞ ů͛EƵƌŽƉĞ telle que 
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rapportée par le réseau européen de surveillance (Lopman et coll., 2004). Cette même souche a 

été également caractérisée aux États-Unis durant la même période où une vague épidémique 

était constatée avec plus de 80% des cas rapportés (Widdowson et coll., 2004). Ce variant 

présentait, de plus, ůĂ ƉĂƌƚŝĐƵůĂƌŝƚĠ Ě͛ĂǀŽŝƌ ƵŶ ĂĐŝĚĞ ĂŵŝŶĠ ƐƵƉƉůĠŵĞŶƚĂŝƌĞ͕ ŝŶƐĠƌĠ ĚĂŶƐ ůĞ 

domaine P2 de la capside (Dingle, 2004).  

 
Figure 9. Évolution des épidémies à norovirus GII.4 en France entre 2000 et 2010 montrant 
ů͛ĠŵĞƌŐĞŶĐĞ͕ ůĂ ƉƌĠĚŽŵŝŶĂŶĐĞ Ğƚ ůĞ ƌĞŵƉůĂĐĞŵĞŶƚ ƐƵĐĐĞƐƐŝĨ ĚĞƐ ĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ͘  

CĞ ŵġŵĞ ƉŚĠŶŽŵğŶĞ Ě͛ĠŵĞƌŐĞŶĐĞ Ă ĠƚĠ observé par la suite et, à chaque fois, une souche de 

génotype GII.4, présentant des caractéristiques génétiques nouvelles, était impliquée. Ainsi, 

plus récemment en 2004, sont apparus de manière concomitante les variants Hunter et Chiba 

(Bull et coll., 2006) puis au printemps 2006 les variants Den Haag et Yerseke (Koopmans et coll., 

2006)͘ L͛ĂŶĂůǇƐĞ ƉŚǇůŽŐĠŶĠƚŝƋƵĞ Ă ƉĞƌŵŝƐ ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ ĚĞ ŵŽŶƚƌĞƌ ƋƵĞ ůĞ ǀĂƌŝĂŶƚ DĞŶ HĂĂŐ 

provenait par glissement génétique du variant Farmington Hills, et Yerseke de Hunter (Kamel et 

coll., 2009) (Figure 9). 

Il apparaît donc que les souches appartenant au génotype GII.4 ont un potentiel évolutif 

nettement supérieur aux autres norovirus. Ce potentiel évolutif semble être lié à la capside 

ǀŝƌĂůĞ ŝŵƉůŝƋƵĠĞ ĚĂŶƐ ů͛ĂŶƚŝŐĠŶŝĐŝƚĠ Ğƚ ůĂ ĨŝǆĂƚŝŽŶ ĂƵx ligands cellulaires (Kitamoto et coll., 2002 ; 

Marionneau et coll., 2002)͘ CĞƚ ĂƐƉĞĐƚ ƐĞƌĂ ĞǆƉůŽƌĠ ĚĂŶƐ ůĞ ĐŚĂƉŝƚƌĞ ƐƵŝǀĂŶƚ Ğƚ ĚĂŶƐ ů͛ĞǆƉŽƐĠ ĚĞ 

nos travaux. 
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Figure 8. Analyse phylogénétique par inférences 
bayésiennes (A) et Neighbour Joining (B) des séquences en 
acides aminés de l'ORF2 entier de 92 norovirus GII.4 
représentatifs des différents variants épidémiques isolés de 
ϭϵϴϳ ă ĂƵũŽƵƌĚ͛ŚƵŝ Ě͛ĂƉƌğƐ BĞůůŝŽƚ et coll. (Belliot et coll., 
2010).  
 
Les groupes de variants sont codés par des couleurs en 
fonction de la période de leur prédominance. 
 

4.2 Les norovirus recombinants 

Des phénomènes de recombinaison entre souches présentant une polymérase et une capside 

dérivées de souches parentes différentes ont été décrits (Jiang et coll., 1999a)͘ L͛ƵŶ ĚĞ ĐĞƐ ǀŝƌƵƐ 

ƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚƐ͕ ůĞ ǀĂƌŝĂŶƚ GIIď͕ Ă ĠƚĠ ŝƐŽůĠ ƉŽƵƌ ůĂ ƉƌĞŵŝğƌĞ ĨŽŝƐ ĂƵ ĐŽƵƌƐ Ě͛ƵŶĞ ĠƉŝĚĠŵŝĞ 

Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ ŚǇĚƌŝƋƵĞ ĚĂŶƐ ůĞ ƐƵĚ ĚĞ ůĂ FƌĂŶĐĞ ĞŶ ĂŽƸƚ ϮϬϬϬ (Ambert-Balay et coll., 2005). Celui-ci a 

B. 

A. 
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reƉƌĠƐĞŶƚĠ ũƵƐƋƵ͛ă Ϯϲй ĚĞƐ ƐŽƵĐŚĞƐ ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐĠĞƐ ĞŶ EƵƌŽƉĞ Ğƚ ƌĞƐƚĞ ƵŶĞ ĚĞƐ ƐŽƵĐŚĞƐ 

fréquemment retrouvées dans les épidémies et les cas sporadiques de gastroentérites. Ces GIIb 

ƐŽŶƚ ůĞ ƉƌŽĚƵŝƚ ĚĞ ůĂ ƌĞĐŽŵďŝŶĂŝƐŽŶ Ě͛ƵŶ O‘Fϭ ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ ŝŶĐŽŶŶƵĞ͕ ĂƐƐŽĐŝĠ ă ů͛O‘FϮ 

Ě͛ƵŶ ŐĠŶŽƚǇƉĞ ĚĠũă ŝĚĞŶƚŝĨŝĠ͕ ůĞ ƉůƵƐ ƐŽƵǀĞŶƚ GII͘ϯ ŽƵ GII͘ϰ (Jiang et coll., 1999a ; Buesa et coll., 

2002 ; Ambert-Balay et coll., 2005). Les norovirus de génotype GIIb initialement détectés en 

Europe (Lindell et coll., 2005 ; Ramirez et coll., 2006), ont rapidement diffusés en Asie et dans le 

monde entier (Thornton et coll., 2005 ; Phan et coll., 2006). D͛ĂƵƚƌĞƐ ǀŝƌƵƐ ƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚƐ ŽŶƚ ĠƚĠ 

iĚĞŶƚŝĨŝĠƐ ƐƵŐŐĠƌĂŶƚ ƋƵĞ ĐĞ ƉŚĠŶŽŵğŶĞ Ŷ͛ĞƐƚ ƉĂƐ ƌĂƌĞ (Bull et coll., 2007).  

Enfin, de nombreuses infections mixtes ont été également documentées. Ces infections mixtes 

sont probablement sources de fréquentes recombinaisons entre norovirus (Bull et coll., 2005 ; 

Etherington et coll., 2005 ; Rohayem et coll., 2005). Elles sont caractéristiques des épidémies 

ůŝĠĞƐ ă ƵŶĞ ĐŽŶƚĂŵŝŶĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ƌĠƐĞĂƵǆ Ě͛ĞĂƵ ŽƵ ŝŵƉůŝƋƵĂŶƚ ůĂ ĐŽŶƐŽŵŵĂƚŝŽŶ ĚĞ ĐŽƋƵŝůůĂŐĞƐ 

contaminés (Costantini et coll., 2006 ; Le Guyader et coll., 2008). 
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D. LES LIGANDS DES NOROVIRUS 

L͛ĠƚĂƉĞ initiale ĚĞ ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ ƵŶ ǀŝƌƵƐ ŝŵƉůŝƋƵĞ nécessairement ů͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ ĚƵ virion à la 

cellule hôte permettant alors son internalisation et sa réplication. Dans le cas des norovirus, 

ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ passe par leur fixation sur des glycannes appartenant aux antigènes tissulaires de 

groupes sanguins humains (HBGA) dont la synthèse dépend du polymorphisme combiné aux 

loci ABO, FUT2 et FUT3 et présents sur les cellules du tractus digestif (Marionneau et coll., 

2002). 

1. La découverte des ligands cellulaires des norovirus  

La découverte des ligands cellulaires des norovirus Ɛ͛ĞƐƚ ĨĂŝƚĞ grâce à ů͛ĠƚƵĚĞ des lagovirus de la 

famille Caliciviridae au cours de laquelle il a été démontré que le virus de la maladie 

hémorragique du lapin (RHDV) ƉŽƵǀĂŝƚ Ɛ͛ĂĐĐƌŽĐŚĞƌ ă ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ H ĚĞ ƚǇƉĞ Ϯ présent sur les 

cellules épithéliales (Ruvoen-Clouet et coll., 2000). Par analogie, il a été ensuite montré que des 

VLP du virus de Norwalk (norovirus GI.1) pouvaient agglutiner des érythrocytes humains 

ĞǆƉƌŝŵĂŶƚ ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ H (Hutson et coll., 2002). Ensuite, une étude de infection expérimentale a 

ŵŽŶƚƌĠ ƋƵ͛ŝů ĞǆŝƐƚĂŝƚ ƵŶ ůŝĞŶ ĚŝƌĞĐƚ ĞŶƚƌĞ ůĂ ƉƌĠƐĞŶĐĞ ĚĞƐ HBGA ĚĂŶƐ ů͛ŝŶƚĞƐƚŝŶ ĚĞƐ ŝŶĚŝǀŝĚƵƐ 

sécrétĞƵƌƐ Ğƚ ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ les norovirus (Lindesmith et coll., 2003). Par la suite, de 

nombreuses études se sont intéressées à démontrer des interactions spécifiques de souche 

entre les norovirus et les HBGA ă ů͛ĂŝĚĞ VLP ĚĞ ĚŝǀĞƌƐ ŐĠŶŽƚǇƉĞƐ ŽƵ ĚĞ ƉĂƌƚŝĐƵůĞƐ P (Harrington 

et coll., 2002 ; Huang et coll., 2003 ; Tan et coll., 2004 ; Huang et coll., 2005 ; Donaldson et coll., 

2008 ; Shirato et coll., 2008). 

De plus, ces antigènes étant naturellement présents sur la lignée immortelle des cellules 

intestinales Caco-Ϯ͕ ů͛ĂŶĂůǇƐĞ ĞŶ ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ ĐŽŶĨŽĐĂůĞ ĚĞ VLP ŝŶĐƵďĠĞƐ ƐƵƌ ces cellules a 

permis de montrer que les VLP se fixaient non seulement sur les ĐĞůůƵůĞƐ ŵĂŝƐ ƋƵ͛ĞůůĞƐ ĠƚĂŝĞŶƚ 
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aussi internalisées par la cellule. Cette observation importante est la démonstration que 

ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ĂƵǆ ĐĞůůƵůĞƐ ĠƉŝƚŚĠůŝĂůĞƐ ƐĞ ĨĂŝƚ ƉĂƌ ůĞ ďŝĂŝƐ Ě͛ƵŶ ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ ĚŽŶƚ ůĂ ƉĂƌƚŝĞ 

ŐůƵĐŝĚŝƋƵĞ ĞƐƚ ĐŽŵƉŽƐĠĞ Ě͛ƵŶ HBGA͕ ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ H (Marionneau et coll., 2002). 

Iů ĞƐƚ ŝŶƚĠƌĞƐƐĂŶƚ ĚĞ ŶŽƚĞƌ ƋƵ͛ƵŶĞ ĠƋƵŝƉĞ japonaise a montré que les norovirus étaient capables 

de se fixer à Ě͛ĂƵƚƌĞƐ glycannes que les HBGA. En effet, différentes souches de norovirus, 

principalement celles du génogroupe II, sont capables de se fixer à ů͛ŚĠƉĂƌĂŶĞ ƐƵůĨĂƚĞ. 

L͛ŚĠƉĂƌĂŶĞ ƐƵůĨĂƚĞ est un polysaccharide linéaire composant certains protéoglycannes présents 

à la surface de la plupart des cellules (Tamura et coll., 2004)͘ CĞƉĞŶĚĂŶƚ͕ ĂƵĐƵŶĞ ƐƵŝƚĞ Ŷ͛Ă 

jamais été donnée à ces résultats. 

2. Biochimie des glycannes 

2.1 Les glycoconjugués 

Les glycoconjugués sont des molécules comportant des chaînes de sucres fixées de manière 

ĐŽǀĂůĞŶƚĞ ƋƵŝ͕ ŐƌąĐĞ ă ů͛ĂĐƚŝŽŶ ĚĞ ŐůǇĐŽƐǇůƚƌĂŶƐĨĠƌĂƐĞƐ ƐƵƌ ĚĞƐ ƉƌĠĐƵƌƐĞƵƌƐ ůŝƉŝĚŝƋƵĞƐ ou 

protéiques͕ ƐĞƌŽŶƚ ƉĂƌ ŐůǇĐŽƐǇůĂƚŝŽŶ ă ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĚĞƐ glycolipides ou des glycoprotéines et des 

protéoglycannes, respectivement. Ces molécules sont présentes au niveau du glycocalyx, du 

cytosol et du noyau ainsi que dans les compartiments intracellulaires (Hart et coll., 1989) où 

elles jouent souvent des rôles clefs dans certains processus biologiques tels que la prolifération 

et la différenciation cellulaire, la communication intercellulaire, les interactions entre les 

cellules hôtes et les pathogènes, etc.  

Chez les mammifères, les glycolipides sont exclusivement des glycosphingolipides, c͛ĞƐƚ-à-dire 

ƋƵ͛ŝůƐ ƉŽƐƐğĚĞŶƚ ƵŶĞ ĞǆƚƌĠŵŝƚĠ glycannique et une extrémité céramide (Holgersson et coll., 

1992), et sont répartis en six familles : les gangliosides, les isogangliosides, les globosides, les 

isoglobosides, les lactosides et les isolactosides. 

Les glycoprotéines sont, en fonction de la liaison entre le corps protéique et le sucre, subdivisés 

en deux groupes : les glycannes N-liés, les plus répandus, et les O-liés. Les glycannes N-liés ont 

pour caractéristique commune Ě͛ĂǀŽŝƌ ĂƵ ŵŽŝŶƐ ƵŶĞ ĂƐƉĂƌĂŐine dont la fonction amine est 

couplée à un polysaccharide par une liaison amine et présente au sein de séquences 

peptidiques consensus spécifiques. Leur synthèse commence dans le réticulum endoplasmique 

Ğƚ ƐĞ ĨŝŶĂůŝƐĞ ĚĂŶƐ ů͛ĂƉƉĂƌĞŝů ĚĞ GŽůŐŝ ĂƵ ĐŽƵƌƐ ĚĞ ůĂƋƵĞůůĞ ƵŶ ĐƈƵƌ ƉĞŶƚĂƐĂĐĐŚĂƌŝĚŝƋƵĞ 

trimannosylé (Man3-GlcNAc2Ϳ ƐĞƌĂ ĂũŽƵƚĠ ƐƵƌ ů͛asparagine via ƵŶĞ ůŝĂŝƐŽŶ ɴ1-N, des 
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monosaccharides pouvant par la suite être successivement ajoutés sur ce socle commun. Trois 

types de N-glycannes peuvent être distingués en fonction de ces sucres additionnels : le type 

oligomannosidique, par adjonction exclusive de résidus mannoses, le type complexe ou N-

ĂĐĠƚǇůůĂĐƚŽƐĂŵŝŶŝƋƵĞ͕ ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ ƉĂƌ ů͛ĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ ƋƵĂƚƌĞ ŐůǇĐŽƐǇůƚƌĂŶƐĨĠƌĂƐĞƐ ĚĞ ĨŽƌŵĞƌ ĚĞƐ 

structures ramifiées à 2, 3 ou 4 antennes plus ou moins complexes, et le type hybride, 

combinaison des deux types précédents. Les glycannes O-liés sont quant à eux présents sur 

certaines glycoprotéines cellulaires et tout particulièrement sur les mucines sécrétées ainsi que 

sur les immunoglobulines sécrétoires A et D. Ils résultent de glycosylations exclusivement post-

traductionnelles qui consistent en la fixation de glycanne sur la fonction hydroxyle Ě͛ƵŶĞ ƐĠƌŝŶĞ 

ŽƵ Ě͛ƵŶĞ ƚŚƌĠŽŶŝŶĞ͘ LĞ ƉƌĞŵŝĞƌ ƌĠƐŝĚƵ ƉĞƵƚ ġƚƌĞ ƵŶ ĨƵĐŽƐĞ ;FƵĐͿ͕ ƵŶe N-acétylglucosamine 

(GlcNAc), un mannose (Man) ou une N-acétylgalactosamine (GalNAc) (Peter-Katalinic, 2005). 

Pour les mucines, les O-glycannes peuvent être présents sous différentes formes : 

monosaccharidique (antigène Tn), disaccharidique (antigène Si-Tn et Si-T), et complexe 

ĐŽŵƉŽƌƚĂŶƚ ϴ ĐƈƵƌƐ ĚŝƐƚŝŶĐƚƐ (Yamashita et coll., 1995 ; Hounsell et coll., 1996). 

2.2 Les glycosyltransférases 

Les glycosyltransférases, dont plus de 250 sont connues ĐŚĞǌ ů͛ŚŽŵŵĞ͕ permettent de catalyser 

la synthèse des chaînes glucidiques sur les glycolipides et les glycoprotéines. Ces enzymes 

ƉŽƐƐğĚĞŶƚ ĚĞƐ ƐƉĠĐŝĨŝĐŝƚĠƐ ĚĞ ƐƵďƐƚƌĂƚƐ ƐƚƌŝĐƚĞƐ Ğƚ ĂƐƐƵƌĞŶƚ ůĞ ƚƌĂŶƐĨĞƌƚ Ě͛ƵŶ ŵŽŶŽƐĂĐĐŚĂƌŝĚĞ 

porté par un glycosylnucléotide vers un substrat accepteur. Ces enzymes sont regroupées en 

familles sur la base de leur substrat et en fonction de la nature de la liaison créée. 

Les glycosyltransférases ont des propriétés différentes en fonction de leur localisation cellulaire 

Ğƚ ƐŽŶƚ ƉƌĠƐĞŶƚĞƐ ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ ĚĂŶƐ ůĞ ƌĠƚŝĐƵůƵŵ ĞŶĚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞ Ğƚ ů͛ĂƉƉĂƌĞŝů ĚĞ GŽůŐŝ͘ EůůĞƐ 

possèdent un ou plusieurs domaines transmembranaires (Oriol et coll., 2002). Les 

glycosyltransférases du Golgi sont des protéines de type II et possèdent un domaine N-terminal 

intracellulĂŝƌĞ ůĞ ƉůƵƐ ƐŽƵǀĞŶƚ ĐŽƵƌƚ͕ ƵŶ ƐĞƵů ĚŽŵĂŝŶĞ Ě͛ĂŶĐƌĂŐĞ ŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞ͕ ƵŶĞ ƚŝŐĞ flexible 

et un domaine C-terminal comportant deux sous-domaines catalytiques. Enfin, elles possèdent 

un site de clivage protéolytique au niveau de leur tige permettant le relargage de ces enzymes 

dans la salive, le plasma ou encore le lait maternel. 

Bien qƵ͛ă ů͛ŝŶƚĠƌŝĞƵƌ Ě͛ƵŶĞ ŵġŵĞ ĨĂŵŝůůĞ ĚĞ ŐůǇĐŽƐǇůƚƌĂŶƐĨĠƌĂƐĞƐ ůĞƐ ƐĠƋƵĞŶĐĞƐ ƉĞƉƚŝĚŝƋƵĞƐ 

soient très conservées ĚĂŶƐ ůĞ ŵŽŶĚĞ ĂŶŝŵĂů͕ ĚĞƐ ǀĂƌŝĂƚŝŽŶƐ ŝŵƉŽƌƚĂŶƚĞƐ ĚƵ ƉƌŽĨŝů Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ 

des glycannes intra- et inter-espèces peuvent être observées. Ces variations sont la 
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ĐŽŶƐĠƋƵĞŶĐĞ ĚĞ ǀĂƌŝĂƚŝŽŶƐ ĚĂŶƐ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞ ŵĂŝƐ ĠŐĂůĞŵĞŶƚ ĚĞ ƌĠŐƵůĂƚŝŽŶƐ 

post-transcriptionnelles et de la nature des voies de synthèse dépendantes de réactions 

enzymatiques multiséquentielles et compétitives. 

Face à un nombre croissant de découvertes de nouvelles glycosyltransférases, des 

classifications ont été successivement proposées. La dernière classification en date est la 

Classification CAZy (Carbohydrate Active enZymes) (Coutinho et coll., 2003) et comporte pas 

moins de 91 familles identifiées, notées GT1 à GT91. Nous verrons plus loin que la synthèse des 

antigènes tissulaires de groupes sanguins ABH (HBGA) fait intervenir, entre autres, deux 

glycosyltransférases les ɲ-1,2-fucosyl-transférase (FUT2) et ɲ-1,3-fucosyl-transférase (FUT3), 

appartenant respectivement aux familles GT11 et GT10, ainsi que les enzymes codées par les 

allèles A et B du gène ABO qui appartiennent à la famille GT6. 

2.3 Les antigènes tissulaires de groupes sanguins ABH 

Les HBGA sont des sucres complexes composant, entre autres, les antigènes A, B, H et Lewis 

présents éventuellement sous forme sialylée. CŚĞǌ ů͛ŚŽŵŵĞ, ils sont présents dans de 

nombreux organes et tissus, notamment sur les érythrocytes, mais également dans la salive, le 

lait et sur les cellules épithéliales des muqueuses, et en particulier sur les cellules du tractus 

intestinal (Marionneau et coll., 2001). Les connaissances actuelles de ces sucres tendent à 

montrer que leur présence dans les fluides corporels tels que le lait maternel leur permet de 

jouer un rôle de ligands leurres pour bon nombre de bactéries et virus pathogènes (Jiang et 

coll., 2004 ; Newburg et coll., 2004 ; Morrow et coll., 2005).  

Les HBGA sont des sucres complexes présents aux extrémités externes des N- et O-glycannes 

ou glycolipides (Ravn et Dabelsteen, 2000 ; Le Pendu, 2004)͘ CŚĞǌ ů͛HŽŵŵĞ͕ la biosynthèse 

débute avec un précurseur H disaccharidique qui peut être classé en 4 types majeurs : le type 1 

;GĂůɴϭ,ϯGůĐNĂĐɴ1Ϳ͕ ůĞ ƚǇƉĞ Ϯ ;GĂůɴϭ,ϰGůĐNĂĐɴ1Ϳ͕ ůĞ ƚǇƉĞ ϯ ;GĂůɴϭ,ϯGĂůNĂĐɲ1) et le type 4 

;GĂůɴϭ,ϯGĂůNĂĐɴ1). Deux autres types mineurs ont été décrits ͗ ůĞ ƚǇƉĞ ϱ ;GĂůɴϭ,ϯGĂůɴϭͿ ƋƵŝ ĞƐƚ 

ƵŶ ƉƌŽĚƵŝƚ ĚĞ ůĂ ĐŚŝŵŝĞ ŽƌŐĂŶŝƋƵĞ Ğƚ ĚŽŶĐ ĂďƐĞŶƚ ĐŚĞǌ ů͛ŚŽŵŵĞ͕ Ğƚ ůĞ ƚǇƉĞ ϲ ;GĂůɴϭ,ϰGůĐɴϭͿ Ă 

été mis en évidence sur les cellules intestinales et rénales. Des monosaccharides (Fuc, Gal, 

GalNAc) sont ensuite ajoutés successivement au précurseur et ůĞ ƚǇƉĞ ĚĞ ůŝĂŝƐŽŶ ĚĠƉĞŶĚ Ě͛ƵŶĞ 

glycosyltransférase spécifique. Par exemple : l͛ĞŶǌǇŵĞ FUTϯ ĞƐƚ ƌĞƐƉŽŶƐĂďůĞ ĚĞ ů͛ĂũŽƵƚ ĚĞ 

résidus fucoses auǆ ƉƌĠĐƵƌƐĞƵƌƐ ƚǇƉĞ ϭ Ğƚ Ϯ ĞŶ ɲϭ͕ϯ ŽƵ ɲϭ͕ϰ aboutissant à la synthèse des 

trisaccharides Lewis a (Lea) ou Lewis x (Lex). De même, l͛ĞŶǌǇŵĞ FUT 2 ƉĞƌŵĞƚ ƉĂƌ ů͛ĂĚũŽŶĐƚŝŽŶ 
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Ě͛ƵŶ ĨƵĐŽƐĞ ĞŶ ɲϭ͕Ϯ Ě͛ŽďƚĞŶŝƌ ůĞƐ Ăntigènes dits sécréteurs chez lesquels ů͛ĂĐƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ FUTϯ 

ƉĞƌŵĞƚ Ě͛ŽďƚĞŶŝƌ ůĞƐ tétrasaccharides Lewis b (Leb) et Lewis y (Ley), respectivement. Enfin, par 

ů͛ĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ glycosyltransférases A Ğƚ B ƋƵŝ ĐĂƚĂůǇƐĞŶƚ ů͛ĂĚĚŝƚŝŽŶ Ě͛ƵŶĞ N-acétylgalactosamine ou 

Ě͛ƵŶ ŐĂůĂĐƚŽƐĞ ĞŶ ɲ1,3, on obtient respectivement les tétrasaccharides A et B (Figure 10). La 

répartition de ces enzymes est fonction du tissu. Les phénotypes sont alors dépendant de 

ů͛ĂĐƚŝŽŶ ĐŽŵďŝŶĠĞ ĚĞƐ ĚŝǀĞƌƐ ůŽĐŝ ABO, FUT2 et FUT3, notamment. 

 
Figure 10. Structure biochimique des antigènes ABH des groupes sanguins basés sur différentes chaînes 
de saccharides présents sur les tissus humains. Les différentes chaînes de saccharide des types 1 à 4 
peuvent être liées à des protéines ou à des lipides, ou sont parfois limités aux glycoprotéines ou aux 
glycolipides. Certaines chaînes peuvent être également présentes dans les liquides organiques et les 
sécrétions.  

3. DĠƚĞƌŵŝŶĂŶƚƐ ŐĠŶĠƚŝƋƵĞƐ ĚĞ ůĂ ƌĠƐŝƐƚĂŶĐĞ ĚĞ ů͛ŚƀƚĞ 

Chez 20 % de la population caucasienne, des mutations ponctuelles du gène FUT2 entraînent 

ů͛ĂďƐĞŶĐĞ Ě͛ĞŶǌǇŵĞ ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůůĞ Ğƚ ĚŽŶĐ ĚĞ ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĚĞƐ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ A͕ B͕ H Ğƚ 

indirectement Leb et Ley dans le tractus digestif (Kelly et coll., 1995 ; Oriol et coll., 2000). Cette 

mutation, la mutation G428A dans plus de 95% des cas, définit le phénotype non-sécréteur 
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(non-sec) chez qui les antigènes Lea et Lex peuvent être détectés ĚĂŶƐ ůĂ ƐĂůŝǀĞ Ğƚ ů͛ŝŶƚĞƐƚŝŶ ă 

condition que les gènes FUT3 et/ou FUT5 soient fonctionnels (Figure 11). AŝŶƐŝ͕ ů͛ŝnfection par 

certaines souches de ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ Ŷ͛ĞƐƚ ĞŶ ƉƌŝŶĐŝƉĞ ƉŽƐƐŝďůĞ ƋƵĞ Ɛŝ ůĞ ŐğŶĞ FUT2 est fonctionnel 

(Marionneau et coll., 2002 ; Thorven et coll., 2005). Enfin, la détermination du phénotype de la 

salive permet de savoir si les antigènes sont présents ou non à la surface des cellules 

intestinales (Marionneau et coll., 2002). 

 

Figure 11. Schéma ĚĞ ůĂ ďŝŽƐǇŶƚŚğƐĞ ĚĞƐ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ ĚĞ ŐƌŽƵƉĞƐ ƐĂŶŐƵŝŶƐ Ğƚ ĚĞ ů͛ĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ 
fucosyltransférases FUT2 et FUT3 déterminant les caractères sécréteur et non-sécréteur 

L͛ĞŶƐĞŵďůĞ ĚĞƐ ĚŽŶŶĠĞƐ ĚĠŵŽŶƚƌĞ ƋƵ͛ŝů existe une différence de sensibilité aux norovirus des 

individus en fonction de leur statut génétique, en particulier pour le gène FUT2. Inversement, la 

ĚŝǀĞƌƐŝƚĠ ŐĠŶĠƚŝƋƵĞ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ƉĞƵƚ ġƚƌĞ ƌĞůŝĠĞ ă ůĂ ǀĂƌŝĂďŝůŝƚĠ ŐĠŶĠƚŝƋƵĞ ĚĞ ů͛ŚƀƚĞ ĚŽŶŶĂŶƚ 

pour les souches de norovirus différents profils de fixation sur les HBGA (Ruvoën-Clouet et Le 

Pendu, 2004).  
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4. Structure du site de liaison aux HBGA 

L͛ĂŶĂůǇƐĞ ƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĞ ƉĂƌ ĐƌŝƐƚĂůůŽŐƌĂƉŚŝĞ ĚĞ ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞ domaines P avec notamment des 

trisaccharides A et B a mis en ĠǀŝĚĞŶĐĞ ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ pour GI.1 (Norwalk) d͛ƵŶĞ poche réceptrice 

localisée sur un seul monomère de capside alors que pour GII.4 (Farmington) celle-ci se situe à 

ů͛ŝŶƚĞƌĨĂĐĞ ĚĞ ĚĞƵǆ ŵŽŶŽŵğƌĞƐ (Cao et coll., 2007 ; Bu et coll., 2008 ; Choi et coll., 2008). Il est 

ŶĠĂŶŵŽŝŶƐ ƉŽƐƐŝďůĞ ƋƵĞ ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĞŶƚƌĞ ůĞƐ HBGA Ğƚ ĐĞƌƚĂŝŶƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ƐŽŝƚ ƉůƵƐ ĐŽŵƉůĞǆĞ 

en faisant intervenir plusieurs sites (Huang et coll., 2005). Ainsi, les mutations au niveau de 

ĐĞƚƚĞ ǌŽŶĞ PϮ ƉĞƵǀĞŶƚ ŵŽĚŝĨŝĞƌ ƐĞŶƐŝďůĞŵĞŶƚ ůĞ ƐƉĞĐƚƌĞ Ě͛ŚƀƚĞ ĚƵ ǀŝƌƵƐ ŽƵ ĚƵ ŵoins modifier 

ů͛ĞĨĨŝĐŝĞŶĐĞ ĚĞ ůĂ ĨŝǆĂƚŝŽŶ ĂƵǆ ƌĠĐĞƉƚĞƵƌƐ (Tan et coll., 2009) et par conséquence, les étapes 

suivantes de la pénétration virale. La pression immunitaire, à cause de la localisation des sites 

antigéniques sur la zone P2, peut également participer et orienter la variabilité en termes de 

spécificité des norovirus aux HBGA.  

Différentes approches ont localisé le ou les sites présomptifs de fixation aux antigènes 

tissulaires des groupes sanguins dans la zone P2 de la capside (Tan et coll., 2003 ; Chakravarty 

et coll., 2005 ; Huang et coll., 2005 ; Lochridge et coll., 2005). Pour les norovirus GI.1 (Norwalk), 

ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĂǀĞĐ ůĞ ƐŝƚĞ ƉƌĠsomptif ferait intervenir différents acides aminés Ě͛ƵŶĞ ƉŽĐŚĞ 

hydrophobe ĞŶ ĨŽŶĐƚŝŽŶ ĚĞ ů͛HBGA͘ PŽƵƌ ůĞƐ ƚƌŝƐĂĐĐŚĂƌŝĚĞƐ A ;A-tri), 6 aa interviennent (Ser380, 

Pro378, Ser377, Asp327, His329 et Trp375) (Bu et coll., 2008 ; Choi et coll., 2008) ĂůŽƌƐ ƋƵ͛ƵŶ 

pentasaccharide H (H type 1) fait intervenir 7 aa (Pro378, Ser377, Asp327, His329, Asp344, 

Gln342 et Trp375) (Choi et coll., 2008) complétés par 3 autres aa (Ser338, Ala430 et Tyr431). 

Ces acides aminés sont conservés au sein du génogroupe I (Tan et coll., 2009).  

Pour les GII.4 (Farmington), la poche hydrophobe est formée de 7 aa (Ser343, Thr344, Arg345, 

Asp374, Ser441, Gly442 et Tyr443) (Cao et coll., 2008). Ceux-ci sont conservés au sein des 

norovirus GII.4 (Figure 12) (Cao et coll., 2007 ; Choi et coll., 2008 ; Lindesmith et coll., 2008 ; Tan 

et coll., 2009).  

Quatre autres acides aminés additionnels (Ala346, Lys348, Cys440, Asp391) ont été par la suite 

identifiés près du site de liaison par mutagenèse dirigée et leur présence serait cruciale dans la 

ƌĞĐŽŶŶĂŝƐƐĂŶĐĞ ĚĞ ů͛HBGA (Tan et coll., 2008b ; Tan et coll., 2009). Il est intéressant de noter 

que 3 aa (Cys440, S441 et G442) sont apportés par le sous-domainĞ Pϭ Ě͛ƵŶ ĂƵƚƌĞ ŵŽŶŽŵğƌĞ 

ƉŽƵƌ ĨŽƌŵĞƌ ůĞ ƐŝƚĞ ĚĞ ůŝĂŝƐŽŶ͘ EŶĨŝŶ͕ ĂƵĐƵŶ ĚĞ ĐĞƐ ĂĐŝĚĞƐ ĂŵŝŶĠƐ Ŷ͛ĞƐƚ ƉĂƌƚĂŐĠ ƉĂƌ ůĂ ƉŽĐŚĞ 

réceptrice présente sur le virus Norwalk (Figure 13).  
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Figure 12. Analyse chronologique des profils de mutation de souches GII.4 de 1987 à 2005 Ě͛ĂƉƌğƐ 
Lindesmith et coll. (Lindesmith et coll., 2008).  
En jaune, les acides aminés présents chez les souches Bristol (GII.4-1987) ; en rouge, les mutations 
introduites dans les souches US95/96 (GII.4-1997) ; en bleu, les mutations associés aux souches 
Farmington (GII.4-2002) ; en vert, les mutations spécifiques aux souches Hunter (GII.4-2004) ; en orange, 
les substitutions importantes chez les souches Chiba (GII.4-2005) ; et en mauve et cerclés de vert, les 
emplacements correspondant aux résidus conservés du site de liaison aux HBGA. La position 394/395 
cerclée en orange montre ů͛ŝŶƐĞƌƚŝŽŶ ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐƚŝƋƵĞ ĚĞƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ ĂƉƌğƐ ϮϬϬϮ͘ 

 
Figure 13. Structures cristallographiques des sites de liaisons des HBGA des souches Norwalk (GI.1) et 
VA387 (GII.4Ϳ Ě͛ĂƉƌğƐ TĂŶ Ğƚ ĐŽůů͘ (Tan et coll., 2009).  
Les vues supérieures des dimères P avec les indications des sites (régions colorées) sont montrés en (A) et 
(B). Des grossissements des sites de liaison sont montrés en (C) et (D) avec des marquages des différents 
acides aminés impliqués. (E) et (F) sont les schémas exposant les liaisons hydrogène entre les acides 
aminés des dimères de P du virus de Norwalk (E) et le VA387 (F) et les trisaccharides A ou B.  
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5. Profils de reconnaissance des HBGA par les norovirus 

5.1 Reconnaissance en fonction du génotype 

LĞƐ ƉƌŽĨŝůƐ Ě͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ƉŽƵr les HBGA ont été initialement analysés grâce 

à des techniques in vitro utilisant des VLP et des échantillons de salives. Les salives, bien que 

ĨĂĐŝůĞƐ ă ŽďƚĞŶŝƌ͕ ƉŽƐĞŶƚ ůĞ ƉƌŽďůğŵĞ ĚĞ ůĂ ƉƌĠƐĞŶĐĞ Ě͛ƵŶ ŵĠůĂŶŐĞ ĚĞ ĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐ HBGA Ğƚ ĚĞ 

ƐƵĐƌĞƐ ŝŶĐŽŶŶƵƐ ĚŽŶƚ ůĞƐ ƋƵĂŶƚŝƚĠƐ ǀĂƌŝĞŶƚ Ě͛ƵŶ ŝŶĚŝǀŝĚƵ ă ů͛autre, obligeant ainsi à utiliser de 

ŐƌĂŶĚƐ ƉĂŶĞůƐ Ě͛ĠĐŚĂŶƚŝůůŽŶƐ ƌĞƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝĨƐ͘ En complément aux salives, ů͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ Ěe sucres 

de synthèse ĐŽŶũƵŐƵĠƐ ă ů͛ĂůďƵŵŝŶĞ ƉĞƌŵĞƚ Ě͛ĠƚƵĚŝĞƌ ă ůĂ ĨŽŝƐ ůĂ ƐƉĠĐŝĨŝĐŝƚĠ Ğƚ ů͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ Ě͛ƵŶĞ 

souche donnée pour un HBGA donné. EŶĨŝŶ͕ ĚĞƐ ƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐ Ě͛ŚĠŵĂŐŐůƵƚŝŶĂƚŝŽŶ ŽƵ Ě͛ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ 

ĚĞ ů͛ŚĠŵĂŐŐůƵƚŝŶĂƚŝŽŶ ŽŶƚ ĠƚĠ ĚĠǀĞůŽƉƉĠĞƐ ŵĂŝƐ ƌĞƋƵŝğƌĞŶƚ ƵŶĞ ƐŽƵƌĐĞ ĚĞ ƐĂŶŐ ĨƌĂŝƐ phénotypé 

(Hutson et coll., 2003).  

Diverses études ont été menées sur différents génotypes parmi les deux génogroupes affectant 

ů͛ŚŽŵŵĞ, c͛ĞƐƚ-à-dire GI et GII (Harrington et coll., 2002 ; Huang et coll., 2003 ; Tan et coll., 2004 

; Huang et coll., 2005 ; Thorven et coll., 2005 ; Donaldson et coll., 2008 ; Lindesmith et coll., 

2008 ; Shirato et coll., 2008 ; Cannon et coll., 2009). Ces études ont ainsi montré que les 

différentes souches de norovirus ne reconnaissent pas les mêmes motifs glycanniques, ce qui 

explique les variations individuelles observées lors des expérimentations ou lors des épidémies 

(Figure 14). L͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĂƵǆ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ ABH ĞƐƚ ĚŽŶĐ ŶŽŶ ƐĞƵůĞŵĞŶƚ ĨŽŶĐƚŝŽŶ ĚƵ ƉŚĠŶŽƚǇƉĞ 

sécréteur/non-sécréteur ou ABO mais également du génogroupe des norovirus (Tableau 2) (Le 

Pendu et coll., 2006 ; Tan et Jiang, 2010). 

5.2 Le cas particulier des norovirus GII.4 

Les travaux effectués par Lindesmith et coll. ont permis de démontrer que chaque variant de 

norovirus GII.4, en particulier les plus récents, présentait des profils atypiques aux antigènes 

ĚĞƐ ŐƌŽƵƉĞƐ ƐĂŶŐƵŝŶƐ͘ DĂŶƐ ůĂ ŵġŵĞ ĠƚƵĚĞ͕ ů͛ĂŶĂůǇƐĞ ĚĞƐ ƐĠƌƵŵƐ ĚĞ ǀŽůŽŶƚĂŝƌĞƐ Ă ƌĠǀĠůĠ ƋƵĞ 

ů͛ĂƉƉĂƌŝƚŝŽŶ Ě͛ƵŶ ŶŽƵǀĞĂƵ ǀĂƌŝĂŶƚ Ɛ͛ĂĐĐŽŵƉĂŐŶĂŝƚ Ě͛ƵŶĞ ŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ĚĠƚĞƌŵŝŶĂŶƚƐ 

antigéniques (Lindesmith et coll., 2008). La plupart des GII.4 reconnaissent les antigènes 

« sécréteurs », c͛ĞƐƚ-à-dire H, A, B, Leb et Ley ĂůŽƌƐ ƋƵĞ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ĞŶ ƐŽŶƚ ŝŶĐĂƉĂďůĞƐ ŽƵ 

Ɛ͛ĂĐĐƌŽĐŚĞŶƚ très faiblement. Par ailleurs, un petit nombre ont la capacité de fixer Si-Lex (Rydell 

et coll., 2009). Ce type de variation de spécificité ĞŶ ĨŽŶĐƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƐŽƵĐŚĞ ƐƵŐŐğƌĞ ƋƵ͛ŝů Ɛ͛ĂŐŝƚ 

Ě͛ƵŶĞ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ƚypique protéine-glycanne telle celle observée chez les lectines. Ainsi, un 
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changement subtil dans la capside virale par des mutations ponctuelles aléatoires peut 

significativement modifier la capacité de reconnaissance des HBGA (Tan et coll., 2008b ; Tan et 

coll., 2009). 

Figure 14. Synthèse des interactions de la souche Norwalk avec ses récepteurs glycanniques, les HBGA, 
en relation avec le phénotype sécréteur et la présence ou non de la maladie.  

 

Les interactions entre les virus et les HBGA sont indiqués par des flèches discontinues. Les motifs 
glucidiques constituant chaque HBGA sont représentés symboliquement. Les enzymes permettant la 
synthèse des HBGA sont indiqués en bleu. La population se divise en deux groupes, les non sécréteurs 
(20% de la population) et les sécréteurs, ces derniers affichant les HBGA nécessaires à la fixation des 
norovirus sur la muqueuse intestinale. Pour la souche Norwalk comme pour la majorité des souches, les 
individus non sécréteurs ne pouvant fixer les norovirus ne contractent pas de gastroentérites et la 
réponse immunitaire est absente. Le groupe des sécréteurs se divise en deux sous groupes. Pour 45 % de 
la population totale, les patients développent la maladie, excrètent le virus et présentent une élévation 
ƚĂƌĚŝǀĞ ĚĞƐ IŐA Ğƚ IŐG ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞƐ͘ PŽƵƌ ů͛ĂƵƚƌĞ ŐƌŽƵƉĞ ƐŽŝƚ ϯϱ % de la population, les personnes sont 
ĂƐǇŵƉƚŽŵĂƚŝƋƵĞƐ͕ Ŷ͛ĞǆĐƌğƚĞŶƚ ƉĂƐ ĚĞ ǀŝƌƵƐ Ğƚ ŽŶƚ, en revanche, une réponse IgA précoce. 

Cependant, il ne faut pas oublier que cĞƐ ƚĞƐƚƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ont été effectués in vitro Ğƚ ƋƵ͛ƵŶ 

manque ĚĞ ƐĞŶƐŝďŝůŝƚĠ Ě͛ƵŶĞ ƚĞĐŚŶŝƋƵĞ de détection peut ne pas permette la mise en évidence 

Ě͛ƵŶĞ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞ ĨĂŝďůĞ ĂĨĨŝŶŝƚĠ ŵĂŝƐ ƐƵĨĨŝƐĂŶƚĞ ƉŽƵƌ ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ in vivo. De plus, des 

ǀĂƌŝĂƚŝŽŶƐ Ě͛ƵŶ ůĂďŽƌĂƚŽŝƌĞ ă ƵŶ ĂƵƚƌĞ ƉĞƵǀĞŶƚ ġƚƌĞ ŽďƐĞƌǀĠĞƐ ĞŶ ĨŽŶĐƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƋƵĂůŝƚĠ ĚĞƐ 

réactifs, du séquençage des souches clonées, et de la technique choisie qui doivent être 

impérativement standardisés. 
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Tableau 2. Résumé des profils Ě͛ĂƚƚĂĐŚĞ Ě͛ƵŶ ƉĂŶĞů ĚĞ VLP norovirus GI et GII sur des oligosaccharides 
synthétiques et des salives représentant les antigènes A, B, H, Lewis (Lea, Leb, Lex et Ley) et le phénotype 
ŶŽŶ ƐĠĐƌĠƚĞƵƌ Ě͛ĂƉƌğƐ (Hansman et coll., 2010) (Huang et coll., 2003 ; Huang et coll., 2005 ; Donaldson et 
coll., 2008 ; Lindesmith et coll., 2008 ; Shirato et coll., 2008). 

    Oligosaccharides de synthèse Salives phénotypées 
1
 

 Souches Génotype Année H1 H2 H3 A B Le
a
 Le

b
 Le

x
 Le

y
 O A B N 

G
én

o
g

ro
u

p
e 

I 

Norwalk 
2,3,4

 GI.1 1968 + ʹ + + ʹ ʹ + ʹ + + + ʹ ʹ 

Aichi124 
6
 GI.1 1989 + + + + ʹ ʹ + nt nt + + ʹ nt 

West Chester 
2
 GI.1 2001 ʹ nt + ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ nt nt nt nt 

Funabashi258
 6

 GI.2 1996 + ʹ + + ʹ + ʹ nt nt + + ʹ nt 

SoV 
2
 GI.2 1999 ʹ nt + ʹ ʹ + ʹ ʹ ʹ nt nt nt nt 

Desert Shield 
2
 GI.3 1999 ʹ nt ʹ + nt + ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ 

Kashiwa645
 6

 GI.3 1999 ʹ + ʹ + ʹ + ʹ nt nt + + ʹ nt 

VA115
 3,4

 GI.3 1997 ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ 

Chiba407
 6

 GI.4 1987 ʹ ʹ ʹ + ʹ + + nt nt + + ʹ nt 

Chiba 
2
 GI.4 2000 ʹ nt ʹ ʹ ʹ + ʹ ʹ ʹ nt nt nt nt 

Boxer 
4
 GI.8 2002 ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ + ʹ + + + + + 

WUG1
 6

 GI.8 2000 ʹ ʹ ʹ + + + + nt nt + + + nt 

G
én

o
g

ro
u

p
e 

II
 

Hawaï
 
virus

 2,4,6
 GII.1 1971 ʹ ʹ ʹ + + ʹ + ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ 

Noda485
 6

 GII.1 2000 ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ nt nt ʹ ʹ ʹ nt 

Weisbaden 
2
 GII.1 2001 ʹ nt ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ nt nt nt nt 

SMV 
2
 GII.2 1976 ʹ ʹ + ʹ + ʹ ʹ nt nt ʹ ʹ + ʹ 

Buds 
2,4

 GII.2 2002 ʹ ʹ ʹ + + ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ + ʹ ʹ 

Ina 
2
 GII.2 2002 ʹ nt ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ nt nt nt nt 

MxV 
3,4

 GII.3 1998 ʹ ʹ ʹ + + ʹ + ʹ ʹ + + + ʹ 

Toronto virus 
2
 GII.3 1999 ʹ nt + + ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ nt nt nt nt 

Kashiwa336
 6

 GII.3 2000 ʹ ʹ + ʹ ʹ ʹ ʹ nt nt ʹ + + nt 

Mutsudo18
 6

 GII.3 2000 ʹ ʹ + ʹ ʹ ʹ ʹ nt nt ʹ + + nt 

PiV 
4
 GII.3 2003 ʹ ʹ ʹ + + ʹ + ʹ ʹ ʹ + + ʹ 

GII.4-1987 
2,5

 GII.4 1987 ʹ nt + ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ + + + + ʹ 

GII.4-1987 
2,5

 GII.4 1997 ʹ nt + + + ʹ ʹ ʹ + + + + ʹ 

Narita104
 6

 GII.4 1997 + + + + + ʹ + nt nt + + + ʹ 

VA387 
3,4

 GII.4 1998 + ʹ + + + ʹ + ʹ + + + + ʹ 

M7 
2
 GII.4 1999 ʹ nt ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ nt nt nt nt 

GII.4-2002a 
2,5

 GII.4 2002 ʹ nt ʹ + ʹ + ʹ + ʹ + + + + 

GII.4-2002 
2,5

 GII.4 2004 ʹ nt + ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ + + + + ʹ 

GII.4-2004 
2,5

 GII.4 2004 ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ 

GII.4-2005 
2,5

 GII.4 2005 ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ 

GII.4-2006 
2
 GII.4 2006 ʹ nt + + + ʹ ʹ ʹ ʹ nt nt nt nt 

MOH 
3,4

 GII.5 1999 ʹ ʹ ʹ + + ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ + + ʹ 

Ichikawa754
 6

 GII.5 1998 ʹ ʹ ʹ + + ʹ ʹ nt nt ʹ + + nt 

Ueno7k
 6

 GII.6 1994 ʹ + + ʹ + + + nt nt + + + nt 

Sanbu445
 6

 GII.6 2000 ʹ ʹ + ʹ ʹ ʹ ʹ nt nt + + + nt 

Osaka 10-25
 6

 GII.7 1999 ʹ ʹ + ʹ + + + nt nt + + + nt 

VA207 
3,4

 GII.9 1997 ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ + + + + + + 

Chitta/Aichi76
 6

 GII.12 1996 ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ nt nt ʹ ʹ + nt 

OIF 
4
 GII.13 2003 ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ + ʹ ʹ ʹ + ʹ ʹ + 

Kashiwa47
 6

 GII.14 1997 ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ ʹ nt 

(+) : interaction ; (ʹ) ͗ ƉĂƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ; nt : interaction non testée. 
1 O, A et B correspondent aux groupes sanguins des donneurs « sécréteurs » et N indique les donneurs 
« non-sécréteurs » ; 2 Donaldson et coll., 2008 ; 3 Huang et coll., 2003 ; 4 Huang et coll., 2005 ; 5 
Lindesmith et coll., 2008 ; 6 Shirato et coll., 2008. 
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Dans la deuxième partie nous aborderons ů͛ĠůĂďŽƌĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ƌĠĂĐƚŝĨƐ Ğƚ ůĞƐ ƐƚƌĂƚĠŐŝĞƐ ĂĚŽƉƚĠĞƐ 

ĂĨŝŶ ĚĞ ŵĞƚƚƌĞ ĞŶ ĠǀŝĚĞŶĐĞ ůĞƐ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ Ğƚ ůĞƐ ƉƌŽĨŝůƐ ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞƐ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ VLP ĚĞ 

variants de norovirus GII.4 avec les HBGA synthétiques ou les salivĞƐ͕ ů͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ ƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĞ 

de la poche réceptrice des norovirus ainsi que les méthodes de détection et de mesures 

quantitatives et qualitatives de ces interactions. 
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Matériels & Méthodes 
 
 
 
 
 
 
 
 

A. PRODUCTION DE PARTICULES VIRALES 

DE SYNTHÈSE DE NOROVIRUS GII.4  

1. Analyse phylogénétique des variants GII.4  

1.1 Arbres minimum couvrant et Neighbour Joining 

Les arbres minimum couvrants (MST) ƉĞƌŵĞƚƚĞŶƚ ů͛ĠƚƵĚĞ ĚĞ ƐŽƵĐŚĞƐ ƋƵŝ ŽŶƚ ƉĞƵ ĠǀŽůƵĠ ĞŶƚƌĞ 

elles en calculant le nombre de variations pour chaque paire de séquence. Un MST est ů͛ĂƌďƌĞ 

permettant de relier toutes les séquences entre elles sans faire de boucle pour un nombre total 

de variations minimum. LĞ MST ƉĞƌŵĞƚ Ě͛ĠƚƵĚŝĞƌ ů͛ĞǆƉĂŶƐŝŽŶ ĐůŽŶĂůĞ ĚĞ ƐŽƵĐŚĞƐ ĂǇĂŶƚ ƉĞƵ 

ĠǀŽůƵĠĞƐ Ě͛ƵŶ ƉŽŝŶƚ ĚĞ ǀƵĞ ŐĠŶĠƚŝƋƵĞ ƐƵƌ ƵŶ ĐŽƵƌƚĞ ƉĠƌŝŽĚĞ ĚĞ ƚĞŵƉƐ͘ AĨŝŶ ƋƵĞ ůĞ MST ƐŽŝƚ ůĞ 

plus représentatif possible de cette expansion, la liste des souches analysées doit être le plus 

exhaustive possible. 

Ainsi, pour étudier les relations des souches de GII.4 en elles, un MST des séquences en acides 

ĂŵŝŶĠƐ ĚĞ ů͛O‘FϮ Ă ĠƚĠ ĐŽŶƐƚƌƵŝƚ ĞŶ ƵƚŝůŝƐĂŶƚ ůĞ ůŽŐŝĐŝĞů BŝŽŶƵŵĞƌŝĐƐΠ ;AƉƉůŝĞĚ MĂƚŚƐ BVBAΠ͕ 

Sint-Martens-Latem, Belgique). Le MST Ă ĠƚĠ ĐĂůĐƵůĠ ƐƵƌ ůĂ ďĂƐĞ ĚĞ ϰϵϲ ƐĠƋƵĞŶĐĞƐ Ě͛ĂĐŝĚĞƐ 

ĂŵŝŶĠƐ Ě͛O‘FϮ ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ ĚŝƐƉŽŶŝďůĞƐ ĚĂŶƐ GĞŶďĂŶŬ ŽƵ ĨĂŝƐĂŶƚ ƉĂƌƚŝĞ ĚĞ ůĂ ďŝŽƚŚğƋƵĞ 

du laboratoire. CŚĂƋƵĞ ǀĂƌŝĂŶƚ ă ů͛ŝŶƚĠƌŝĞƵƌ ĚƵ ŐĠŶŽƚǇƉĞ GII͘ϰ Ă ĠƚĠ ĚĠĨŝŶŝ ĐŽŵŵĞ ƵŶ ŐƌŽƵƉĞ ĚĞ 

souches ayant au maximum pas plus de 6 variations entre elles. Cet arbre nous servira par la 

suite pour corréler les variants avec les résultats des interactions avec les HBGA.  

Enfin, cet arbre a été validé par sa construction, ă ů͛ĂŝĚĞ ĚƵ ůŽŐŝĐŝĞů MEGAϰ 

(http://www.megasoftware.net) (Tamura et coll., 2007), Ě͛ƵŶ ĂƌďƌĞ ƉůƵƐ ĐŽŶǀĞŶƚŝŽŶŶĞů ĞŶ 

mode neighbour joining à partir de 95 isolats représentatifs des différents variants 

individualisés par le MST. 

http://www.megasoftware.net/
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1.2 SĠůĞĐƚŝŽŶ ĚĞ ƐŽƵĐŚĞƐ Ě͛ŝŶƚĠƌġƚ 

Six variants de norovirus GII.4 ont été sélectionnés pour leur représentativité vis-à-vis des 

différents variants successifs et ayant circulé ces deux dernières décennies (de 1987 à 2007). 

Les souches utilisées pour cette étude sont des souches épidémiques et cliniques qui ont été 

isolées à partir de patients infectés (Tableau 3) : 

ʹ aux États-Unis : ŝů Ɛ͛ĂŐŝƚ ĚĞ ůĂ ƐŽƵĐŚĞ MDϭϰϱ͕ ƌĞƉƌĠƐĞŶƚĂŶƚ ůĞ ǀĂƌŝĂŶƚ BƌŝƐƚŽů (Kapikian et 

coll., 1972 ; Green et coll., 2002a), pour laquelle le vecteur de transfert pVL-MD145 ainsi 

que le baculovirus nous ont été gracieusement donnés par le Dr. Kim GREEN du 

Laboratoire des Maladies Infectieuses (Caliciviruses Section) du National Institute for 

Allergy and Infectious Diseases, NIAID (Betesda, MD, USA). 

ʹ en France : ce sont les souches Dijon171, E1057, E3436 représentant respectivement les 

variants US95/96, Hunter et Apeldoorn (Belliot et coll., 2010). Le vecteur pVL-Dijon171 et 

le baculovirus recombinant sont issus de travaux antérieurs menés au sein du laboratoire 

(Nicollier-Jamot et coll., 2003). 

ʹ en Égypte : ce sont les souches Cairo7, Cairo1 et Cairo4, représentant respectivement les 

variants Yerseke, Den Haag et Osaka (Kamel et coll., 2009). 

Tableau 3 : Liste des souches de norovirus GII.4 utilisés dans cette étude 

Souches  Références Genbank  Origine (année) Variants a 

MD145 

Dijon171 

E1057 c 

Cairo7 c 

Cairo1 c 

Cairo4 c 

E3436 c 

AY032605 

AF472623 

EU876890 

EU876887 

EU876892 

EU876884 

GQ246794 

Maison de convalescence (1987) 

Communautaire (1996) 

Maison de retraite (2005) 

Hôpital pédiatrique (2006) 

Hôpital pédiatrique (2006) 

Hôpital pédiatrique (2006) 

Maison de retraite (2008) 

Bristol 

US95/96 (1996) 

Hunter (2004) 

Yerseke (2006a) 

Den Haag (2006b) 

Osaka (2007) 

Apeldoorn (2008) 

a Terminologie proposée par Zheng et coll. (Zheng et coll., 2010). b Terminologie alternative proposée par 
Zheng et coll. (Siebenga et coll., 2009). c Baculovirus recombinants produits au cours de cette étude. 

NB : lĂ ƐŽƵĐŚĞ FĂƌŵŝŶŐƚŽŶ HŝůůƐ Ŷ͛ĠƚĂŶƚ ƉĂƐ ĚŝƐƉŽŶŝďůĞ dans notre biothèque, elle Ŷ͛Ă donc pas 
été analysée au cours de ů͛ĠƚƵĚĞ. 

2. Clonage des souches sélectionnées 

2.1 Stratégie de clonage 

La stratégie adoptée pour cloner la capside des souches de norovirus GII.4 sélectionnées 

requiert, après typage et une première amplification de la séquence ĐŽŵƉůğƚĞ ĚĞ ů͛O‘FϮ par RT-
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PC‘͕ ů͛Ƶƚilisation successive de deux vecteurs plasmidiques : le vecteur pGEM et le vecteur pVL 

(Figure 15). Le vecteur pGEM permet le criblage facile et rapide par un test blanc-bleu des 

colonies possédant ů͛ŝŶƐĞƌƚ͘ LĞ ǀĞĐƚĞƵƌ ƉVL ƐĞƌƚ ƋƵĂŶƚ ă ůƵŝ ĂƵ ƚƌĂŶƐĨĞƌƚ ĚĞ ů͛ŝŶƐĞƌƚ ĚĂŶƐ ůĞ 

génome d͛ƵŶ baculovirus afin de pouvoir produire des particules virales recombinantes (VLP) 

dans un système baculovirus-ĐĞůůƵůĞƐ Ě͛ŝŶƐĞĐƚĞ͘ 

 
Figure 15. Schéma de la stratégie de clonage pour la production 

de particules virales de synthèse (VLP) de norovirus GII.4.  

2.2 Préparation des échantillons et extraction de ů͛ARN viral 

Les souches sélectionnées E1057, Cairo1, Cairo4, Cairo7 étant issues de la biothèque du 

ůĂďŽƌĂƚŽŝƌĞ͕ ů͛ĞǆƚƌĂĐƚŝŽŶ Ă ĚŽŶĐ ĞƵ ůŝĞƵ ƐƵƌ ĚĞƐ ƐĞůůĞƐ ĐŽŶƐĞƌǀĠĞƐ congelées à -80°C. Ces souches 

ont été caractérisées et clonées dans pGEM au cours de travaux précédents (Nicollier-Jamot et 

coll., 2003 ; Kamel et coll., 2009). La souche E3436 également issue de la biothèque du 

laboratoire a donc été clonée dans pGEM selon le même procédé décrit dans ce chapitre. Pour 

chaque souches, ϱϬϬ ă ϭϬϬϬ ʅы de suspension de selles à 10 % dans du tampon PBS (phosphate 

buffer saline) à pH 7,4 ŽŶƚ ĠƚĠ ƉƌĠůĞǀĠƐ ĂĨŝŶ Ě͛ĞŶ ĞǆƚƌĂŝƌĞ le génome viral. 

L͛ĞǆƚƌĂĐƚŝŽŶ Ă ĠƚĠ ĞĨĨĞĐƚƵĠĞ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚĞ ůĂ ƉůĂƚĞĨŽƌŵĞ ĂƵƚŽŵĂƚŝƐĠĞ EĂƐǇ MAG NƵĐůŝƐĞŶƐ® 

;ďŝŽMĠƌŝĞƵǆ͕ MĂƌĐǇ ů͛EƚŽŝůĞ͕ FƌĂŶĐĞͿ, en suivant les recommandations du fabricant, dont le 

ƉƌŽƚŽĐŽůĞ ŽƉĠƌĂƚŽŝƌĞ ĞƐƚ ďĂƐĠ ƐƵƌ ůĞƐ ŵĠƚŚŽĚĞƐ Ě͛ĞǆƚƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ ĂĐŝĚĞƐ ŶƵĐůĠŝƋƵĞƐ ƉĂƌ ůĞ 
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thiocyanate de guanidine (Chomczynski et Sacchi, 1987) et de purification sur silice (Boom et 

coll., 1990)͘ L͛A‘N ĞǆƚƌĂŝƚ Ă ĠƚĠ ĠůƵĠ ĚĂŶƐ ƵŶ ǀŽůƵŵĞ ĨŝŶĂů ĚĞ Ϯϱ ă ϱϬ ʅы et utilisé pour le 

séquençage et le clonage͘ AǀĂŶƚ ůĂ ƉŚĂƐĞ Ě͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ͕ ůĞƐ A‘N ŽŶƚ ĠƚĠ ƉƌĠĂůĂďůĞŵĞŶƚ 

chauffés à 65°C pendant 5 min puis refroidis dans la glace avant amplification. 

2.3 Typage des souches 

SĂŶƐ ƚǇƉĂŐĞ ƉƌĠĂůĂďůĞ͕ ůĞƐ ƐŽƵĐŚĞƐ ĚĞ ů͛ĠƚƵĚĞ Ŷ͛ĂƵƌĂŝĞŶƚ pas pu être sélectionnées. Nous 

ƌĂƉƉĞůůĞƌŽŶƐ ŝĐŝ ďƌŝğǀĞŵĞŶƚ ůĞƐ ĠƚĂƉĞƐ ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ ů͛ŝĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ƐŽƵĐŚĞƐ ĚĞ ŶŽƌŽǀŝrus 

GII.4. Les RT-PCR Ě͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ŽŶƚ ĠƚĠ ĞĨĨĞĐƚƵĠĞƐ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚƵ Ŭŝƚ One-Step RT-PCR de la 

ƐŽĐŝĠƚĠ QŝĂŐĞŶ ;HŝůĚĞŶ͕ AůůĞŵĂŐŶĞͿ͕ ůĞƐ ƉŚĂƐĞƐ ĚĞ ƌĠƚƌŽƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ Ğƚ Ě͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ƉĂƌ PC‘ 

Ɛ͛ĞĨĨĞĐƚƵĂŶƚ en une étape dans le même tube à partir de 3 µы Ě͛A‘N (Tableau 4). 

Tableau 4. Mélange réactionnel type pour une amplification par RT-PCR en une étape 

Réactifs Volumes 

Eau 
Tampon 5X 
dNTP (10mM) 
Amorce sens ou forward (10 µM) 
Amorce anti-sens ou reverse (10 µM) 
RNAsine (5U/µы) 
Enzymes (Transcriptase inverse + Taq polymérase) 
ARN 

qsp 50 ђы 
10 ђы 
2 ђы 
2 ђы 
2 ђы 
1 ђы 
2 ђы 
3 ђы 

Volume final 50 ђы 

Le ũĞƵ Ě͛amorces JV12/JV13 a été utilisé pour amplifier une partie du domaine correspondant à 

la polymérase virale (Vinje et Koopmans, 1996). La région codant la polymérase étant peu 

informative pour la détermination du génogroupe des norovirus, une partie conservée de 

ů͛O‘FϮ Ă ĠƚĠ ĂŵƉůŝĨŝĠĞ ĂǀĞĐ ůĞ ũĞƵ Ě͛ĂŵŽƌĐĞƐ GϮSKFͬGϮSK‘ ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ du 

génogroupe II (Kojima et coll., 2002). Les cycles de RT-PCR sont indiqués ci-après (Tableau 5).  

Tableau 5. Cycles Ě͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƉŽůǇŵĠƌĂƐĞ et de la capside de norovirus par RT-PCR 

Étapes RT Activation a Amplification Élongation 

Paramètres 
Polymérase 

50°C, 30 min 95°C, 15 min 
94°C, 30 sec 
37°C, 1 min 
72°C, 1 min 

72°C, 10 min 

Paramètres 
Capside  

50°C, 30 min 95°C, 15 min 
95°C, 30 sec 
50°C, 30 sec 
72°C, 1 min 

72°C, 5 min 

Cycles 1 1 40 1 
a Activation de la polymérase 
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Les produits de PCR ŽŶƚ ĠƚĠ ƉƵƌŝĨŝĠƐ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚƵ Ŭŝƚ Ě͛ĞǆƚƌĂĐƚŝŽŶ QIAquick Gel de la société 

Qiagen (Hilden, Allemagne) puis ƐĠƋƵĞŶĐĠƐ ƉŽƵƌ ůĞƐ ďĞƐŽŝŶƐ ĚƵ ƚǇƉĂŐĞ ă ů͛ĂŝĚĞ du kit de 

réaction de séquence ABI Prism Big dye® Terminator cycle sequencing ready reaction v1.1 

(Applera, France) (Tableaux 6 et 7) Ğƚ Ě͛ƵŶ ƐĠƋƵĞŶĐĞƵƌ ĂƵƚŽŵĂƚŝƋƵĞ ABI PRISM® 3100 de chez 

Applied Biosystems (Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA) en utilisant les amorces mentionnées 

dans le Tableau 8.  

Tableau 6͘ MĠůĂŶŐĞ ƌĠĂĐƚŝŽŶŶĞů ƚǇƉĞ ƉŽƵƌ ƵŶĞ ƌĠĂĐƚŝŽŶ ĚĞ ƐĠƋƵĞŶĕĂŐĞ Ě͛ORFϮ ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ 

Réactifs Volumes 

Eau 
Tampon 5X 
Amorce (0,8 µM) 
ADN 

qsp 20 ђы 
5 ђы 
4 ђы 
eq. 200 ng de 1 Kb 

Volume final 20 ђы 

Tableau 7. Cycle de PCR pour la réaction de séquençage des ORF2 des norovirus GII.4. 

Étapes Dénaturation Amplification 

 
Paramètres 

 
96°C, 1 min 

96°C, 10 sec 
50°C, 5 sec 
60°C, 4 min 

Cycles 1 25 

Tableau 8. Liste des amorces de séquençage des souches GII.4 et de plasmides de clones positifs Ě͛ĂƉƌğƐ 
Kamel et coll. (Kamel et coll., 2009). 

a Positions données pour le génome de la souche MD145  
b Amorces ƵƚŝůŝƐĠĞƐ ƉŽƵƌ ůĞ ĐůŽŶĂŐĞ ĚĞ ů͛ORFϮ͘ 

Amorces Séquences Polarité 
Emplacement 
des amorces a 

ORF amplifié 

FW1 b 
FW1-1 
RT1-1 
FW2 
RT1 
FW3 
RT2 
FW3-1 
RT3-1 
FW4 
RT3 
FW4-1 
RT4-1 
FW5 
RT4 
RT5 b 

ϱ͛-GCGATCGCAATCTGGCTCCCAG-ϯ͛ 
ϱ͛-CCCCTGGATTAGAAATAATTTTGTAC-3  
ϱ͛-ATCAGGGCCCAAGGGCGCGCTCC-ϯ͛ 
ϱ͛-CTGAAGGCTTGAGCCCCAGCCAG-ϯ͛ 
ϱ͛-GAGGTTCCAGTTGCCTAACATC-ϯ͛ 
ϱ͛-GATTCCCCATTCCTTTGGAAAAG-ϯ͛ 
ϱ͛-GTCGTGCACCTGCCATTTTGTGGTTG-ϯ͛ 
ϱ͛-CAATTATGACCCAACAGAAG-ϯ͛ 
ϱ͛-CCAGTGCTCACTGTAGCTTTGTG-ϯ͛ 
ϱ͛-CCAAAACACGAAATTCACCCCAG-ϯ͛ 
ϱ͛-AGGTGYACATTATGACCAGTTC-ϯ͛ 
ϱ͛-AGCGGGTATCCCAACATGAA-ϯ͛ 
ϱ͛-CCTGTRTCTGGATTCACAAATC-ϯ͛ 
ϱ͛-TGATTTGGTTATCCCCCCCAATGG-ϯ͛ 
ϱ͛-CGCCCCGTCCCATTTCCCATGG-ϯ͛ 
ϱ͛-CTGTTATTTTCAAAYTCAACTTTTG-ϯ͛ 

sens 
sens 

anti-sens 
sens 

anti-sens 
sens 

anti-sens 
sens 

anti-sens 
sens 

anti-sens 
sens 

anti-sens 
sens 

anti-sens 
anti-sens 

5055-5076 
5231-5256 
5314-5336 
5473-5495 
5523-5544 
5806-5827 
5862-5887 
6011-6030 
6123-6145 
6218-6240 
6313-6334 
6405-6424 
6508-6529 
6596-6619 
6667-6688 
6795-6819 

fin ORF1 
ORF2 
ORF2 
ORF2 
ORF2 
ORF2 
ORF2 
ORF2 
ORF2 
ORF2 
ORF2 
ORF2 
ORF2 
ORF2 
ORF2 

début ORF3 
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LĞƐ ŐĠŶŽƚǇƉĞƐ ŽŶƚ ĠƚĠ ĞŶƐƵŝƚĞ ĚĠƚĞƌŵŝŶĠƐ ƉĂƌ ĂůŝŐŶĞŵĞŶƚ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚƵ ůŽŐŝĐŝĞů CŽĚŽŶCŽĚĞ 

Aligner® version 3.04 (CodonCode Corp, Dedham, MA, USA) avec des séquences de norovirus 

de référence disponibles dans Genbank. 

2.4 Amplification des ORF2 entiers  

L͛O‘FϮ ĨĂŝƐĂŶƚ ϭϲϮϯ ďĂƐĞƐ ĚĞ ůŽŶŐ͕ ůĞ Ŭŝƚ TITANΠ ĚĞ ůĂ ƐŽĐŝĠƚĠ ‘ŽĐŚĞ MŽůĠĐƵůĂŝƌĞ ;MĂŶŚĞŝŵ͕ 

Allemagne) a été utilisé, les phases de rétro-ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ Ğƚ Ě͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ƐĞ ĨĂŝƐĂŶƚ ĚĂŶƐ ůĞ 

même tube. Les ORF2 de souches E1057, Cairo1, Cairo4 et Cairo7 et E3436 ont été amplifiés par 

RT-PC‘ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚĞ ϯ ђы Ě͛A‘N et 10 µM de chacune des amorces FW1/RT5 (Tableau 8) dans un 

volume finale de 50 µы. Le milieu réactionnel et les cycles de la PCR sont indiqués ci-après 

(Tableaux 8, 9 et 10). 

Tableau 9. MŝůŝĞƵ ƌĠĂĐƚŝŽŶŶĞů ƉŽƵƌ ů͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ORFϮ ĂǀĞĐ ůĞ Ŭŝƚ TITAN  

Réactifs Volumes 

Eau 
Tampon 5X 
dNTP (10 mM) 
DTT (100 mM) 
Amorce sens ou forward (10 µM) 
Amorce anti-sens ou reverse (10 µM) 
RNAsine (5 U/µы) 
Enzymes 
ARN 

qsp 50 µы 
10 ђы 
4 ђы 
2,5 ђы 
2 ђы 
2 ђы 
1 ђы 
1 ђы 
3 ђы 

Volume final 50 µы 

Tableau 10. Cycles d͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ORFϮ ĐŽŵƉůĞƚƐ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ par RT-PCR 

Étapes RT Amplification Élongation 

 

Paramètres 

 
50°C, 60 min 

94°C, 30 sec 
50°C, 30 sec 

68°C, 2 min 40 sec 

94°C, 30 sec 
55°C, 30 sec 

68°C , 2 min 40 sec 
+ (5 sec/ cycle) 

 
68°C, 10 min 

Cycles 1 10 40 1 

 

2.5 Clonage des ORF2 des souches sélectionnées 

2.5.1 Préparation des inserts 

Les produits Ě͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ par PCR des souches E1057, Cairo1, Cairo4, Cairo7 et E3436 ont été 

purifiés après migration par ĠůĞĐƚƌŽƉŚŽƌğƐĞ ƐƵƌ ŐĞů Ě͛ĂŐĂƌŽƐĞ ĂǀĞĐ ůĞ Ŭŝƚ Ě͛ĞǆƚƌĂĐƚŝŽŶ Qiaquick 

Gel de la société Qiagen (Hilden, Allemagne). La purification des fragments se faisant sur 
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ĐŽůŽŶŶĞ ĞŶ ƐŝůŝĐĞ͕ ů͛ADN Ă ĠƚĠ ĞŶƐƵŝƚĞ ĠůƵĠ ĂǀĞĐ 50 ђы de tampon EB (10mM Tris à pH 8.4), dont 

10 ђы seront congelés en guise de backup͘ L͛ADN des 40 ђы restants a été précipité avec 2 

ǀŽůƵŵĞƐ Ě͛éthanol ƉƵƌ Ğƚ ϭϬй Ě͛ĂĐĠƚĂƚĞ ĚĞ ƐŽĚŝƵŵ ă ƉH ϱ͘Ϯ pendant au moins 2 heures à -20°C.  

Après une première centrifugation à 12.500 rpm pendant 15 min, le culot a été repris dans 150 

ђы Ě͛ĠƚŚĂŶŽů ă ϳϬй ƉŽƵƌ ĚĞƐƐĂůĞƌ ů͛ADN͘ AƉƌğƐ ƵŶĞ ƐĞĐŽŶĚĞ ĐĞŶƚƌŝĨƵŐĂƚŝŽŶ ă ϭϮ͘ϱϬϬ rpm 

pendant 5 min, ůĞƐ ƚƌĂĐĞƐ Ě͛ĠƚŚĂŶŽů ĚĂŶƐ ůĞ ĐƵůŽƚ ont été éliminées ă ů͛ĂŝĚĞ Ě͛ƵŶ concentrateur 

SpeedVac® (Thermo Scientific, St-Herblain, France) pendant 5 à 10 min à température 

ambiante. Le culot a été ensuite resuspendu dans 10 ђы Ě͛ĞĂƵ distillée stérile pendant 10 min 

au Thermomixer® (Eppendorf, Le Pecq, France) à température ambiante avant quantification 

par ĠůĞĐƚƌŽƉŚŽƌğƐĞ ƐƵƌ ŐĞů Ě͛ĂŐĂƌŽƐĞ à 1% dans du TAE en présence de ďƌŽŵƵƌĞ Ě͛éthidium 

(BET).  

2.5.2 Clonage dans le vecteur de transfert pGEM®-T Easy 

Le clonage a été effectué dans le vecteur de transfert pGEM®-T Easy (Promega, Charbonnières-

les-Bains, France) (Figure 16). Ce vecteur de transfert possède deux gènes :  

– ƵŶ ŐğŶĞ ĚĞ ƌĠƐŝƐƚĂŶĐĞ ă ů͛ĂŵƉŝĐŝůůŝŶĞ (AmpR) qui permet de sélectionner spécifiquement 

les cellules compétentes transformées et présentant le plasmide dans son cytoplasme, 

– ƵŶ ŐğŶĞ ĚĞ ů͛ŽƉĠƌŽŶ ůĂĐƚŽƐĞ͕ ůĞ ŐğŶĞ ĚĞ ůĂ ɴ-galactosidase (lacZ), qui permet le criblage 

ƌĂƉŝĚĞ ĚĞƐ ĐŽůŽŶŝĞƐ ƉŽƐƐĠĚĂŶƚ ů͛ŝŶƐĞƌƚ ĐůŽŶĠ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚƵ ƚĞƐƚ ďůĂŶĐ-bleu en présence 

Ě͛IPTG͕ ŝŶĚƵĐƚĞƵƌ ĨŽƌƚ ĚĞ ů͛ŽƉĠƌŽŶ ůĂĐƚŽƐĞ Ğƚ ŶŽŶ ĚĠŐƌĂĚĂďůĞ͕ Ğƚ Ě͛X-Gal, substrat de 

ů͛ĞŶǌǇŵĞ ĚŽŶŶĂŶƚ ƵŶĞ ĐŽƵůĞƵƌ ďůĞƵĞ ůŽƌƐƋƵ͛ŝů ĞƐƚ ĚĠŐƌĂĚĠ͘ 

 

Figure 16. Schéma du vecteur de transfert pGEM®-T easy.  
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Le vecteur de transfert pGEM® se présente sous la forme Ě͛ƵŶ ĚŽƵďůĞ ďƌŝŶ Ě͛ADN linéaire où le 

gène lacZ est interrompu par deux thymidines ƚĞƌŵŝŶĂůĞƐ ĐŽŶƐƚŝƚƵĂŶƚ ůĞƐ ĚĞƵǆ ĞǆƚƌĠŵŝƚĠƐ ϯ͛ ĚƵ 

ƉůĂƐŵŝĚĞ ůŝŶĠĂƌŝƐĠ͘ CĞƐ ƚŚǇŵŝĚŝŶĞƐ ƉĞƌŵĞƚƚĞŶƚ ů͛ŝŶƐĞƌƚŝŽŶ ŐƌâĐĞ ă ů͛ĂĐƚŝŽŶ Ě͛ƵŶĞ ůŝŐĂƐĞ ĚĞ ů͛ŝŶƐĞƌƚ 

ƋƵĞ ů͛ŽŶ ƐŽƵŚĂŝƚĞ ĐůŽŶĞƌ ĚĂŶƐ ůĞ ǀĞĐƚĞƵƌ͘ EŶĨŝŶ͕ ƉGEMΠ ƉŽƐƐğĚĞ un site de clonage multiple 

(MCS) comportant de nombreux sites de restrictions ĞŶ ĂŵŽŶƚ Ğƚ ĞŶ ĂǀĂů ĚƵ ƐŝƚĞ Ě͛ŝŶƐĞƌƚŝŽŶ͘ 

LĂ ƉƌĞŵŝğƌĞ ĠƚĂƉĞ ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚ ă ůĂ ůŝŐĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ŝŶƐĞƌƚ ĚĂŶƐ ůĞ ǀĞĐƚĞƵƌ ĚĞ ƚƌĂŶƐĨĞƌƚ͘ DĂŶƐ ƵŶ 

volume de 10 ђы, 50 ng de vecteur de transfert pGEM ont été incubés toute la nuit à 4°C avec 

80 ng Ě͛ADN Ě͛ORF2, ĚĂŶƐ ůĞ ƌĂƉƉŽƌƚ Ě͛ϭ molécule de vecteur pour 3 à 6 ŵŽůĠĐƵůĞƐ Ě͛ŝŶƐĞƌƚ, et 

en présence de ligase (Tableau 11).  

Tableau 11. Mélange réactionnel pour une ligation dans le vecteur de transfert pGEM 

Réactifs Volumes 

Tampon de ligation 2X 
Insert ADN 
Eau 
Plasmide pGEM 
Ligase 

5 ђы 
x ђы 
qsp 10 ђы 
1 ђы 
1 ђы 

Volume final 10 ђы 

 

Après récupération du produit de ligation, 2 ђы ont été utilisés pour la transformation de 30 ђы 

de bactéries JM109 rendus chimiquement compétentes et mis dans le la glace pendant 30 min. 

Afin de rendre perméable la membrane des bactéries, le mélange a été plongé pendant 45 sec 

dans un bain-marie à 42°C puis remis immédiatement dans la glace afin de créer un choc 

thermique. Ensuite, 500 ђы de milieu SOC stérile (Tableau 12) ont été ajoutés à la réaction 

avant incubation à 37°C pendant 90 min sous agitation continue à 100 rpm dans un incubateur-

agitateur Minitron® (Infors HT, Bottmingen, Suisse). 

Tableau 12. Composition du milieu SOC  

Réactifs Masses/Volumes 

NaCl 
Bacto-tryptone 
Extrait de levure 
KCl (1 M) 
Eau  

0,5 g 
20 g 
5 g 
2,5 ŵы 
qsp 1 ы 

Volume final a 1 litre 

a Ajuster le pH à 7,0-7,5 avec de la soude (NaOH) puis autoclaver ; ajouter 20 ŵы de glucose 1M avant 
utilisation 
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Après transformation, les bactéries ont été ensemencées sur boite de Pétri sur un milieu Luria-

Bertani ;ŵŝůŝĞƵ LB ă ϭ͕ϱй Ě͛ĂŐĂƌŽƐĞ (Tableau 13)) contenant 100 µg/ŵы Ě͛ĂŵƉŝĐŝůůŝŶĞ et auquel 

ĚĞ ů͛IPTG (100 mM) et du X-Gal (50 mg/ŵы) ont été ajoutés pour effectuer un test blanc-bleu, 

puis incubées à 37°C toute la nuit. Les colonies blanches, qui contiennent ů͛ŝŶƐĞƌƚ, ont été 

ensuite prélevées puis vérifiées par PCR en utilisant les amorces FW2/RT2 ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞƐ ĚĞ ů͛O‘FϮ 

des norovirus GII.4 (Tableaux 14 et 15) Ğƚ ŵŝŐƌĂƚŝŽŶ ƉĂƌ ĠůĞĐƚƌŽƉŚŽƌğƐĞ ƐƵƌ ŐĞů Ě͛ĂŐĂƌŽƐĞ ă Ϯй 

dans du TBE contenant 2 ђы de BET.  

Tableau 13. Composition du milieu LB-Agar à 1,5%  

Réactifs Masses/Volumes 

NaCl 
Bacto-tryptone 
Extrait de levure 
Agarose 
Eau  

10 g 
10 g 
5 g 
15 g 
qsp 1 ы 

Volume final a 1 litre 

a Ajuster le pH à 7,0-7,5 avec de la soude (NaOH) puis autoclaver 

Tableau 14. Milieu réactionnel pour le screening des clones par PCR conventionnelle  

Réactifs Volumes 

Eau 
dNTP (10 mM) 
Amorce sens ou forward (10 µM) 
Amorce anti-sens ou reverse (10 µM) 
Taq polymérase 
Tampon 10X 
MgCl2 
Bactéries en suspension 

14,5 ђы 
0,4 ђы 
2 ђы 
2 ђы 
0,1 ђы 
2,5 ђы 
1,5 ђы 
2 ђы 

Volume final 25 µы 

 

Tableau 15. CǇĐůĞ ĚĞ PCR ƉŽƵƌ ů͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ORF2 complets des norovirus GII.4 

Étapes Dénaturation Amplification Élongation 

 
Paramètres 

 
94°C, 3 min 

94°C, 30 sec 
40°C, 30 sec 
72°C, 50 sec 

 
72°C, 5 min 

Cycles 1 25 1 

Les clones positifs ont été ensuite digérés par EcoRI pendant 2 h à 37°C et contrôlés par 

ŵŝŐƌĂƚŝŽŶ ƐƵƌ ŐĞů Ě͛ĂŐĂƌŽƐĞ ă ϭй ĚĂŶƐ ĚƵ TAE ƉŽƵƌ ǀĠƌŝĨŝĞƌ ůĂ ƉƌĠƐĞŶĐĞ ĚĞ ů͛ŝŶƐĞƌƚ Ğƚ ƐĂ ƚĂŝůůĞ ă 

ů͛ĂŝĚĞ ĚĞ ů͛ĠĐŚĞůůĞ ĚĞ ŵĂƐƐĞ ŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞ MĂƌŬĞƌ X ĚĞ ĐŚĞǌ ‘ŽĐŚĞ DŝĂŐŶŽƐƚŝĐ ;MĂŶŶŚĞŝŵ͕ 
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Allemagne). Pour chaque clone positif ĐŽŶĨŝƌŵĠ͕ ƵŶĞ ƋƵĂŶƚŝƚĠ ƐƵĨĨŝƐĂŶƚĞ Ě͛ADN plasmidique a 

été produite en culture à partir de 5 ŵы ĚĞ ďŽƵŝůůŽŶ Ě͛ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ͘ L͛ADN Ă ĠƚĠ ensuite extrait 

par la méthode des mini-préparations (Birnboim et Doly, 1979) et utilisé pour le contrôle du 

clonage par séquençage. 

2.6 Transfert dans le vecteur plasmidique pVL1392 

AĨŝŶ ĚĞ ĨĂĐŝůŝƚĞƌ ůĞ ƚƌĂŶƐĨĞƌƚ ĚĞ ů͛ŝŶƐĞƌƚ ĐůŽŶĠ ĚĂns le vecteur plasmidique et de contourner les 

problèmes liés à des digestions enzymatiques incomplètes, nous avons opté pour un sous-

clonage dans le vecteur de transfert pGEM selon des modalités similaires à celles décrites 

précédemment. En effet, seule l͛ĂŵŽƌĐĞ ƐĞŶƐ FWϭ Ă ĠƚĠ ŵŽĚŝĨŝĠĞ ĞŶ ϱ͛ ĂĨŝŶ Ě͛Ǉ ĂũŽƵƚĞƌ ƵŶ ƐŝƚĞ 

de restriction BglII (AGATCT) : ϱ͛-GAAGATCTATGAAGATGGCGTCGAATGACGC-ϯ͛, alors que 

ů͛ĂŵŽƌĐĞ ‘Tϱ Ŷ͛Ă ƉĂƐ ĠƚĠ ĂůƚĠƌĠĞ͕ ƵŶ ƐŝƚĞ ĚĞ ƌĞƐƚƌŝĐƚŝŽŶ NotI (GGGCCCͿ ĠƚĂŶƚ ĚĠũă ƉƌĠƐĞŶƚ ĞŶ ϯ͛ 

dans pGEM. Les nouveaux clones pGEM obtenus ont été ensuite digérés en présence BglII et 

NotI ;‘ŽĐŚĞ DŝĂŐŶŽƐƚŝĐƐ͕ MĂŶŶŚĞŝŵ͕ AůůĞŵĂŐŶĞͿ ĂĨŝŶ ĚĞ ƌĠĐƵƉĠƌĞƌ ů͛ŝŶƐĞƌƚ ĂǀĂŶƚ ƚƌĂŶƐĨĞƌƚ ĚĂŶƐ 

le vecteur plasmidique pVL1392. 

UŶĞ ĨŽŝƐ ůĞƐ ƐŝƚĞƐ ĚĞ ƌĞƐƚƌŝĐƚŝŽŶ ĂũŽƵƚĠƐ ĚĂŶƐ ƵŶ ŶŽƵǀĞĂƵ ǀĞĐƚĞƵƌ ĚĞ ƚƌĂŶƐĨĞƌƚ͕ ůĞƐ ŝŶƐĞƌƚƐ Ě͛O‘FϮ 

complet des souches E1057, Cairo1, Cairo4 et Cairo7 ont été ensuite insérés dans le vecteur 

ƉůĂƐŵŝĚŝƋƵĞ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚƵ Ŭŝƚ BĂĐƵůŽGŽůĚΡ ƉVLϭϯϵϮ BĂĐƵůŽǀŝƌƵƐ TƌĂŶƐfert Vector (BD Biosciences 

Pharmingen). Ce vecteur plasmidique de 9639 pb possède un locus du gène de la polyhédrine 

avec son promoteur et un site de clonage multiple (MCS) comportant de nombreux sites de 

restrictions (Figure 17).  

Le pVL1392 possède en amont et en aval du MCS des séquences homologues à celles du 

baculovirus permettant une recombinaison intracellulaire du plasmide avec le génome linéarisé 

ĚĞ ďĂĐƵůŽǀŝƌƵƐ͘ DĞ ƉůƵƐ͕ ůĞ ƉůĂƐŵŝĚĞ ƉŽƐƐğĚĞ ƵŶĞ ĐĂƐƐĞƚƚĞ ĚĞ ƌĠƐŝƐƚĂŶĐĞ ă ů͛ĂŵƉŝĐŝůůŝŶĞ 

permettant le criblage des clones positifs après transformation dans les cellules JM109. 

La technique est similaire à celle déjà utilisée pour le clonage dans pGEM. Les sites de 

restriction (BglII et NotI) qui ont été ajoutés lors du sous-clonage ont ainsi permis de 

posŝƚŝŽŶŶĞƌ ů͛ŝŶƐĞƌƚ ŝĚĠĂůĞŵĞŶƚ ůĞ ƉůƵƐ ƉƌŽĐŚĞ ƉŽƐƐŝďůĞ ĚƵ ƉƌŽŵŽƚĞƵƌ ĚĞ ůĂ ƉŽůǇŚĠĚƌŝŶĞ ĂƵ 

niveau du site MCS et dans le bon sens, c.-à-d. ĚĞ ϱ͛їϯ͛͘ AƉƌğƐ ůĂ « miniprep », les clones pVL-

ORF2 obtenus ont été contrôlés pour leur pureté et quantifiés par spectrophotométrie avant 

transfection des cellules Sf9. 
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Figure 17. Structure du vecteur plasmidique pVL1392 avec son promoteur de la 
polyhédrine et son site de clonage multiple (MCS) 

3. Le système baculovirus-ĐĞůůƵůĞƐ Ě͛ŝŶƐĞĐƚĞ 

3.1 Les baculovirus 

Les baculovirus ĨŽƌŵĞŶƚ ƵŶĞ ĨĂŵŝůůĞ ĚĞ ǀŝƌƵƐ ĚŽŶƚ ů͛ĂƐƉĞĐƚ ƌĞƐƐĞŵďůĞ ă ƵŶ ďąƚŽŶŶĞƚ ;baculum 

en latin), les Baculoviridae. Ils se caractérisent par deux sous-familles : les Eubaculovirinae 

comprenant les deux genres Nucleopolyhedrovirus (NPV) et les Granulovirus (GV), et les 

Nudibaculoviridae͘ CĞƐ ǀŝƌƵƐ ƉĞƵǀĞŶƚ ŝŶĨĞĐƚĞƌ ŵĂũŽƌŝƚĂŝƌĞŵĞŶƚ ĚĞƐ ĞƐƉğĐĞƐ Ě͛ŝŶƐĞĐƚĞƐ ĂŝŶƐŝ ƋƵĞ 

des crustacés mais pas les mammifères ou les vertébrés. Leur génome ĞƐƚ ĐŽŶƐƚŝƚƵĠ Ě͛ƵŶ ADN 

bicaténaire circulaire dont la taille est comprise entre 80 et 180 kpb (Figure 18). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 18. Photographie de nucléopolyhédrovirus 
(NPV) en microscopie électronique 
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Les baculovirus sont utilisés en biotechnologie pour la production de protéines recombinantes 

depuis 1983 (Smith et coll., 1983). L͛ADNĐ ĚĞ ůĂ ƉƌŽƚĠŝŶĞ Ě͛ŝŶƚĠƌġƚ ĞƐƚ ŝŶƚĠŐƌĠ ĂƵ ŐĠŶŽŵĞ ĚƵ 

virus en lieu et place du gène codant pour la polyhédrine, une protéine de matrice externe 

formant une gangue lui permettant de résister aux ultraviolets, en le plaçant sous son 

promoteur fort, polh (Figure 19).  

Les deux lignées cellulaires couramment utilisées seules ou en tandem pour la production de 

protéines recombinantes par infection par le baculovirus sont les cellules Sf9 et Hi5. La lignée 

ĐĞůůƵůĂŝƌĞ Ě͛ŝŶƐĞĐƚĞ Sf9 est issue du légionnaire d'automne, le Spodoptera frugiperda, ravageur 

ĚƵ ŵĂŢƐ͕ ĚƵ ĐŽƚŽŶ Ğƚ ĚƵ ƌŝǌ͘ LĂ ůŝŐŶĠĞ ĐĞůůƵůĂŝƌĞ Ě͛ŝŶƐĞĐƚĞ Hi5 ou BTI-TN5B1-4 est issue d'une 

chenille dévoreuse de choux, le Trichoplusia Ni. 

 

Figure 19. Synthèse de la transfection de pVL1392-ORF2 dans baculovirus  
et ĚĞƐ ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶƐ Ě͛ŝŶŽĐƵůƵŵ ĚĂŶƐ Sf9 et de VLP dans Hi5. 
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L͛ŝŶƚĠƌġƚ ĚĞ ĐĞ ƐǇƐƚğŵĞ ;BEVS ƉŽƵƌ Baculovirus Expression Vector SystemͿ ĞƐƚ ƋƵ͛ŝů ƉĞƌŵĞƚ 

Ě͛ŽďƚĞŶŝƌ ĂƉƌğƐ ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ Ğƚ ƉƵƌŝĨŝĐĂƚŝŽŶ͕ ƵŶĞ ƉƌŽƚĠŝŶĞ ƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚĞ ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůůĞ 

comportant des modificatiŽŶƐ ƉŽƐƚ ƚƌĂĚƵĐƚŝŽŶŶĞůůĞƐ ĂǀĂŶĐĠĞƐ͘ C͛ĞƐƚ JŝĂŶŐ et coll. (Jiang et coll., 

1992) qui ont produit pour la première fois des particules virales de synthèse (VLP) de norovirus 

ă ů͛ĂŝĚĞ ĚƵ ďĂĐƵůŽǀŝƌƵƐ Autographa californica. Ce système permet en effet, outre la production 

de la protéine de capside VP1 de norovirus, son auto-assemblage pour former la capside 

entière du norovirus ou particules virales de synthèse (VLP).  

A ŶŽƚĞƌ ƋƵĞ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ƉƌŽŵŽƚĞƵƌƐ͕ ƚĞů ƋƵĞ ƉϭϬ͕ Ğƚ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ůŝŐŶĠĞƐ ĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ͕ ƉĂƌ ĞǆĞŵƉůĞ ůĂ 

lignée cellulaire Sf21, peuvent être utilisés. 

3.2 Culture des lignées de ĐĞůůƵůĞƐ Ě͛ŝŶƐĞĐƚĞ 

AĨŝŶ Ě͛ŽďƚĞŶŝƌ une production optimale de capsides de synthèse entières de norovirus, deux 

types cellulaires sont utilisés en tandem : ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ Ě͛ŝŶƐĞĐƚĞƐ Sf9 et lĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ Ě͛ŝŶƐĞĐƚĞ Hi5.  

LĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ Ě͛ŝŶƐĞĐƚĞƐ Sf9 proviennent de BD Biosciences Pharmingen. Pour arriver à 

confluence, environ 4-5 jours à 27°C sont nécessaires. Les Sf9 ƐŽŶƚ ĞŶƚƌĞƚĞŶƵĞƐ ĂǀĞĐ ů͛ĂŝĚĞ Ě͛un 

milieu spécifique, le TNMFH© (BD Biosciences Pharmingen) en présence de sérum de veau 

ĨƈƚĂů (SVF), ĚŽŶƚ ůĞ ƉŽŝĚƐ ŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞ ĞƐƚ Ě͛ĞŶǀŝƌŽŶ ϲϳ KDĂ͕ Ğƚ Ě͛ĂůďƵŵŝŶĞ. Or les VLP, une fois 

ĂƐƐĞŵďůĠĞƐ͕ ŽŶƚ ƵŶ ƉŽŝĚƐ ŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞ ĂƐƐĞǌ ƉƌŽĐŚĞ͕ Ě͛ĞŶǀŝƌŽŶ ϲϬ KDĂ͕ ĐĞ ƋƵŝ ǀĂ gêner la 

purification des particules virales néoformées. La présence ĞŶ ŐƌĂŶĚĞ ƋƵĂŶƚŝƚĠ Ě͛ĂůďƵŵŝŶĞ dans 

le milieu et la culture lente de ces cellules leur font préférer la lignée cellulaire Hi5 pour la 

production de VLP. Les cellules Sf9 sont réservées à la production de baculovirus recombinants 

pour laquelle elles sont performantes. 

Les ĐĞůůƵůĞƐ Ě͛ŝŶƐĞĐƚĞ Hi5 proviennent de la société Invitrogen. Leur culture est plus rapide, 

environ 2-3 jours à 27°C sont nécessaires pour arriver à confluence. Leur milieu de culture, 

EǆƉƌĞƐƐFŝǀĞΡ (Invitrogen), étant dépourvu de SVF et la culture plus rapide, la production et la 

purification des VLP sont donc facilitées sur cette lignée cellulaire. 

3.3 Co-transfections avec baculovirus 

Les co-transfections des ADN des ORF2 clonés dans le vecteur pVL1392 des souches E1057, 

Cairo1, Cairo4, Cairo7 et E3436 ont été effectuées en suivant le protocole du fabricant ă ů͛ĂŝĚĞ 

ĚƵ Ŭŝƚ ĚĞ ƚƌĂŶƐĨĞĐƚŝŽŶ BĂĐƵůŽGŽůĚΡ ;BD BŝŽƐĐŝĞnces Pharmingen) dans lequel le génome du 

baculovirus sauvage Autographa californica nuclear polyhedrosis virus (AcNPV) est présent sous 
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forme linéaire dépourvu du gène codant la polyhédrine et non infectieux. La circularisation du 

génome de baculovirus ůŽƌƐ ĚĞ ů͛ŝŶƚĠŐƌĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ŝŶƐĞƌƚ ƉĂƌ ƌĞĐŽŵďŝŶĂŝƐŽŶ ƉĞƌŵĞƚ ĂƵ 

baculovirus de recouvrer son pouvoir infectieux.  

Des plaques 6 puits ont été préparées avec 2 ŵы de culture de cellules Sf9 à la concentration de 

500.000 cellules pour 1 ŵы de TNMFH, soit 106 cellules Sf9. Une fois les cellules fixées au 

support de plaques, le milieu cellulaire a été retiré puis remplacé par 500 ђы de tampon A 

(milieu de Grace avec 10% de SVF) issu du kit de transfection. Dans un tube stérile, 3 µы Ě͛ADN 

linéĂƌŝƐĠ Ě͛AĐNPV ont été mélangés avec 3 à 3,5 µg de pVL-ORF2 pendant 10 minutes avant 

Ě͛ĂũŽƵƚĞƌ ϱϬϬ ђы de tampon B (25 mM de HEPES, pH 7,1, 125 mM de CaCl2, 140 mM NaCl). Les 

mélanges pVL-baculovirus ont été ensuite déposés délicatement, goutte à goutte, sur les 

cellules Sf9 baignant dans le tampon A Ğƚ ƉůĂĐĠƐ ƉĞŶĚĂŶƚ ϰ ŚĞƵƌĞƐ ă ϮϳΣC͘ AƉƌğƐ ů͛ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ͕ ůĞ 

milieu est remplacé par du TNMFH et les plaques 6 puits remises à 27°C pendant 6 jours.  

3.4 Plages de lyse et criblage des clones recombinants 

AƉƌğƐ ϲ ũŽƵƌƐ Ě͛ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ ă ϮϳΣC͕ ůĞƐ ďĂĐƵůŽǀŝƌƵƐ ƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚƐ ƐŽŶƚ ƌĠĐƵƉĠƌĠƐ ĂĨŝŶ Ě͛ġƚƌĞ 

ŝƐŽůĠƐ Ğƚ ƚŝƚƌĠƐ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚĞ ůĂ ŵĠƚŚŽĚĞ ĚĞƐ plages de lyse. CĞƚƚĞ ŵĠƚŚŽĚĞ ƉĞƌŵĞƚ ă ůĂ ĨŽŝƐ Ě͛ŝƐŽůĠƐ 

chaque clone de baculovirus recombinant produit lors de la transfection mais également de 

pourvoir sélectionner les clones qui ont un titre infectieux élevé. 

Des dilutions en cascade de facteur 10 (de 10-1 à 10-6) avec du TMNFH ont été réalisées puis 

inoculées à des cellules Sf9 à raison de 1.106 cellules par puits dans 2 ŵы de TMNFH. Après une 

ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ Ě͛ϭ ŚĞƵƌĞ ă ϮϳΣC͕ ů͛ŝŶŽĐƵůƵŵ Ă ĠƚĠ ƌĞŵƉůĂĐĠ ƉĂƌ Ϯ ŵы de milieu TMNFH à 0,5% 

Ě͛ĂŐĂƌŽƐĞ ĂǀĂŶƚ Ě͛ġƚƌĞ ƉůĂĐĠ ϲ ũŽƵƌƐ ă ϮϳΣC͘ 

Au sixième jour, le tapis cellulaire de chaque puits a été coloré avec du rouge neutre (ou rouge 

de toluylène). Le rouge neutre est un colorant vital qui est endocyté par les cellules vivantes 

sous forme de vacuoles de pH acide et de couleur rouge. Les cellules Sf9 détruites par le 

baculovirus, ne fixant donc pas le colorant, laissent alors une zone claire, ou plage, dans le tapis 

cellulaire, témoin de la lyse cellulaire. Les puits ont été recouverts avec 1 ŵы de TMNFH à 0,5% 

Ě͛ĂŐĂƌŽƐĞ Ğƚ ϭй ĚĞ ƌŽƵŐĞ ŶĞƵƚƌĞ͕ ƉƵŝƐ ůĞƐ ƉůĂƋƵĞƐ ŽŶƚ ĠƚĠ ƌĞŵŝƐĞƐ ă ϮϳΣC pendant 24 heures. 

Les plages de lyses à la dilution 10-6 ont été ensuite prélevées individuellement puis placées 

chacune dans un tube contenant 500 ђы de TMNFH ĂǀĂŶƚ Ě͛ġƚƌĞ mises à 4°C toute la nuit. Le 

lendemain, 1, 10 et 100 ђы de chaque clone ont été inoculés dans 3 puits contenant chacun 106 

cellules Sf9 et 2 ŵы de TMNFH et incubés pendant 6 jours à 27°C.  
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Enfin, à ů͛ŝƐƐƵ ĚĞ ůĂ ƌĠĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ͕ ĐŚĂƋƵĞ ƉƵŝƚƐ Ă ĠƚĠ ƚĞƐƚĠ ĞŶ ELISA ĂǀĞĐ ůĞ Ŭŝƚ ĚĞ ĚĠƚĞĐƚŝŽŶ 

norovirus Ridascreen® (RBiopharm, Lyon, France) afin de détecter les clones de baculovirus 

ƉŽƐƐĠĚĂŶƚ ů͛ŝŶƐĞƌƚ et exprimant la protéine VP1, et de sélectionner un clone potentiellement 

plus performant pour un ORF2 donné. 

3.5 Expression des protéines VP1 recombinantes 

Une fois ƐĠůĞĐƚŝŽŶŶĠƐ͕ ůĞƐ ĐůŽŶĞƐ ƐŽŶƚ ƌĠĂŵƉůŝĨŝĠƐ ĂĨŝŶ ĚĞ ƉƌŽĚƵŝƌĞ ƐƵĨĨŝƐĂŵŵĞŶƚ Ě͛ŝŶŽĐƵůƵŵ 

pour la production des VLP. Dans une flasque Greiner à filtre de 75 cm² CellStar® 658175 

(Greiner Bio-one, Courtaboeuf, France), 10 millions de cellules Sf9 ont été infectées avec 

seulement 100 ђы Ě͛ŝŶŽĐƵůƵŵ ;MOIф0,2)͕ ĂĨŝŶ Ě͛ĠǀŝƚĞƌ ƵŶĞ ƌĠǀĞƌƐŝŽŶ ĚĞ ůĂ ƌĞĐŽŵďŝŶĂŝƐŽŶ͕ et 

ƉůĂĐĠĞƐ ă ů͛ŝŶĐƵďĂƚĞƵƌ ă ϮϳΣC ƉŽƵƌ ϲ ũŽƵƌƐ͘ Cette réamplification a été utilisée pour produire 100 

à 200 ŵы Ě͛ŝŶŽĐƵůƵŵ ƐƵƌ ĐĞůůƵůĞƐ Sf9. 

LĞ ƐƚŽĐŬ Ě͛ŝŶŽĐƵůƵŵ ƵŶĞ ĨŽŝƐ ƌĠĂůŝƐĠĞ͕ ůĞƐ ďĂĐƵůŽǀŝƌƵƐ ƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚƐ ŽŶƚ ĠƚĠ ƵƚŝůŝƐĠƐ ƉŽƵƌ 

infecter des cellules Hi5, plus performantes pour la production des VLP et ne requérant pas de 

SVF. Des cellules Hi5 ont été implantées dans des flasques à filtre de 175 cm² CellStar® 660160 

(Greiner Bio-one, Courtaboeuf, France) à raison de 20 millions de cellules par flasque dans 10 

ŵы de milieu ExpressFivĞΡ, puis infectées avec 4-5 ŵы Ě͛ŝŶŽĐƵůƵŵ ;MOIуϱͿ͘ AƉƌğƐ ƵŶĞ 

ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ ĚĞ ϯ ŚĞƵƌĞƐ ă ϮϳΣC͕ ů͛ŝŶŽĐƵůƵŵ Ă ĠƚĠ ƌĞƚŝƌĠ Ğƚ ƌĞŵƉůĂĐĠ ƉĂƌ ϮϬ ŵы Ě͛EǆƉƌĞƐƐFŝǀĞΡ 

ƉƵŝƐ ůĞƐ ĨůĂƐƋƵĞƐ ŽŶƚ ĠƚĠ ƌĞƉůĂĐĠĞƐ ă ů͛ŝŶĐƵďĂƚĞƵƌ ă ϮϳΣC ƉŽƵƌ ϲ ũŽƵƌƐ͘ 

3.6 Purification des particules virales de synthèse 

Au sixième jour, les flasques contenant des débris de cellules Hi5 lysées, des baculovirus 

recombinants et des VLP ont été regroupées et centrifugées dans une ultracentrifugeuse basse 

vitesse Super T-Ϯϭ ;SŽƌǀĂůůͿ͘ AĨŝŶ Ě͛ĠůŝŵŝŶĞƌ ůĞƐ ŵĞmbranes cellulaires, les lysats ont été 

centrifugés à 6.000 x g à 4°C pendant 30 minutes avec un rotor SL-250T (Sorvall). Les 

surnageants ont été ensuite centrifugés à 14.000 x g à 4°C pendant 30 minutes avec un rotor 

SL-50T (Sorvall) pour sédimenter le baculovirus recombinant. 

La purification des particules virales de synthèse a comporté par la suite plusieurs phases 

Ě͛ƵůƚƌĂĐĞŶƚƌŝĨƵŐĂƚŝŽŶ ƐƵƌ ƵŶĞ ƵůƚƌĂĐĞŶƚƌŝĨƵŐĞƵƐĞ OƉƚŝŵĂΡ LX-80 (Beckman). Le surnageant a été 

ĐĞŶƚƌŝĨƵŐĠ ă ů͛aide d͛ƵŶ rotor SW32 Ti (Beckman) à 30.000 rpm (environ 150.000 x g) pendant 2 

heures à 4°C sur un coussin de sucrose à 30% dans du tampon TNC (50 mM Tris-HCl (pH 7,4), 

0,15 M NaCl, 10 mM CaCl2). LĞƐ ĐƵůŽƚƐ ŽŶƚ ĞŶƐƵŝƚĞ ĠƚĠ ƌĞƉƌŝƐ ĚĂŶƐ ϮϬϬ ă ϱϬϬ ђы ĚĞ ƚĂŵƉŽŶ TNC 
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avec de la leupepƚŝŶĞ ă Ϭ͕ϱ ђŐͬŵы ;LĞƵƉĞƉƚŝŶĞ ƚƌŝĨůƵŽƌŽĂĐĠƚĂƚĞ͕ ‘ĠĨ͘ L-2023, Sigma-Aldrich, 

Saint-Louis, MO, USA) et placés à 4°C toute la nuit.  

Les culots resuspendus ont été traités au fréon et centrifugés à 10.000 rpm à 5°C pendant 10 

minutes dans une centrifugeuse EppĞŶĚŽƌĨ ϱϰϭϳ‘ ĂĨŝŶ Ě͛ĠůŝŵŝŶĞƌ ůĂ ĨƌĂĐƚŝŽŶ ůŝƉŝĚŝƋƵĞ ƌĞƐƚĂŶƚĞ. 

Une fois traités, les culots ont été ĐĞŶƚƌŝĨƵŐĠƐ ă ů͛ĂŝĚĞ Ě͛un rotor SW60 Ti (Beckman) à 45.000 

rpm (environ 225.000 x g) pendant 18 heures à 10°C sur un gradient isopycnique de chlorure de 

césium (CsCl) dissous dans du tampon TNC et ĚŽŶƚ ů͛indice de réfraction initiale était de 1,363, 

correspondant à la densité de flottaison des VLP de norovirus dans le CsCl (Bruner et Vinograd, 

1965 ; Belliot et coll., 2001) (Figure 20).  

 

Figure 20. Schématisation de la préparation et du résultat attendu du 
gradient de chlorure de césium (CsCl) 

Les fractions de VLP ont ensuite été diluées dans 50 volumes de tampon TNC puis désalinisées 

par ultracentrifugation sur coussin de sucrose à 30% avec un rotor SW32 Ti selon les mêmes 

modalités que décrites précédemment puis les culots ont été resuspendu dans du TNC-

leupeptine et placés à 4°C toute la nuit.  

DĂŶƐ ů͛ĠǀĞŶƚƵĂůŝƚĠ où les VLP produites étaient instables, se traduisant par une perte 

importante de particules complètes lors du gradient de CsCl, ce dernier a été remplacé par un 

gradient discontinu de sucrose avec un pourcentage décroissant de sucrose allant de 60 % (au 

fond du tube) à 10 % (en haut du tube) (Belliot et coll., 2001). Les culots ont été ainsi 

centrifugés sur un rotor SW41 (Beckman) à 35.000 rpm pendant 20 heures à 5°C (Figure 21). 

LĞƐ VLP ƉƵƌŝĨŝĠĞƐ ŽŶƚ ĠƚĠ ĞŶƐƵŝƚĞ ƋƵĂŶƚŝĨŝĠĞƐ ƉĂƌ ƐƉĞĐƚƌŽƉŚŽƚŽŵĠƚƌŝĞ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚƵ kit de dosage 

colorimétrique BSA Protein Assay (Pierce, IL, USA) selon la méthode de Buiret (complexage des 

groupe azoté des protéines avec le cuprate ĞŶ ƉƌĠƐĞŶĐĞ ĚĞ ů͛ĂĐŝĚĞ ďŝĐŝŶĐŚŽŶŝŶŝƋƵĞͿ͘ PŽƵƌ ĠǀŝƚĞƌ 
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les phénomènes de précipitation, les concentrations des VLP ont été ramenées à 1 mg/ŵы de 

protéine. Les VLP ont été mises en aliquotes par fraction de 10 ђы puis conservées à +4°C pour 

de courtes périodes ou congelées à -40°C après un flash freeze ĚĂŶƐ ĚĞ ů͛ĂǌŽƚĞ ůŝƋƵŝĚĞ ƉŽƵƌ ĚĞ 

longues durées de stockage. 

 

Figure 21. Schématisation de la préparation et du résultat attendu du 
gradient discontinu de sucrose 

JƵƐƋƵ͛ă ϰ ђŐ ĚĞ VLP ĚĞ ĐŚĂƋƵĞ ǀĂƌŝĂŶƚ ŽŶƚ ĠƚĠ déposés et contrôlés en SDS-PAGE sur gel de 

polyacrylamide avec gradient de 4 à 12% de Bis-Tris (NuPAGE® Novex, Réf. #NP0322BOX, 

Invitrogen, France). Les protéines ont été révélées par coloration au bleu de Coomassie.  

3.7 Contrôle par microscopie de force atomique 

La dimension et la qualité des VLP ont été contrôlées par microscopie électronique après 

coloration négative et par microscopie de force atomique (AFM) sur lame de mica avec un 

Nanoscope III (Veeco, Santa Barbara, CA). LĞƐ ĂŶĂůǇƐĞƐ Ě͛AFM ŽŶƚ ĠƚĠ ĞĨĨĞĐƚƵĠĞƐ ƉĂƌ CĠůŝŶĞ 

ELIE-CAILLE dans le cĂĚƌĞ Ě͛ƵŶĞ ĐŽůůĂďŽƌĂƚŝŽŶ ĂǀĞĐ ů͛IŶƐƚŝƚƵƚ FEMTO-ST de Besançon. 

L͛AFM est une technique de microscopie à sonde locale qui sert à visualiser la topographie de la 

surface d'un échantillon ũƵƐƋƵ͛ă ƵŶĞ ƌĠƐŽůƵƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ŽƌĚƌĞ ĚĞ ů͛ĂƚŽŵĞ͘ Le principe se base sur les 

interactions entre l'échantillon et une pointe montée sur un microlevier. La pointe balaie la 

surface à caractériser, et l'on agit sur sa hauteur selon un paramètre de rétroaction. Un 

ordinateur enregistre cette hauteur et peut ainsi reconstituer une image de la surface. Il existe 

plusieurs modes d'utilisation de l'AFM que l'on peut regrouper en 2 catégories : le mode 

contact (ou statique) et les modes dynamiques qui sont la modulation d'amplitude (ou contact 

intermittent) et la modulation de fréquence : 
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ʹ le mode contact consiste à utiliser les forces répulsives : la force appliquée au levier est 

telle que la pointe est en contact permanent avec la surface pour la balayer, elle est donc 

repoussée du fait du principe de Pauli, et le levier est dévié. La rétroaction s'effectue sur 

la mesure de la direction de la déviation, 

ʹ le mode modulation d'amplitude dit « tapping » consiste à faire vibrer le levier à sa 

fréquence propre de résonance avec une certaine amplitude. Quand la pointe interagit 

avec la surface, l'amplitude décroît parce que la fréquence de résonance change. La 

rétroaction se fait alors sur l'amplitude d'oscillation du levier, 

ʹ enfin, le mode modulation de fréquence permet de séparer directement l'effet des forces 

conservatives et dissipatives. La rétroaction s'effectue sur la déviation de la fréquence de 

résonance. 

PŽƵƌ ůĂ ŐĠŶĠƌĂƚŝŽŶ Ě͛ŝŵĂŐĞ ĚĞƐ VLP ƉĂƌ AFM͕ ůĞƐ ĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐ ĠĐŚĂŶƚŝůůŽŶƐ ĚĞ VLP ŽŶƚ ĠƚĠ ƵƚŝůŝƐĠƐ ă 

la concentration de 1 mg/ŵы. Environ 25 ђы de VLP ont été adsorbés pendant 30 min sur une 

surface de mica fraîchement clivée puis la surface est lavée trois fois avec du tampon HBS afin 

Ě͛ĠůŝŵŝŶĞƌ ůĞƐ VLP ŶŽŶ ĂĚƐŽƌďĠĞƐ͘ L͛ĂĐƋƵŝƐŝƚŝŽŶ ĚĞƐ images a été opérée en modes contact (CM) 

et tapping (TM) ă ů͛ĂŝĚĞ Ěe microleviers en nitrure de silicium (NP-S, Bruker Nano) présentant 

ĚĞƐ ĐŽŶƐƚĂŶƚĞƐ Ě͛ĠůĂƐƚŝĐŝƚĠ de 0,32 N/m ou de 0,58 N/m et des fréquences de résonance 

s'étendant de 8,5 à 9,5 kHz. Pour les paramètres de contrôle, les valeurs typiques des réglages 

étaient situées entre 0,5 à 1,5 V, selon les dimensions de la surface à balayer et l'amplitude 

d'oscillation en mode tapping. L'amplitude d'oscillation était généralement maintenue à 5-10 

nm au-dessus de la surface. 

4. Mutagenèse dirigée du site de liaison aux HBGA 

AĨŝŶ Ě͛ĠƚƵĚŝĞƌ ůĞƐ ĂĐŝĚĞƐ ĂŵŝŶĠƐ ĨŽƌŵĂŶƚ ůĂ ƉŽĐŚĞ ŚǇĚƌŽƉŚŽďĞ ĚĠĐƌŝƚĞ ƉĂƌ CĂŽ et coll. (Cao et 

coll., 2007), nous avons effectué une mutagénèse dirigée du vecteur de transfert ĚĞ ů͛O‘FϮ ĚĞ 

la souche E1057, variant Hunter, (Tableau 3)͕ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚƵ Ŭŝƚ QƵŝĐŬCŚĂŶŐĞΡ site-directed 

mutagenesis (Stratagene). La mutagenèse a consisté en des substitutions et des délétions des 

ƌĠƐŝĚƵƐ Ě͛ĂĐŝĚĞ ĂŵŝŶĠƐ relativement conservés (S343, T344/R345, D373, S442, G443 and Y444) 

ŝŵƉůŝƋƵĠƐ ĚĂŶƐ ůĂ ůŝĂŝƐŽŶ ĂǀĞĐ ů͛ɲ-fucose des HBGA (Figures 12 et 13). Les substitutions visaient 

à supprimer, si possible, uniquement le groupement hydroxyle interagissant avec le sucre sans 

ŵŽĚŝĨŝĞƌ ůĂ ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ ƚƌŝĚŝŵĞŶƐŝŽŶŶĞůůĞ͕ ĨĂĐƚĞƵƌ ƉŽƚĞŶƚŝĞů Ě͛ŝŶƐƚĂďŝůŝƚĠ ƉŽƵƌ ůĂ ĐĂƉƐŝĚĞ͘ De 

même, le résidu de thréonine en position 395 (T395), caractéristique des variants circulant 

après 2002, a été supprimé pour produire le recombinant ȴT395 (Figure 22).  
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 Figure 22. LŽĐĂůŝƐĂƚŝŽŶ ƐƵƌ ů͛ORFϮ ĚĞƐ aa mutés Ě͛ĂƉƌğƐ (Cao et coll., 2007 ; Tan et coll., 2008b) 

La première étape de la mutagenèse dirigée consiste en une PCR standard utilisant, non pas 

une Taq polymérase, mais une ADN-polymérase Pfu de haute fidélité (Tableaux 16 et 17) et des 

amorces complémentaires spécifiques de la région cible. Ces amorces sont des oligonucléotides 

Ě͛ĞŶǀŝƌŽŶ Ϯϱ ă ϯϯ ďĂƐĞƐ ƌĞĐŽƵǀƌĂŶƚ ůĞ ƐŝƚĞ ĚĞ ŵƵƚĂƚŝŽŶ Ğƚ comportant, pour les substitutions, 

un échange de 1-2 bases nucléotidiques dans le codon cible, et pour les délétions, une absence 

de ce codon, les uns et les autres étant flanqués de séquences non modifiées permettant un 

appariement ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞ ĂǀĞĐ ůĂ ƐĠƋƵĞŶĐĞ ĚĞ ů͛O‘FϮ ĚĂŶƐ ůĞ ƉůĂƐŵŝĚĞ (Tableau 18). Après la PCR 

ĚĞ ŵƵƚĂŐĞŶğƐĞ͕ ůĞ ƉƌŽĚƵŝƚ Ě͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĞƐƚ ŝŶĐƵďĠ ϭ Ś ă ϯϳΣC ĂǀĞĐ ϭϬ U Ě͛ĞŶǌǇŵĞ ĚĞ 

restriction DpnI ĂĨŝŶ ĚĞ ĚŝŐĠƌĞƌ ů͛ADN ƉĂƌĞŶƚ ŶĞ ĐŽŵƉŽƌƚĂŶƚ ƉĂƐ ůĂ ŵƵƚĂƚŝŽŶ͘ AƉƌğƐ ĚŝŐĞƐƚŝŽŶ͕ ůĞ 

ƉƌŽĚƵŝƚ ĚĞ PC‘ ĞƐƚ ĐŽŶƚƌƀůĠ ƐƵƌ ŐĞů Ě͛ĂŐĂƌŽƐĞ ĞŶ ĠůĞĐƚƌŽƉŚŽƌğƐĞ͘ 

Tableau 16. Milieu réactionnel pour la PCR de mutagenèse dirigée sur pVL-E1057 

Réactifs Volumes 

Eau 
dNTP (10mM) 
Amorce sens ou forward (125 ng/ђы) 
Amorce anti-sens ou reverse (125 ng/ђы) 
Pfu polymérase haute fidélité 
Tampon 10X 
Quick solution 
pVL-E1057 

qsp 51 ђы 
1 ђы 
1 ђы 
1 ђы 
1 ђы 
5 ђы 
3 ђы 
1 ђы 

Volume final 51 ђы 
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Tableau 17. Cycles de la réaction de mutagenèse dirigée sur pVL-E1057 par PCR 

Étapes Initialisation Amplification Élongation 

Paramètres 95°C, 1 min 
95°C, 50 sec 
60°C, 50 sec 
68°C, 13 min 

68°C, 7 min 

Cycles 1  18 1 

Tableau 18 : Amorces forward utilisées lors des mutagenèses dirigées du pVL-E1057 

Mutations Séquences nucléotidiques a 

S343A ϱ͛-GGAGGGATGGCGCGACCCGTGGTCAC-ϯ͛ 
ȴSϯϰϯ ϱ͛-GGAGGGATGGC(TCG)ACCCGTGGTCAC-ϯ͛ 

T344A-R345Q ϱ͛-GGAGGGATGGCTCGGCCCAAGGTCACAAAGCCAC-ϯ͛ 
ȴ;Tϯϰϰͬ‘ϯϰϱͿ ϱ͛-GGAGGGATGGCTCG(ACCCGT)GGTCACAAAGCCAC-ϯ͛ 

D373N ϱ͛-CTGATACAAGCAATAACTTTGAAACTGGCC-ϯ͛ 
ȴDϯϳϯ ϱ͛-CTGATACAAGCAAT(GAC)TTTGAAACTGGCC-ϯ͛ 

ȴTϯϵϱ ϱ͛-CAGGATGGTAGTACC(ACC)CACCAAAATGAACCC-ϯ͛ 

S442A ϱ͛-CTATGCCCGGCTGCGCCGGGTATCCCAACATG-ϯ͛ 
ȴSϰϰϮ ϱ͛-CTATGCCCGGCTGC(AGC)GGGTATCCCAACATG-ϯ͛ 

G443A ϱ͛-GCCCGGATGCAGCGCGTATCCCAACTG-ϯ͛ 
ȴGϰϰϯ ϱ͛-GCCCGGATGCAGC(GGG)TATCCCAACTG-ϯ͛ 

Y444F ϱ͛-GGATGCAGCGGGTTTCCCAACATGAATTT-ϯ͛ 

ȴYϰϰϰ ϱ͛-GGATGCAGCGGG(TAT)CCCAACATGAATTT-ϯ͛ 
a Les codons substitués sont soulignés et les bases modifiées en orange. Les codons supprimés sont 
indiqués entre parenthèse et en orange. 

Les plasmides mutés sont ensuite utilisés pour transformer des cellules XL1-blue fournies dans 

le kit de mutagenèse : 1 ђы du produit de digestion ont été prélevés pour servir à la 

transformation de 50 ђы de bactérie XL1-blue en présence de 2 ђы de 2-mercapto-éthanol et 

mis dans le la glace pendant 30 min. Afin de rendre perméable la membrane des bactéries, le 

mélange a été plongé pendant 45 sec dans un bain-marie à 42°C puis remis immédiatement 

dans la glace afin de créer un choc thermique. Ensuite, 500 ђы de milieu SOC stérile (en 

remplacement du milieu NZY+Ϳ ŽŶƚ ĠƚĠ ĂũŽƵƚĠƐ ă ůĂ ƌĠĂĐƚŝŽŶ ĂǀĂŶƚ Ě͛ŝŶĐƵďĞƌ ůĞ ƚŽƵƚ ă ϯϳΣC 

pendant 90 min sous agitation continue à 250 rpm dans un incubateur-agitateur Minitron® 

(Infors HT, Bottmingen, Suisse). 

Après transformation, les bactéries ont été ensemencées sur boite de Pétri sur un milieu Luria-

BĞƌƚĂŶŝ ;ŵŝůŝĞƵ LB ă ϭ͕ϱй Ě͛ĂŐĂƌŽƐĞͿ ĐŽŶƚĞŶĂŶƚ ϭϬϬ ђŐͬŵы Ě͛ĂŵƉŝĐŝůůŝŶĞ ƉƵŝƐ ŝŶĐƵďĠĞƐ ă ϯϳΣC 

toute la nuit comme décrit plus haut. Les colonies ont été ensuite prélevées puis 

réensemencées dans 5 ŵы de milieu LB stérile et incubées à 37°C pendant 16 heures sous 
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agitation à 250 rpm. Après « miniprep », ů͛ADN ƉůĂƐŵŝĚŝƋƵĞ Ă ĠƚĠ ƉƌĠĐŝƉŝƚĠ ă ů͛ĠƚŚĂŶŽů ĐŽŵŵĞ 

ĚĠĐƌŝƚ ƉůƵƐ ŚĂƵƚ ĂǀĂŶƚ Ě͛ġƚƌĞ ƋƵĂŶƚŝĨŝé. 

LĞƐ ŝŶƐĞƌƚƐ Ě͛O‘FϮ ĚĞƐ plasmides obtenus par mutagenèse ont été entièrement séquencés et 

les séquences éditées avec le logiciel CodonCode® Aligner, comme décrits plus haut, afin de 

déterminer si les mutations désirées étaient effectivement présentes dans les séquenceƐ Ě͛O‘Ϯ 

ŵĂŝƐ ĠŐĂůĞŵĞŶƚ ĚĞ ĐŽŶƚƌƀůĞƌ ů͛ĂďƐĞŶĐĞ ĚĞ ŵƵƚĂƚŝŽŶs ĚĂŶƐ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ƌĠŐŝŽŶƐ ĚĞ ů͛ŝŶƐĞƌƚ Ğƚ ƋƵŝ 

ƉŽƵƌƌĂŝĞŶƚ ƉŽƚĞŶƚŝĞůůĞŵĞŶƚ ŝŶĨůƵĞƌ ƐƵƌ ůĞƐ ƌĠƐƵůƚĂƚƐ ĚĞƐ ƉƌŽĨŝůƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ. 

EŶĨŝŶ͕ ůĞƐ ƉůĂƐŵŝĚĞƐ Ě͛O‘FϮ ŵƵƚĠ ŽŶƚ ĠƚĠ ƵƚŝůŝƐĠƐ ƉŽƵƌ ĞĨĨĞĐƚƵĞƌ ĚĞƐ ĐŽ-transfections avec le 

baculovirus AcNPV dans des cellules Sf9 et produire des VLP de mutant selon le protocole décrit 

plus haut. 
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Matériels & Méthodes 
 
 
 
 
 
 
 
 

B. OUTILS ET MÉTHODES DE MESURE 

QUALITATIVES ET QUANTITATIVES DES 

INTERACTIONS VIRUS-RÉCEPTEURS 

1. Production Ě͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ ŵŽŶŽĐůŽŶĂƵǆ ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞƐ ĚĞƐ GII͘ϰ 

OƵƚŝůƐ ŝŶĚŝƐƉĞŶƐĂďůĞ ƉŽƵƌ ů͛ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ ĞŶƚƌĞ ůĞƐ ƉĂƌƚŝĐƵůĞƐ ǀŝƌĂůĞƐ ĚĞ ƐǇŶƚŚğƐĞ 

(VLP) et les antigènes tissulaires de groupes sanguins (HBGA), les anticorps monoclonaux 

facilitent la sélection des clones de baculovirus recombinants efficients et permettent 

ů͛ĠůĂďŽƌĂƚŝŽŶ ĚĞ ƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐ ELISA ƉŽƵƌ ů͛ĠƚĂďůŝƐƐĞŵĞŶƚ ĚĞƐ ƉƌŽĨŝůƐ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ 

GII.4 sur les salives et les glycannes de synthèse. Pour obtenir cet anticorps monoclonal, nous 

avonƐ ĞƵ ƌĞĐŽƵƌƐ ă ůĂ ƚĞĐŚŶŝƋƵĞ Ě͛ŚǇďƌŝĚĂƚŝŽŶ ĐĞůůƵůĂŝƌĞ ƋƵŝ ĐŽŶƐŝƐƚĞ ă ĨƵƐŝŽŶŶĞƌ ƵŶĞ ĐĞůůƵůĞ 

ŝŵŵŽƌƚĞůůĞ ĚĞ ƉůĂƐŵŽĐǇƚŽŵĞ ŵƵƌŝŶ ĂǀĞĐ ƵŶ ůǇŵƉŚŽĐǇƚĞ B ƉƌŽǀĞŶĂŶƚ ĚĞ ůĂ ƌĂƚĞ Ě͛ƵŶĞ ƐŽƵƌŝƐ 

immunisée avec des VLP de norovirus GII.4 (Kohler et Milstein, 1975). La ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ Ě͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ 

monoclonaux a été effectuée par Marie-Anaïs ESTIENNEY au laboratoire. 

1.1 Immunisation et préparation des cellules myélomateuses 

DĞƐ ƐŽƵƌŝƐ ĨĞŵĞůůĞƐ BĂůďͬC ąŐĠĞƐ ĚĞ ϲ ă ϴ ƐĞŵĂŝŶĞƐ ŽŶƚ ĠƚĠ ŝŵŵƵŶŝƐĠĞƐ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚĞ ϰ ŝŶũĞĐƚŝŽŶƐ 

intrapéritonéĂůĞƐ ă ϭϱ ũŽƵƌƐ Ě͛ŝŶƚĞƌǀĂůůĞ dont une de boost, 3 jours avant prélèvement de la rate 

(Tableau 19).  

Pour la fusion cellulaire avec les lymphocytes spléniques immunisés, des cellules myéloïdes 

Sp2/0-Ag14 (CRL-ϭϱϴϭΡ͕ ATCC ; (Shulman et coll., 1978)) ont été décongelées 6 jours avant la 

fusion et cultivées en flasques à bouchon ventilé CellStar® (Réf. 658175 et 661175, Greiner Bio-

one, Courtaboeuf, France) dans un milieu de culture RPMI 1640 à 37°C et 5 % de CO2͘ L͛ĂďƐĞŶĐĞ 

de mycoplasmes dans les cultures a été contrôlée avant la fusion par PCR. 
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Tableau 19. PƌŽƚŽĐŽůĞ Ě͛ŝŵŵƵŶŝƐĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ƐŽƵƌŝƐ BĂůďͬC 

Injections Réactifs Masses/Volumes 

1ère/ 2ème 
(100 ђы) 

CpG oligodésoxynucléotides a  
VLP purifiées 
Adjuvant de Freund incomplet b 
PBS stérile 

50 µg 
15 µg 
50 ђы 
qsp 100 ђы 

3ème 
(100 ђы) 

VLP purifiées 
Adjuvant de Freund incomplet b 
PBS stérile 

15 µg 
50 ђы 
qsp 100 ђы 

4ème (boost) 
(100 ђы) 

VLP purifiées 
PBS stérile 

30 µg 
qsp 100 ђы 

a CpG-ODN OliGold® 1826, Eurogenetec, Sereing, Belgique ; b Réf. F5506, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, 
USA. 

La veille de la fusion, les cellules Sp2/0-Ag14 ont été centrifugées pendant 10 min à 900 x g puis 

le culot a été repris dans 10 ŵы de milieu de culture de base (Tableau 20) avant comptage à la 

cellule Malassez après dilution au 1/20ème dans du tampon PBS avec 0,1 % de bleu Tryptan. La 

concentration des cellules a été ajustée à 2.105 cellules par ŵы. 

Des macrophages de 2 souris Balb/C femelles ont été également récoltés par ponction de la 

cavité intra-péritonéale avec 4 ŵы de milieu de culture complet (Tableau 20). Le liquide de 

ponction a été récolté sans aspiration excessive après injection de 7 ŵы de RPMI puis a été 

ĞǆĂŵŝŶĠ ĂƵ ŵŝĐƌŽƐĐŽƉĞ ĂĨŝŶ ĚĞ ĚĠĐĞůĞƌ ůĂ ƉƌĠƐĞŶĐĞ ŽƵ ŶŽŶ Ě͛ƵŶĞ ĐŽŶƚĂŵŝŶĂƚŝŽŶ ďĂĐƚĠƌŝĞŶŶĞ ŽƵ 

parasitaire due à la perforation intestinale͘ AƉƌğƐ ů͛ĂũŽƵƚ ĚĞ ϭϬϬ ŵы de milieu de culture 

complet, 100 ђы ont été déposés dans chacun des puits de 10 plaques de microtitration de 96 

ƉƵŝƚƐ NƵŶĐůŽŶΡ MŝĐƌŽǁĞůůΠ ;‘ĠĨ͘ ϭϲϳϬϬϴ͕ NƵŶĐ͕ TŚĞƌŵŽ SĐŝĞŶƚŝĨŝĐ͕ SĂŝŶƚ-Herblain, France), puis 

celles-ci ont été incubées à 37°C et 5 % de CO2. 

Tableau 20. Milieux de culture pour hybridome 

Milieux Réactifs Volumes 

Culture 

Base 

RPMI 1640 a  
Glucose (20 M) 
Pyruvate de sodium (100 mM) b 

L-glutamine (200 mM) c 
Penicilline/streptomycine d 

Complet 

Milieu de base 
SVF 20% (décomplémenté) e 

 

500 ŵы 
6 ŵы 
6 ŵы 
qsp 100 ђы 
6 ŵы 

 

500 ŵы 
125 ŵы 

a Réf. CM1RPM00-0, Eurobio SA, Paris, France ; b Réf. S8636, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA ; c Réf. 
G7513, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA ; d Réf. P0781, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA ; e Réf. 
51810, Biowest, Paris, France. 
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1.2 Fusions cellulaires 

Préalablement à la fusion cellulaire, les sérums des souris ont été testés par ELISA sur des VLP 

ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ Ğƚ ĚĞ ďĂĐƵůŽǀŝƌƵƐ ƐĂƵǀĂŐĞ ĂĨŝŶ ĚĞ ǀĠƌŝĨŝĞƌ ƋƵĞ ů͛ŝŵŵƵŶŝƐĂƚŝon avait permis 

Ě͛ŽďƚĞŶŝƌ ĚĞƐ ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ ĚŝƌŝŐĠƐ ĐŽŶƚƌĞ ůĞƐ VLP͘  

Trois jours après la dernière immunisation, les souris ont été sacrifiées et leur rate a été 

prélevée et broyée dans un Potter contenant environ 5 ŵы de milieu de culture de base 

froid. Les cellules spléniques ont été remises en suspension par pipetage et transférées dans un 

tube de 50 ŵы FĂůĐŽŶΠ ;‘ĠĨ͘ ϯϱϮϬϳϯ͕ BD BŝŽƐĐŝĞŶĐĞƐͿ ă ƚƌĂǀĞƌƐ ƵŶĞ ŐĂǌĞ ƐƚĠƌŝůĞ ĂĨŝŶ Ě͛ĠůŝŵŝŶĞƌ 

les débris de la capsule de la rate (tissu conjonctif). Les cellules ont été centrifugées à 900 x g 

pendant 10 min puis le culot a été remis en suspension dans 10 ŵы de milieu de culture de base 

avant comptage (en général, environ 108 cellules lymphocytaires). 

Les cellules spléniques et les cellules myélomateuses ont été mélangées dans un rapport de 5 

pour 1, puis centrifugées à 700 x g pendant 10 min. Sur le culot cellulaire, 1 ŵы de PEG 1500 

stérile (Réf. 10783641001, Roche diagnostics, Mannheim, Allemagne), pré-incubé à 37°C, a été 

déposé goutte à goutte (environ 90 sec) puis le tout a été lentement dilué avec 10 ŵы de milieu 

ĚĞ ĐƵůƚƵƌĞ ĚĞ ďĂƐĞ ĂǀĂŶƚ Ě͛ġƚƌĞ ĐĞŶƚƌŝĨƵŐĠ ă ϭϱϬ ǆ g pendant 10 min. 

Les cellules ont été remises en suspension dans 120 ŵы de milieu de culture complet associé à 

ϭϬ й Ě͛ŚǇďƌŝĚŽŬŝŶĞ ;‘ĠĨ͘ UPϴϮϲϰϯϬ͕ Uptima, Interchim, Paris, France) et du milieu sélectif HAT 

2X (hypoxanthine 5 mM, aminoptérine 20 µM, thymidine 0,8 mM ; Réf. 21060-17, Gibco, 

Invitrogen, France), puis distribuées à raison de 100 ђы par puits sur les 10 plaques de titration 

96 puits contenant les 100 ђы de macrophages. 

Les hybridomes ont été cultivées durant 2 semaines dans du milieu de culture complet 

ĐŽŵƉŽƌƚĂŶƚ ĚƵ HAT ϭX ĂĚĚŝƚŝŽŶŶĠ ĚĞ ϱ й Ě͛ŚǇďƌŝĚŽŬŝŶĞ͕ ƉƵŝƐ ĚĂŶƐ ĚƵ ŵŝůŝĞƵ ƐĂns hybridokine 

et enfin dans du milieu de culture complet uniquement. 

1.3 RĞĐŚĞƌĐŚĞ Ě͛ŚǇďƌŝĚŽŵĞƐ ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞƐ par technique ELISA 

Trois semaines après la fusion, les surnageants des puits dans lesquels les hybridomes se sont 

bien développés ont été prélevés puis testés en parallèle par ELISA sur des lysats cellulaires de 

baculovirus recombinant (présence de VLP) et de baculovirus sauvage (absence de VLP). En 

ĞĨĨĞƚ͕ ůĞƐ VLP ƉƵƌŝĨŝĠĞƐ ƵƚŝůŝƐĠĞƐ ƉŽƵƌ ů͛ŝŵŵƵŶŝƐĂƚŝŽŶ ƐŽŶƚ ƉƵƌĞƐ ă ƉůƵƐ ĚĞ ϵϬ й mais il existe 

toujours une fraction résiduelle de baculovirus recombinant très immunogène. 
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La technique ELISA utilise un coating de lysat cellulaire dilué au 1/10ème dans du tampon 

carbonate-bicarbonate à pH 9,6 sur des barrettes 8/16 puits Nunc-IŵŵƵŶŽΡ MĂǆŝSŽƌƉ ;‘ĠĨ͘ 

469949/469914, Nunc, Thermo Scientific, St-Herblain, France) (Tableau 21).  

Tableau 21. Tampon carbonate-bicarbonate 

Réactifs Volumes 

Carbonate de sodium (0,2 M) a 
Bicarbonate de sodium (0,2 M) b 
Eau 

8 ŵы 
17 ŵы 
qsp 100 ŵы 

a PƌŽůĂďŽΡ AŶĂůĂƌ NŽƌŵĂƉƵƌ͕ RĠĨ͘ Ϯϳϳϳϭ͘ϮϵϬ͕ VWR IŶƚĞƌŶĂƚŝŽŶĂů, West Chester, PA, USA ; b Réf. 106329, 
Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne. 

Les barrettes ont été incubées toute une nuit à 4°C puis lavées 5 fois avec du tampon PBS 

additionné de Tween 20 à 0,05%. Les puits ont été ensuite saturés (blocage des sites 

spécifiques) avec 200 ђы de PBS-lait écrémé à 4% et incubés Ϯ ŚĞƵƌĞƐ ă ϯϳΣC ĂǀĂŶƚ Ě͛ġƚƌĞ ĚĞ 

nouveau lavés avec du PBS-Tween. Dans chaque puits, 50 ђы ĚĞ ƐƵƌŶĂŐĞĂŶƚ Ě͛ŚǇďƌŝĚŽŵĞs ont 

ĠƚĠ ĚĠƉŽƐĠƐ ŶŽŶ ĚŝůƵĠƐ Ğƚ ŝŶĐƵďĠƐ ƉĞŶĚĂŶƚ ϭ ŚĞƵƌĞ ă ϯϳΣC ĂǀĂŶƚ Ě͛ġƚƌĞ ĚĞ ŶŽƵǀĞĂƵ ůĂǀĠƐ ĂǀĞĐ 

du PBS-Tween. Puis, 100 ђы Ě͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ ĂŶƚŝ-IgG de souris couplés à la peroxydase (Réf. PI 2066, 

Vector/ABCYS, Paris, France) dilués au 1/5000ème dans du PBS-lait à 4% ont été ajoutés dans 

chaque puits et incubés à 37°C pendant 30 min. Après un nouveau lavage au PBS-Tween, 100 

ђы ĚĞ ƐƵďƐƚƌĂƚ͕ ůĞ ϯ͕ϯ͕͛ϱ͕ϱ͛-tétraméthyl-benzidine ou TMB (KPL/Eurobio, Courtaboeuf, France), 

ŽŶƚ ĠƚĠ ĂũŽƵƚĠƐ ĚĂŶƐ ĐŚĂƋƵĞ ƉƵŝƚƐ Ğƚ ŝŶĐƵďĠƐ ϭϬ ŵŝŶ ă ϮϱΣC Ğƚ ă ů͛ŽďƐĐƵƌŝƚĠ͘ EŶĨŝŶ͕ ůĂ ƌĠĂĐƚŝŽŶ Ă 

été stoppée par 50 ђы Ě͛ĂĐŝĚĞ ĐŚůŽƌŚǇĚƌŝƋƵĞ ;HCůͿ Ğƚ ůĞƐ ĚĞŶƐŝƚĠƐ ŽƉƚŝƋƵĞƐ ;DOͿ ŽŶƚ ĠƚĠ ůues au 

ƐƉĞĐƚƌŽƉŚŽƚŽŵğƚƌĞ ă ůĂ ůŽŶŐƵĞƵƌ Ě͛ŽŶĚĞ ĚĞ ϰϱϬ Ŷŵ͘ 

1.4 Clonage des hybridomes spécifiques 

Les hybridomes spécifiques de norovirus ont été clonés à raison de 10 cellules par puits sur une 

ƉůĂƋƵĞ ĚĞ ϵϲ ƉƵŝƚƐ ă ĨŽŶĚƐ ĐŽŶŝƋƵĞƐ MŝĐƌŽǁĞůůΡ Uϵϲ ;‘ĠĨ͘ ϭϲϯϯϮϬ͕ NƵnc, Thermo Scientific, St-

HĞƌďůĂŝŶ͕ FƌĂŶĐĞͿ͘ AƉƌğƐ ƵŶĞ ă ĚĞƵǆ ƐĞŵĂŝŶĞƐ Ě͛ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ ă ϯϳΣC Ğƚ ϱ й ĚĞ CO2, tous les puits 

contenant un hybridome ont été testés de nouveau en ELISA comme décrit plus haut. 

L͛ŚǇďƌŝĚŽŵĞ ůĞ ƉůƵƐ ƉŽƐŝƚŝĨ Ă ĠƚĠ ĚĞ ŶŽƵǀĞĂƵ ĐůŽŶĠ ă 1 cellule par puits puis testés de nouveau 

après une première amplification. Une fois que tous les hybridomes clonés ont été testés 

ƉŽƐŝƚŝĨƐ ĞŶ ELISA͕ ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ Ă ĠƚĠ ĐŽŶƐŝĚĠƌĠ ĐŽŵŵĞ ŵŽŶŽĐůŽŶĂů͘ 

Les puits donnant le meilleur résultat en ELISA ont été amplifiés par repiquage sur boite de 

culture ŵƵůƚŝƉůĞ NƵŶĐůŽŶΡ Ϯϰ ƉƵŝƚƐ ;‘ĠĨ͘ ϭϰϮϰϳϱ͕ NƵŶĐ͕ TŚĞƌŵŽ SĐŝĞŶƚŝĨŝĐ͕ Sƚ-Herblain, France) 
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puis sur boite de culture ŵƵůƚŝƉůĞ NƵŶĐůŽŶΡ ϲ ƉƵŝƚƐ ;‘ĠĨ͘ ϭϰϬϲϳϱ͕ NƵŶĐ͕ TŚĞƌŵŽ SĐŝĞŶƚŝĨŝĐ͕ Sƚ-

Herblain, FrĂŶĐĞͿ͘ EŶĨŝŶ͕ ů͛ŚǇďƌŝdome a été amplifié dans des flasques à bouchon ventilé 

CellStar® (Réf. 690175, 658175 et 661175, Greiner Bio-one, Courtaboeuf, France). 

1.5 Caractérisation des anticorps monoclonaux produits 

Les anticorps monoclonaux provenant des surnageant de culture ont été caractérisés par ELISA 

et Western blot afin de déterminer leur performance et ůĞ ƚǇƉĞ Ě͛ĠƉŝƚŽƉĞ ƋƵ͛ŝůƐ ƌĞĐŽŶŶĂŝƐƐĞŶƚ 

(séquentiel ou conformationnel). Les anticorps obtenus ont été testés sur des VLP de virus de 

Norwalk (GI.1), dont le plasmide de transfert pVL a été gracieusement fourni par Kim GREEN du 

NIAID, des VLP de variant GII.4 Hunter (souche E1057) et une souche de norovirus murin MNV-

1 (GV) gracieusement fournie par Herbert W. VIRGIN et mise en culture sur cellules RAW264.7 

au laboratoire. Le typage des anticorps a été effectué auprès de Marc BOSSUS de bioMeyrieux. 

1.6 Production des anticorps monoclonaux en ascite 

LĂ ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ Ě͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ ŵŽŶŽĐůŽŶĂƵǆ ƉĂƌ ůĞ ďŝĂŝƐ ĚĞ ůŝƋƵŝĚĞ Ě͛ĂƐĐŝƚĞ ĐŚĞǌ ůĞƐ ƐŽƵƌŝƐ BĂůďͬC 

femelles a nécessité un amorçage intrapéritonéal par injection de pristane au moins 6 jours 

ĂǀĂŶƚ ů͛ŝŶũĞĐƚŝŽŶ ĚĞƐ ŚǇďƌŝĚŽŵĞƐ͘ LĞ ǀŽůƵŵĞ ŵĂǆŝŵƵŵ ŝŶũĞĐƚĠ ĞŶ ŝŶƚƌĂƉĠƌŝƚŽŶĠĂů ĠƚĂŝƚ ĚĞ Ϭ͕Ϯ 

ŵы ƉĂƌ ĂŶŝŵĂů ƉƌĠĐĠĚĠ ĂƵ ŵŽŝŶƐ ϭϬ ŵŝŶ ĂǀĂŶƚ ƉĂƌ ů͛ŝŶũĞĐƚŝŽŶ ĞŶ ƐŽƵƐ-cutané de buprénorphine 

(0,05 à 0,1 mg/kg) pour son action antalgique. 

Chaque souris a reçu, par injection intrapéritonéale, 107 ĐĞůůƵůĞƐ Ě͛ŚǇďƌŝĚŽŵĞs ĚĂŶƐ ϭ ŵы ĚĞ 

milieu de culture de base et a été pesée quotidiennement à partir du 7ème jour post-inoculation 

ĂĨŝŶ ĚĞ ƋƵĞ ůĞ ƉŽŝĚƐ ĚĞ ů͛ĂŶŝŵĂů Ŷ͛ĞǆĐğĚĞ ƉĂƐ ϭϱϬ й ĚĞ ƐŽŶ ƉŽŝĚƐ ŝŶŝƚŝĂů͘ LĞƐ ƉƌĠůğǀĞŵĞŶƚƐ ĚƵ 

ůŝƋƵŝĚĞ Ě͛ĂƐĐŝƚĞ ŽŶƚ ĠƚĠ ĞĨĨĞĐƚƵĠƐ ĚĂŶƐ ůĞ ĐĂĚƌĞ Ě͛ƵŶĞ procédure unique terminale : les souris 

ŽŶƚ ĠƚĠ ĞƵƚŚĂŶĂƐŝĠĞƐ ƉƵŝƐ ů͛ĂďĚŽŵĞŶ Ă ĠƚĠ ƉŽŶĐƚŝŽŶŶĠ ă ů͛ĂŝŐƵŝůůĞ Ğƚ ůĞ ůŝƋƵŝĚĞ Ě͛ĂƐĐŝƚĞ Ă ĠƚĠ 

ƌĞĐƵĞŝůůŝ ĚĂŶƐ ƵŶ ƚƵďĞ ĚĞ ϭϱ ŵы Falcon® (Réf. 352095, BD Biosciences) puis centrifugé à 3.000 

rpm et conservé à 4°C. 

2. Les antigènes tissulaires de groupes sanguins  

Deux sources de HBGA ont été explorées : la salive qui est un mélange complexe de sucres 

susceptibles de servir de ligand aux norovirus et des oligosaccharides de synthèse qui 

ƉĞƌŵĞƚƚĞŶƚ Ě͛ĠƚƵĚŝĞƌ ĚĞƐ ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ ŐůƵĐŝĚŝƋƵĞƐ ƐŝŵƉůĞƐ ŝŶĚĠƉĞŶĚĂŵŵĞŶƚ ĚĞƐ ĂƵƚƌĞƐ͘ LĂ 
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confrontation des données obtenues doivent permettre de tirer des conclusions quant aux 

ƉƌŽĨŝůƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞ ĐŚĂƋƵĞ ǀĂƌŝĂŶƚ ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ͘ 

2.1 Salives phénotypées  

LĞ ƉĂŶĞů ĚĞ ƐĂůŝǀĞƐ ƉŚĠŶŽƚǇƉĠĞƐ ĞƐƚ ŝƐƐƵ Ě͛ƵŶĞ ĐŽůůĂďŽƌĂƚŝŽŶ ĂǀĞĐ ů͛ĠƋƵŝƉĞ INSE‘M ĚĞ JĂĐƋƵĞƐ 

LE PENDU à Nantes qui a collecté, après consentement éclairé chez des individus sains, 46 

ƐĂůŝǀĞƐ Ğƚ ĠĐŽƵǀŝůůŽŶŶĂŐĞƐ ĚĞ ĐĞůůƵůĞƐ ďƵĐĐĂůĞƐ͕ ůŽƌƐ Ě͛ƵŶĞ ƉƌĠĐĠĚĞŶƚĞ ĠƚƵĚĞ (Marionneau et 

coll., 2005). Ces prélèvements avaient été approuvés par le Comité de Protection des Personnes 

(CPP) Ouest IV de Nantes (anciennement Comité Consultatif de Protection des Personnes dans 

la Recherche Biomédicale - CCPPRB) sous le numéro BRD02/2-P. Chaque salive a été typée et le 

phénotype sécréteur/non-sécréteur a été confirmé par génotypage du gène FUT2. Le protocole 

est rappelé ici pour mémoire. 

2.1.1 Préparation et typage des salives 

Les échantillons de salive ont été bouillis immédiatement après leur collecte dans du tampon 

PBS pendant 10 minutes et centrifugés pendant 5 minutes à 13.000 x g. Les surnageants ont été 

récupérés et conservé à -20°C jusqu'à leur utilisation.  

Les échantillons de salives ont été typées par ELISA pour détecter la présence des antigènes de 

groupe sanguin A, B, H et Lewis comme décrit précédemment (Marionneau et coll., 2005). Des 

plaques de titration ĚĞ ϵϲ ƉƵŝƚƐ NƵŶĐůŽŶΡ MŝĐƌŽǁĞůůΠ ;‘ĠĨ͘ ϭϲϳϬϬϴ͕ NƵŶĐ͕ TŚĞƌŵŽ SĐŝĞŶƚŝĨŝĐ͕ 

Saint-Herblain, France) ont été coatées avec les salives bouillies diluées au 1/400ème dans 100 

mmol/ы de tampon carbonate-bicarbonate à pH 9,6 puis incubées toute la nuit à 37°C en 

atmosphère humide. LĞƐ ƉůĂƋƵĞƐ ŽŶƚ ĠƚĠ ĞŶƐƵŝƚĞ ůĂǀĠĞƐ ϱ ĨŽŝƐ ĂǀĞĐ ĚƵ ƚĂŵƉŽŶ PBS ;DƵůďĞĐŽ͛Ɛ 

PBS, Réf. P0750, Biowest, Paris, France) additionné de Tween 20 à 0,05% (Polysorbate 20, Réf. 

P5927, Sigma-Aldrich, Saint-LŽƵŝƐ͕ MO͕ USAͿ ĂǀĂŶƚ Ě͛ġƚƌĞ ƐĂƚƵƌĠes avec du PBS-lait écrémé à 5% 

(Régilait en poudre) et incubées ϭ ŚĞƵƌĞƐ ă ϯϳΣC ĂǀĂŶƚ Ě͛ġƚƌĞ ĚĞ ŶŽƵǀĞĂƵ ůĂǀĠes avec du PBS-

Tween. Dans chaque puits, des anticorps monoclonaux anti-HBGA dilués dans du PBS-lait 

écrémé à 5% ont été déposés et incubés 2 heures à 37°C (Tableau 22). Après un nouveau lavage 

avec du PBS-Tween, des immunoglobulines anti-souris conjuguées à la phosphatase alcaline 

diluées dans du PBS-lait écrémé à 5% ont été ajoutées et incubées pendant 1 heure à 37°C. 

Après un dernier lavage au PBS-Tween, la réaction a été révélée par du para-

nitrophénylphosphate (pNPP, Réf. N76953, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) et les densités 

ŽƉƚŝƋƵĞƐ ;DOͿ ŽŶƚ ĠƚĠ ůƵĞƐ ĂƵ ƐƉĞĐƚƌŽƉŚŽƚŽŵğƚƌĞ ă ůĂ ůŽŶŐƵĞƵƌ Ě͛ŽŶĚĞ ĚĞ ϰϬϱ Ŷŵ͘ 
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Tableau 22. Anticorps monoclonaux utilisés pour le typage des salives Ě͛ĂƉƌğƐ Marionneau et coll., 2005. 

Anticorps monoclonaux Antigènes cibles (et réactions croisées) 

3-3A 
2-25LE 
7LE 
19-OLE 
ED3 
BG4 
LM137/276 

A types 1 à 4, A-di types 1 et 2 
Leb

 (± Lea) 
Lea 
H type 2 (± Ley) 
tous B 
H type 1 
H type 1 et 3 (± Leb) 

 

2.1.2 Génotypage du gène FUT2 

L'ADN génomique a été extrait à partir des écouvillonnages de cellules épithéliales buccales au 

moyen du mini kit QIAamp® ADN (Qiagen, Hilden, Allemagne), selon les instructions du 

fabricant. Pour chaque prélèvement, un fragment du gène FUT2 Ă ĠƚĠ ĂŵƉůŝĨŝĠ ƉĂƌ PC‘ ă ů͛ĂŝĚĞ 

des amorces présentées dans le tableau 23. Les fragments amplifiés ont été digérés par 

ů͛ĞŶǌǇŵĞ AvaII, dont le site de restriction est supprimé par la mutation G428A, caractéristique 

du phénotype non-sécréteur et présente dans 19,5% de la population Française. 

Tableau 23. Amorces utilisées pour la détermination du caractère sécréteur/non-sécréteur Ě͛ĂƉƌğƐ 
Marionneau et coll., 2005. 

Amorces Polarité 

5'-GAGGAATACCGCCACATCCCGGGGGAGTAC-ϯ͛ 
5'-ATGGACCCCTACAAAGGTGCCCGGCCGGCT-3'  

sens (forward) 
anti-sens (reverse) 

2.1.3 Hémagglutination et génotypage du gène ABO 

Pour chacun des écouvillonnages de cellules épithéliales buccales, la détermination 

phénotypique du groupe sanguin A, B ou O a été effectuée par hémagglutination. La 

discrimination des sous-groupes A1 et A2 parmi les échantillons de sécréteur du groupe A a été 

effectuée par amplification et séquençage à la recherche de délétions dans les exons 6 (group 

O) et 7 (groupe A) du gène ABO ă ů͛ĂŝĚĞ ĚĞƐ ĂŵŽƌĐĞƐ ŝŶĚŝƋƵĠĞƐ ĚĂŶƐ ůĞ tableau 24.  

Tableau 24. AŵŽƌĐĞƐ ƵƚŝůŝƐĠĞƐ ƉŽƵƌ ů͛ĂŵƉůŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ĞǆŽŶƐ ϲ Ğƚ ϳ ĚƵ ŐğŶĞ ABO a Ě͛ĂƉƌğƐ Marionneau et 
coll., 2005.  

Amorces Polarités 

Exon 6 
5'-CCGGTTGGAGTCGCATTTGCCTCTGGTTGG-ϯ͛ 
5'-CAGCAGAAGCCACCATCCCTGGGTGAGACG-3'  

Exon 7 
5'-CCGAGGACTCGCTCAGGACAGGGCAGGAG-ϯ͛ 
5'-TGGGGACGGGGCCTAGGCTTCAGTTACTCACA-3'  

 
sens (forward) 
anti-sens (reverse) 

 
sens (forward) 
anti-sens (reverse) 



89 

 

2.2 Oligosaccharides de synthèse 

DĞƵǆ ƚǇƉĞƐ Ě͛ŽůŝŐŽƐĂĐĐŚĂƌŝĚĞƐ ĚĞ ƐǇŶƚŚğƐĞ ƐŽŶƚ ĚŝƐƉŽŶŝďůĞƐ Ğƚ ƐŽŶƚ ĐŽŶũƵŐƵĠƐ ƐŽŝƚ ă ĚƵ 

ƉŽůǇĂĐƌǇůĂŵŝĚĞ ;PAAͿ ƐŽŝƚ ă ĚĞ ů͛ĂůďƵŵŝŶĞ ŚƵŵĂŝŶĞ ;HSAͿ ŽƵ ďŽǀŝŶĞ ;BSAͿ͘ LĞƐ glycoconjugués 

PAA sont utilisés en ELISA à 4°C alors que les glycoconjugués HSA/BSA le sont à 37°C. 

2.2.1 Sucres conjugués au polyacrylamide 

LĞƐ ƐƵĐƌĞƐ ĐŽŶũƵŐƵĠƐ ĂƵ ƉŽůǇĂĐƌǇůĂŵŝĚĞ ;PAAͿ ŽŶƚ ĠƚĠ ĨŽƵƌŶŝƐ ƉĂƌ ů͛ĠƋƵŝƉĞ ĚĞ JĂĐƋƵĞƐ LĞ PĞŶĚƵ 

ĚĞ ů͛INSE‘M ĚĞ NĂŶƚĞƐ Ğƚ ƐŽŶƚ ůŝƐƚĠƐ ĚĂŶƐ ůĞ tableau 25. Au total, 22 sucres-PAA ont été testés 

en ELISA à 4°C. 

Tableau 25. Liste succincte ĚĞƐ ŐůǇĐŽĐŽŶũƵŐƵĠƐ PAA ĚĞ ů͛ĠƚƵĚĞ 

Oligosaccharides de synthèse Oligosaccharides de synthèse 

H type 1 (LNFP) 
H type 2 
H type 3 
H disaccharide 

A type 2 
A type 2ɴ 
A disaccharide 
A trisaccharide 

B type 2 
B disaccharide 
B trisaccharides 

Lewis a 
Sialyl-Lewis a 

Lewis b 

Lewis d 

Lewis x 
ɲ-Gal-Lewis x 
ϯ͛-O-Su-Lewis x 
Sialyl-Lewis x 
6(GlcNAc)-O-Su-Sialyl-Lewis x 
Sialyl-Lewis x pentaose 

Lewis y  

 

2.2.2 SƵĐƌĞƐ ĐŽŶũƵŐƵĠƐ ă ů͛ĂůďƵŵŝŶĞ 

LĞƐ ƐƵĐƌĞƐ ĐŽŶũƵŐƵĠƐ ă ů͛albumine de sérum humain (HSA) et de sérum bovin (BSA) ont été 

achetés auprès de la société Isosep AB (Uppsala, Suède) et des laboratoires Dextra (Reading, 

Royaume-Uni) et comportaient en moyenne entre 17 et 20 résidus de sucres par protéine, 

respectivement (Tableau 26). Au total, 16 sucres-HSA/BSA ont été testés en ELISA à 37°C sur les 

VLP Hunter mutants, et 15 sur les VLP de variants GII.4. 

Enfin, trois trisaccharides ĐŽŶũƵŐƵĠƐ ă ů͛ĂůďƵŵŝŶĞ ŽŶƚ ĠƚĠ ƵƚŝůŝƐĠƐ ƉŽƵƌ ůĞƐ ŵĞƐƵƌĞƐ Ě͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ ĞŶ 

résonance plasmonique de surface (SPR) : LNFP I, A-tri et B-tri. 
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Tableau 26. CĂƌĂĐƚĠƌŝƐƚŝƋƵĞƐ ĚĞƐ ƉƌŝŶĐŝƉĂƵǆ ŐůǇĐŽĐŽŶũƵŐƵĠƐ HSAͬBSA ĚĞ ů͛ĠƚƵĚĞ 

Oligosaccharides de synthèse Épitopes Porteur a Nombre de résidus de 
sucre par porteur b 

Lacto-N-fucopentaose I * 
͞ 
2'-fucosyllactosamine * 

A 
A-hexasaccharide 
A-heptasaccharide * 
A-trisaccharide * 
͞ 

N-acétylgalactosamine 

B 
B-trisaccharide * 
͞ 

H type 1 
͞ 
H type 2 

A 
A-hexa 
A-hepta 
A-tri 
͞  

A (terminal) 

B 
B-tri 
͞ 

HSA 
BSA 
HSA 

HSA 
HSA 
HSA 
HSA 
BSA 

HSA 

HSA 
HSA 
BSA 

25 
20 
19 

N/D 
N/D 
18 
19 
19 

N/D 

19 
N/D 
21 

Lacto-N-difucohexaose I * 
Lacto-N-fucopentaose III * 
tri- Lacto-N-fucopentaose III 
Lewis y-tetrasaccharide * 
Lacto-N-fucopentaose II * 

Leb 
Lex 
tri- Lex 
Ley 
Lea 

HSA 
HSA 
HSA 
HSA 
HSA 

8.5 
12 

N/D 
15 
23 

Sialyl-Lewis x-hexaose * 
Sialyl(mono), monofucosyllacto-N-tetraose * 
Sialyl-lacto-N-fucopentaose c * 
Sialyl-lacto-N-tétraose c * 
Lacto-N-tétraose c c * 
Sialyl-Lacto-N-néotétraose c c * 

Si-Lex 
Si-Lea 
Si-LNF 
Si-LNT 
LNT 
Si-LNnT 

HSA 
HSA 
HSA 
HSA 
HSA 
HSA 

13 
12 
19 

N/D 
N/D 
N/D 

a HSA : albumine de sérum humain, BSA : albumine de sérum bovin.  
b LĞƐ ůŝĞŶƐ ĞŶƚƌĞ HSAͬBSA Ğƚ ŽůŝŐŽƐĂĐĐŚĂƌŝĚĞƐ ƐŽŶƚ ů͛ĂĐétyl-phényl-énédiamine et un espaceur de 6 
atomes, respectivement. 
c Si-LNF, Si-LNT et LNT possèdent un motif de précurseur de type 1 et Si-LNnT possède un motif de 
précurseur de type 2. 
*Glycoconjugués HSA utilisés pour les tests avec les variants de norovirus GII.4 
N/D : non disponible. 

3. Techniques immunoenzymatiques (ELISA) 

3.1 Interaction des VLP avec les salives 

LĞƐ ƉƌŽĨŝůƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ VLP ĂǀĞĐ ůĞƐ ƐĂůŝǀĞƐ ƉŚĠŶŽƚǇƉĠĞƐ ŽŶƚ ĠƚĠ ĞǆƉůŽƌĠƐ ă ů͛ĂŝĚĞ Ě͛ƵŶĞ 

technique ELISA adaptée de celle proposée ƉƌĠĐĠĚĞŵŵĞŶƚ ƉĂƌ ů͛ĠƋƵŝƉĞ ĚĞ Jacques LE PENDU 

(Marionneau et coll., 2002). 

Des plaques de titration Nunc de 96 puits ont été coatées avec les salives bouillies diluées au 

1/1000ème dans du tampon carbonate-bicarbonate à pH 9,6 puis incubées toute la nuit à 37°C 

en atmosphère humide. Les plaques ont été ensuite lavées 5 fois avec du tampon PBS 
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additionné de Tween 20 à 0,05% et les puits ont été saturés avec 200 ђы de PBS-BSA à 3% avant 

Ě͛ġƚƌĞ ŝŶĐƵďĠs 30 min à 37°C. Après un lavage avec du PBS-Tween, 500 ng de VLP purifiées ont 

ĠƚĠ ĚĠƉŽƐĠƐ ĚĂŶƐ ĐŚĂƋƵĞ ƉƵŝƚƐ Ğƚ ŝŶĐƵďĠƐ ƉĞŶĚĂŶƚ ϭ ŚĞƵƌĞ ă ϯϳΣC ĂǀĂŶƚ Ě͛ġƚƌĞ ĚĞ ŶŽƵǀĞĂƵ 

lavés avec du PBS-Tween. Puis, 100 ђы Ě͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ ŵŽŶŽĐůŽŶĂů ĂŶƚŝ-GII.4 ont été incubés 

pendant 1 heure à température ambiante. Après un nouveau lavage, 100 ђы Ě͛ĂŶƚŝĐorps anti-

immunoglobuline de souris couplés à de la peroxydase et dilués au 1/5000ème dans du PBS-lait à 

4% ont été ajoutés dans chaque puits et incubés à 37°C pendant 30 min. Après un nouveau 

lavage au PBS-Tween, 100 ђы de TMB ont été ajoutés dans chaque puits et incubés 15 min à 

ϮϱΣC Ğƚ ă ů͛ŽďƐĐƵƌŝƚĠ͘ EŶĨŝŶ͕ ůĂ ƌĠĂĐƚŝŽŶ Ă ĠƚĠ ƐƚŽƉƉĠĞ ƉĂƌ ϱϬ ђы Ě͛HCl et les densités optiques 

;DOͿ ŽŶƚ ĠƚĠ ůƵĞƐ ĂƵ ƐƉĞĐƚƌŽƉŚŽƚŽŵğƚƌĞ ă ůĂ ůŽŶŐƵĞƵƌ Ě͛ŽŶĚĞ ĚĞ ϰϱϬ Ŷŵ͘ LĞ ƐĞƵŝů ĚĞ ƉŽƐŝƚŝǀŝƚĠ Ă 

été fixé arbitrairement à une DO de 0,2. 

3.2 Test au periodate de sodium sur les salives 

Le méta-periodate de sodium (NaIO4) Ă͕ ĞŶƚƌĞ ĂƵƚƌĞƐ͕ ůĂ ĐĂƉĂĐŝƚĠ Ě͛Žuvrir les cycles des 

saccharides au niveau des diols vicinaux et de laisser deux groupements aldéhydes au lieu des 

groupements hydroxyles ƵƚŝůĞƐ ĂƵǆ ůŝĂŝƐŽŶƐ ĂǀĞĐ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ƐƵĐƌĞƐ ŽƵ ĚĞƐ ĂĐŝĚĞƐ ĂŵŝŶĠƐ͘ 

Afin de démontrer le caractère conditionnel de la présence des groupements hydroxyles des 

ƐƵĐƌĞƐ ĚĞ ƐĂůŝǀĞ ŝŵƉůŝƋƵĠƐ ĚĂŶƐ ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĂǀĞĐ ůĞƐ VLP͕ ƵŶ ƉĂŶĞů Ě͛ĠĐŚĂŶƚŝůůŽŶ ĚĞ ƐĂůŝǀĞ 

Ě͛ŝŶĚŝǀŝĚus sécréteurs et non-sécréteurs a été traité avec du periodate de sodium. Les plaques 

ont été préparées comme précédemment, excepté que 100 ђы de NaIO4 à 10 mM dilués dans 

ĚĞ ů͛ŝƚŚĂŶŽĂƚĞ ĚĞ ƐŽĚŝƵŵ ;CH3COONa) à pH 5,0 ont été ajoutés dans chaque puits après lavage 

ĂƵ PBS Ğƚ ŝŶĐƵďĠƐ ƉĞŶĚĂŶƚ ϯϬ ŵŝŶ ă ƚĞŵƉĠƌĂƚƵƌĞ ĂŵďŝĂŶƚĞ ĂǀĂŶƚ ů͛ĂĚũŽŶĐƚŝŽŶ ĚĞƐ VLP en 

Ɛ͛ŝŶƐƉŝƌĂŶƚ ĚĞ ƚƌĂǀĂƵǆ ƉƵďůŝĠƐ ƉƌĠĐĠĚĞŵŵĞŶƚ (Zakhour et coll., 2009). 

3.3 Interaction des VLP avec les oligosaccharides de synthèse 

Pour les oligosaccharides de synthèse, les ELISA ont été effectué selon le même protocole que 

ƉŽƵƌ ůĞƐ ƐĂůŝǀĞƐ ă ů͛ĞǆĐĞƉƚŝŽŶ que chaque puits a été coaté avec 1 µg de glycoconjugués, les 

conditions de température ont variées en fonction du type de conjugué, 4°C pour les conjugués 

PAA et 37°C pour les conjugués BSA/HSA Ğƚ ůĂ ĚƵƌĠĞ Ě͛ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ ĚĞƐ VLP ĠƚĂŝƚ ĚĞ ϰ ŚĞƵƌĞ.  
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4. Mesures par résonance plasmonique de surface (SPR) 

4.1 Principe technique 

La résonance plasmonique de surface est une méthode de mesure de la liaison d'un analyte en 

solution sur un ligand immobilisé de manière covalente ou non à la surface d'une fine couche 

métallique. Cette technique est basée sur une variation de l'indice de réfraction à l'interface 

ƋƵĂŶĚ ů͛ĂŶĂůǇƚĞ se fixe au ligand (Schuck, 1997) (Figure 23). 

La technique emploie un prisme de verre recouvert d'une très mince surface métallique (argent 

ou or) sur laquelle se déplacent des ondes oscillantes de densité surfacique de charge, appelées 

plasmons de surface. Ces plasmons (non radiatif) sont excités par la lumière à la surface du 

ŵĠƚĂů͘ LŽƌƐƋƵ͛ŽŶ ƐΖĠůŽŝŐŶĞ ĚĞ ĐĞƚƚĞ ƐƵƌĨĂĐĞ͕ ůΖĂŵƉůŝƚƵĚĞ ĚƵ ĐŚĂŵƉ ĠůĞĐƚƌŽŵĂŐŶĠƚŝƋƵĞ I;ǌͿ 

décroit exponentiellement en fonction de la longueur d'onde de la lumière incidente. L͛ŽŶĚĞ 

Ŷ͛ĞƐƚ ĂůŽƌƐ ƐĞŶƐŝďůĞ ă ůĂ ǀĂƌŝĂƚŝŽŶ Ě͛ŝŶĚŝĐĞ ƋƵĞ ƐƵƌ ƵŶĞ ĠƉĂŝƐƐĞƵƌ ĚĞ ϮϬϬ Ŷŵ͘ 

Les plasmons ne peuvent en fait être excités que sous certains angles d'illumination, c͛ĞƐƚ-à-

dire lorsque le vecteur d'onde de la lumière incidente à la surface coïncide avec celui des 

ƉůĂƐŵŽŶƐ ĚĞ ƐƵƌĨĂĐĞ͘ EŶ ƚƌĂŶƐĨĠƌĂŶƚ ĚĞ ů͛ĠŶĞƌŐŝĞ ĂƵǆ ƉůĂƐŵŽŶƐ͕ ů͛ŝŶƚĞŶƐŝƚĠ ĚĞ ůĂ ůƵŵŝğƌĞ 

réfléchie va décroitre. Il se forme ainsi un minimum ĚĞ ƌĠĨůĞĐƚŝǀŝƚĠ ůŽƌƐƋƵĞ ů͛on fait varier l'angle 

d'incidence ɽ (lĂ ďĂŝƐƐĞ Ě͛ŝŶƚĞŶƐŝƚĠ ĚĞ ůĂ ůƵŵŝğƌĞ ƌĠĨůĠĐŚŝĞ ĞƐƚ ĂůŽƌƐ ĨŽŶĐƚŝŽŶ ĚĞ ĐĞƚ ĂŶŐůĞͿ͘ Celui-

ci dépend très fortement de l'indice de réfraction de la surface (nsurface), dans l'épaisseur du 

champ évanescent proche de la surface. Le changement de la composition (adsorption ou 

désorption, fixation ou relargage) ƐĞ ƚƌĂĚƵŝƚ ƉĂƌ ƵŶ ĐŚĂŶŐĞŵĞŶƚ Ě͛indice et donc une 

modification de l'angle de résonance.  

 

Figure 23. Schématisation du principe biophysique de résonance plasmonique de surface Ě͛ĂƉƌğƐ 
Schuck, 1997.  
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Des considérations théoriques montrent que ů͛ĂŶŐůĞ ɽ est proportionnel à la concentration de 

macromolécules en surface jusqu'à une concentration surfacique élevée de 50 ng.mm-2 

(Stenberg et coll., 1991). Les appareils commerciaux ƉĞƌŵĞƚƚĞŶƚ Ě͛ŝŶũĞĐƚĞƌ ĚŝƌĞĐƚĞŵĞŶƚ 

ů͛ĂŶĂůǇƚĞ ƐƵƌ ůĞ ůŝŐĂŶĚ ŝŵŵŽďŝůŝƐĠ ƐƵƌ ůĂ ƉƵĐĞ : on peut alors suivre, en temps réel et sans 

ŵĂƌƋƵĂŐĞ ƉƌĠĂůĂďůĞ ĚĞƐ ďŝŽŵŽůĠĐƵůĞƐ͕ ůĂ ĐŝŶĠƚŝƋƵĞ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ;ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶͬĚŝƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶͿ.  

4.2 Applications 

La résonance plasmonique de surface (SPR) est employée afin de détecter optiquement des 

variations d͛ŝŶĚŝĐĞ ĐŽrrélées à des variations de masse sur une surface ŵĠƚĂůůŝƋƵĞ ĐŽŵŵĞ ů͛Žƌ͘ 

Ce principe est utilisé dans une sensor chip ou puce de détection sur laquelle un récepteur, 

dans notre cas des oligosaccharides de synthèse, est immobilisé (de façon covalente ou non). Le 

second partenaire, ici des VLP, est injecté en un flux continu de tampon à la surface de la puce. 

La formation de complexes ligands-récepteurs (ici VLP-sucre) à la surface du biodétecteur est 

mesurée et visualisée en temps réel en unité de résonance (RU). A ů͛Ăƌƌġƚ ĚĞ ů͛ŝŶũĞĐƚŝŽŶ ĚĞƐ VLP͕ 

il y a retour au tampon initial et dissociation du complexe : cette phase de dissociation peut 

être enregistrée. LĞƐ ĐǇĐůĞƐ Ě͛ĂƐsociation, de dissociation, et de régénération sont répétés en 

utilisant différentes concentrations du même ligand et peuvent être visualisés sur des courbes 

graphiques appelées sensorgrammes (Figure 24). 

 

Figure 24. Graphique montrant les signaux obtenus pour une interaction simple L-R (1:1 cinétique du 
premier ordre) 

Superposition des signaux obtenus pour différentes concentrations de ligand. Phase d'association de 0-
500 sec, suivi d'une phase de dissociation de 500-1000 sec͘ D͛ĂƉƌğƐ Schuck, 1997.  
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4.3 Analyse ĚĞ ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞ VLP ƐƵƌ ĚĞƐ ƐƵĐƌĞƐ ƐǇŶƚŚĠƚŝƋƵĞƐ 

Les interactions des VLP purifiées avec les trisaccharides LNFPI, A et B conjugués à la BSA 

(Tableau 26) ont été analysées par résonance plasmonique de surface (SPR) ă ϮϱΣC ă ů͛ĂŝĚĞ Ě͛ƵŶ 

automate Biacore® 2000 (Biacore AB®, General Electric Healthcare, Upsala, Suède). Les 

biopuces plaquées or ont été fabriquées et testées ĂƵ ƐĞŝŶ ĚĞ ů͛IŶƐƚŝƚƵƚ FEMTO-ST à Besançon 

par Wilfrid BOIREAU et Benoît SIMON (Boireau et coll., 2009).  

LĞƐ ƐƵƌĨĂĐĞƐ Ě͛Žƌ ĚĞƐ ƉƵĐĞƐ ƐŽŶƚ ƌĞŶĚƵĞƐ ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůůĞƐ ĐŚŝŵŝƋƵĞŵĞŶƚ ă ů͛ĂŝĚĞ Ě͛un mélange à 

1 mM de 11-mercapto-1-undecanol (11-MUOH) (Réf. #674249, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, 

USA) et d͛ĂĐŝĚĞ 16-mercapto-hexadécanoïque (16-MHA) (Réf. #448303, Sigma-Aldrich, Saint-

Louis, MO, USA) dans ů͛ĠƚŚĂŶŽů ĂďƐŽůƵ avec un rapport de 97 moles de 11-MUOH pour 3 moles 

de 16-MHA.  

Après rinçage des puces à ů͛ĠƚŚĂŶŽů Ğƚ ă ů͛ĞĂƵ Ƶůtra pure, elles sont montées sur leurs supports 

et placées dans un Biacore® 2000 (Biacore AB®, GE Healthcare). Les groupes carboxyle sont 

ensuite activés par un mélange de 240 nM de EDC-HCl (1-éthyl-3-[3-

diméthyllaminopropyl]carbodiimide hydrochloride) et de 50 nM de NHS (N-

hydroxysulfosuccinimide) (Amine Coupling kit, Biacore AB®, GE Healthcare, Uppsala, Suède). 

LĞƐ ƉƵĐĞƐ ƐŽŶƚ ĂůŽƌƐ ƉƌġƚĞƐ ƉŽƵƌ ůĂ ƉŚĂƐĞ Ě͛ŝŵŵŽďŝůŝƐĂƚŝŽŶ (Figure 25). 

 

Figure 25. Schématisation de la surface en or de la puce rendue fonctionnelle à 
ů͛ĂŝĚĞ Ě͛ƵŶĞ monocouche auto-assemblée (SAM) de MUOH/MHA permettant la 
fixation des BSA conjuguées aux sucres A, B et H  
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Les trois glycoconjugués ont été fixés de manière covalente sur trois pistes séparées sur la 

même puce, permettĂŶƚ ĂŝŶƐŝ ů͛ĂŶĂůǇƐĞ Ɛimultanée ĚĞƐ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ Ě͛ƵŶĞ même préparation de 

VLP purifiées avec les trois sucres synthétiques. Pour chaque glycoconjugué, 300 à 370 RU ont 

été fixées à la surface de la puce, ce qui correspond à concentration surfacique de 86 à 92,5 

fmole/mm². Les VLP ont été diluées dans un tampon HBS (Biacore AB®, GE Healthcare) et 

injectées pendant 120 s à la vitesse de 10 µы/min et une concentration de 2 ng/µы (Tableau 27).  

Tableau 27. Composition du tampon HBS à pH 7,4 

Réactifs Concentrations 

HEPES 
NaCl 
EDTA 
Surfactant P20 

0,01 mol/ы 
0,15 mol/ы 
3 mmol/ы 
0,005 % 

AƉƌğƐ ů͛Ăƌƌġƚ ĚĞ ů͛ŝŶũĞĐƚŝŽŶ͕ ůĂ ĚŝƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ VLP-sucres a été observée pendant 120 s. La puce a 

été ensuite recyclée par injection de 5 ђы Ě͛ƵŶ ƚĂŵƉŽŶ ŐůǇĐŝŶĞ ă ϭϬ ŵM à pH 2,5 avant un 

ŶŽƵǀĞĂƵ ĐǇĐůĞ Ě͛ĂŶĂůǇƐĞ ĂǀĞĐ ƵŶĞ ŶŽƵǀĞůůĞ préparation de VLP, puis stockée à 4°C en 

atmosphère humide. 

LĂ ĐŽŶĐĞƉƚŝŽŶ ĚĞƐ ƉƵĐĞƐ Ğƚ ů͛ĂŶĂůǇƐĞ ĚĞƐ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ ĞŶƚƌĞ VLP Ğƚ glycannes par SPR ont été 

ĞĨĨĞĐƚƵĠĞƐ ĞŶ ĐŽůůĂďŽƌĂƚŝŽŶ ĂǀĞĐ ů͛ĠƋƵŝƉĞ de Wilfrid BOIREAU dĞ ů͛IŶƐƚŝƚƵƚ FEMTO-ST à 

Besançon. En tout, trois puces en or ont été fabriquées : une puce portant les glycannes A, B, 

Lex et Si-Lex conjugués à la BSA, une puce portant les glycannes LNFP I (H type 1), LNFP II (Lea) et 

LNFP III (Lex) conjugués à la BSA, et, pour vérifier ůĂ ƐƉĠĐŝĨŝĐŝƚĠ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ƐƵĐƌĞƐ-VLP en SPR, 

ƵŶĞ ƉƵĐĞ Ă ĠƚĠ ƚƌĂŝƚĠĞ ƉĂƌ ŝŶũĞĐƚŝŽŶ ĚĞ ϮϬϬ ђы ĚĞ ƉĞƌŝŽĚĂƚĞ ĚĞ ƐŽĚŝƵŵ ă ϭϬ ŵM͘ Les VLP 

testées, c.-à-d. les six ǀĂƌŝĂŶƚƐ Ğƚ ůĞ ƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚ ȴTϯϵϱ͕ ƉƌŽǀĞŶĂŝĞŶƚ ĚĞƐ ŵġŵĞƐ ůots que ceux 

utilisés pour les ELISA et conservées à -40°C.  

EŶĨŝŶ͕ ůĞƐ ĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐ ƉƌĠůŝŵŝŶĂŝƌĞƐ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ƉĂƌ ELISA ĚĞƐ VLP HƵŶƚĞƌ ŽŶƚ ŵŽŶƚƌĠ ƋƵĞ 

ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĠƚĂŝƚ ĂƵƐƐŝ ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞ ĂǀĞĐ ĚƵ ƚĂŵƉŽŶ HBS ;ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞ ĚƵ SP‘Ϳ ƋƵ͛ĂǀĞĐ ĚƵ ƚĂŵƉŽŶ 

PBS. De plus, nous avons constaté que le tampon HBS générait moins de bruit de fond que le 

tampon PBS. Par conséquent, le tampon HBS a été choisi pour effectuer les analyses en SPR. Les 

ĂŶĂůǇƐĞƐ ƉƌĠůŝŵŝŶĂŝƌĞƐ ĂǀĞĐ ůĞƐ VLP HƵŶƚĞƌ Ğƚ OƐĂŬĂ ŽŶƚ ĨĂŝƚ ƐƵŐŐĠƌĞƌ ƋƵĞ ů͛ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ 

réponse de SPR était dépendante de la concentration.  
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5. Analyses statistiques 

LĞƐ ĂŶĂůǇƐĞƐ ƐƚĂƚŝƐƚŝƋƵĞƐ ŽŶƚ ĠƚĠ ĞĨĨĞĐƚƵĠĞƐ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚƵ ůŽŐŝĐŝĞů STATAΠ ǀϭϭ͘Ϭ ;SƚĂƚĂ CŽƌƉ LP, 

College Station, TX, USA) auprès  de  Ludwig-Serge AHO-GLÉLÉ (Service Ě͛ĠƉŝĚĠŵŝŽůŽŐŝĞ Ğƚ 

hygiène hospitalières, CHU de Dijon). Pour les tests sur les salives, le test de Kruskal-Wallis a été 

employé pour déterminer si l'attache des VLP aux échantillons de salive était différente pour 

chaque variant, les VLP US95/96 étant utilisées comme référence standard. Le test d'ANOVA a 

été utilisé pour la comparaison des données appariées des salives de non-sécréteurs. Pour 

étudier l'affinité des VLP pour antigènes A, B et H, des polynômes fractionnaires ont été utilisés 

pour modéliser l'interaction VLP-ligand par régression linéaire. Le même modèle statistique a 

été employé pour déterminer Ɛŝ ůĞƐ ĐŚĂŶŐĞŵĞŶƚƐ ŽďƐĞƌǀĠƐ ĚĂŶƐ ůĞƐ ƉƌŽĨŝůƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ VLP 

YϰϰϰF Ğƚ ȴTϯϵϱ ǀŝƐ-à-vis des antigènes ABO étaient statistiquement significatifs 

comparativement avec les VLP Hunter sauvage. 
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Résultats 
 
 
 
 
 
 
 
 

A. PRODUCTION ET ÉVALUATION DES 

RÉACTIFS  

1. Études phylogéniques des variants GII.4 

Pour déterminer le nombre minimal de changements d'acide aminé entre les variants, un arbre 

minimum couvrant (MST) a été construit sur la base des séquences complètes en acide aminé 

de l'ORF2 de 496 souches issues des variants Bristol, US95/96, Farmington, Hunter, Chiba, 

Yerseke, Den Haag, Apeldoorn et Osaka (Figure 25). Le MST a été élaboré à partir de 872 

changements d'acide aminé. Les lignages et variants mis en évidence dans le MST de cette 

ĠƚƵĚĞ ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĞŶƚ ă ĐĞƵǆ ƋƵŝ ŽŶƚ ĠƚĠ ĚĠĐƌŝƚƐ ƉƌĠĐĠĚĞŵŵĞŶƚ ă ů͛ĂŝĚĞ Ě͛ĂƌďƌĞƐ ĚĞ ƚǇƉĞ 

neighbour joining ŽƵ Ě͛inférences bayésiennes (Belliot et coll., 2010). 

Les résultats du MST montrent que les variants Den Haag et Yerseke sont directement liés aux 

anciens variants Hunter et Farmington, respectivement, comme précédemment décrit 

(Siebenga et coll., 2007), et que les variants Hunter, Farmington Hills et Chiba sont proches des 

variants US95/96. Le variant Den Haag serait, quant à lui, génétiquement très proche du variant 

Farmington Hills. Le grand nombre d'isolats issus du variant Den Haag (n=219) montrent 

ĠŐĂůĞŵĞŶƚ ƋƵ͛ŝů ĞǆŝƐƚĞ ƵŶĞ ĚŝǀĞƌƐŝƚĠ ĐůŽŶĂůĞ ă ů͛ŝŶƚĠƌŝĞƵƌ ĚĞ ĐĞ ŐƌŽƵƉĞ͕ ĐĞ ƋƵŝ Ă ĠƚĠ ă ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĚĞ 

l'émergence des variants Apeldoorn et Osaka.  

Dans une précédente étude, nous avions observé que le variant Osaka pouvait être à égale 

distance des variants US95/96 et Chiba (n=23) (Kamel et coll., 2009). Cette modification de la 

topologie ĚĞ ů͛ĂƌďƌĞ ƉŽƵƌƌĂŝƚ Ɛ͛ĞǆƉůŝƋƵĞƌ ƉĂƌ ůĂ ƉƌĠƐĞŶĐĞ Ě͛ƵŶ ƉůƵƐ ĨĂŝďůĞ ŶŽŵďƌĞ ĚĞ ƐĠƋƵĞŶĐĞƐ 

de souches Osaka inclues pour la construction du MST lors de la précédente étude et par 

ůΖŝŶĚŝƐƉŽŶŝďŝůŝƚĠ͕ ă ů͛ĠƉŽƋƵĞ͕ ĚĞ ƐĠƋƵĞŶĐĞƐ ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂŶƚ ĂƵ ǀĂƌŝĂŶƚ AƉĞůĚŽŽƌŶ (Figure 26). 
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Figure 26. Arbres minimum couvrant (MST) des 
variants de norovirus GII.4 pandémiques depuis 
1987. (A) arbre issu de notre précédente étude 
(Kamel et coll., 2009), (B) nouvel arbre issu des 
présents travaux de phylogénie corrigeant 
ů͛ĞŵďƌĂŶĐŚĞŵĞŶƚ ĚƵ ǀĂƌŝĂŶƚ OƐĂŬĂ͘ 

Le nombre de séquences pour chaque groupe est 
indiqué entre parenthèses. Les séquences 
homologues sont représentées par des cercles dont 
la taille et la teinte varient en fonction du 
nombre de séquences.  

2. Les particules virales de synthèse de norovirus GII.4  

Pour toutes les constructions, les VLP recombinantes ont été purifiées à partir de 400 à 600 ŵы 

de milieu cellulaire, correspondant à 4.108 et 6.108 cellules infectées, respectivement, pour 1 à 

10 mg de VLP, en fonction du baculovirus recombinant. Après 6 jours d'incubation, les débris 

cellulaires ont été éliminés par centrifugation à basse vitesse et les VLP excrétées ont été 

concentrées par ultracentrifugation. Les VLP ont été purifiées par centrifugation isopycnique 

sur gradient de CsCl, produisant une bande distincte de densité de flottaison de 1,31 g/cm3, ou 

sur gradient discontinu de sucrose pour les variants mutants Y444F et ȴT395, produisant une 

ďĂŶĚĞ ă ů͛ŝŶƚĞƌĨĂĐĞ ĚĞƐ ĨƌĂĐƚŝŽŶƐ ϯϬ Ğƚ ϰϬй ĚĞ ƐƵĐƌŽƐĞ͕ ĂǀĂŶƚ Ě͛ġƚƌĞ ƌĞƉƌŝƐĞƐ ĚĂŶƐ ƵŶ ƚĂŵƉŽŶ 

TNC-leupeptine.  

A. 

B. 
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L'analyse des protéines en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) a montré que les VLP avaient plus 

de 90% de pureté. Les fractions enrichies en VLP sont composées de la protéine VP1 de 57 kDa 

et de sa version clivée de 54 kDa précédemment décrite (Belliot et coll., 2001) (Figure 27). 

L͛ŽƌŝŐŝŶĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ĚƵ ĚŽƵďůĞƚ Ă ĠƚĠ ĐŽŶĨŝƌŵĠĞ ƉĂƌ WĞƐƚĞƌŶ ďůŽƚ ă ů͛ĂŝĚĞ Ě͛ƵŶ ƐĠƌƵŵ spécifique 

de la souche MD145 (Bristol), ĨŽƵƌŶŝ ŐƌĂĐŝĞƵƐĞŵĞŶƚ ƉĂƌ ů͛ĠƋƵŝƉĞ ĚĞ Kŝŵ GREEN du NIAID. 

LĞ ĨĂŝďůĞ ƌĞŶĚĞŵĞŶƚ ŽďƐĞƌǀĠ ƉŽƵƌ ůĞƐ VLP ĚĞƐ ŵƵƚĂŶƚƐ ȴSϯϰϯ Ğƚ GϰϰϯA ƐƵŐŐğƌĞŶƚ ƋƵĞ ůĞƐ 

mutations de ces acides aminés rendent probablement les VLP recombinantes instables. A 

ů͛ŝŶǀĞƌƐĞ͕ les mutations SϯϰϯA Ğƚ ȴGϰϰϯ Ŷ͛ŽŶƚ ƉĂƐ ĠƚĠ ĚĠůĠƚğƌĞƐ ƉŽƵƌ ůĂ formation des 

particules de synthèse.  

Figure 27. Analyse par électrophorèse sur gel de polyacrylamide avec SDS (SDS-PAGE) des VLP des 
variants GII.4 et des VLP Hunter mutées obtenues par mutagenèse dirigée. 

 

La dénomination des souches est indiqué entre parenthèse pour chaque variant.  

Pour les VLP mutées obtenues par mutagenèse dirigée et issues du variant Hunter (souche E1057), 
chaque acide aminé muté est indiqué en regard de la ligne et leur position se réfère à la séquence 
d͛ĂĐŝĚĞƐ ĂŵŝŶĠƐ ĚĞ ů͛ORFϮ ĚĞ ůĂ ƐŽƵĐŚĞ Hunter E1057 (numéro d'acquisition Genbank : EU876890).  

De 2 à 4 mg de chaque solution de VLP purifiées ont été déposés sur le gel de polyacrylamide 
(Invitrogen). Deux microgrammes d'albumine de sérum de ďƈƵĨ (Pierce) ont été ajoutés comme contrôle 
pour l'estimation des protéines. Les protéines ont été visualisées par coloration en bleu de Coomassie 
(Pierce).  

Enfin, la première ligne contient les marqueurs de poids moléculaire des protéines dont les valeurs 
exprimées en kDa sont indiquées à gauche du gel.  
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Afin de contrôler l'intégrité du matériel purifié, la taille des VLP correspondant aux six variants 

(soit Bristol, US95-96, Hunter, Yerseke, Den Haag et Osaka) a été estimée à partir de 30 

mesures chacune par microscopie de force atomique (AFM) (Figure 28). La majorité des 

préparations de VLP présentaient des particules de structure globulaire dont le diamètre 

ŵŽǇĞŶ Ɛ͛ĠĐŚĞůŽŶŶĂŝƚ ĚĞ ϯϬ ă ϯϴ Ŷŵ (Tableau 28) et correspondant à des VLP complètes, 

également appelées VP1180 (Shoemaker et coll., 2010) (Figure 29). 

 

Figure 28. Image de VLP purifiées du variant Hunter 
(E1057) obtenue par microscopie de force atomique 
par Céline ELIE-CAILLE ĚĞ ů͛IŶƐƚŝƚƵƚ FEMTO-ST de 
Besançon. 
 
 
 
 
Les VLP ont été adsorbées sur du mica fraîchement 
clivé en présence du tampon HBS utilisé pour les 
analyses de résonance plasmonique de surface (SPR). 
Les agrégats sont matérialisés en blanc. Le diamètre 
moyen des VLP a été estimé à partir de 30 mesures 
;ů͛ĂĐĐŽůĂĚĞ ƌŽƵŐĞ ŽďũĞĐƚŝǀĞ ƵŶĞ VLPͿ͘ LĂ ďĂƌƌĞ 
Ě͛ĠĐŚĞůůĞ matérialise une taille de 250 nm. 
 

Tableau 28. Dimensions estimées des VLP par microscopie de force atomique (AFM) 

Dénomination des VLP des variants (souches) Tailles estimées 

Bristol (MD145) 
US95/96 (Dijon171) 
Hunter (E1057) 
Yerseke (Cairo7) 
Den Haag (Cairo1) 
Osaka (Cario4) 
Apeldoorn (E3436) 

21,3 ±4,7 nm 
37,2 ±3,7 nm 
29,6 ±3,2 nm 
ND 
37,6 ±4,8 nm 
36,8 ±6,2 nm 
NR 

ND : non déterminée ; NR : non réalisée. 

Pour la souche Bristol (MD145), les VLP étaient plus petites en taille avec un diamètre moyen 

de 21,3 ±4,7 nm, ce qui suggère la présence de particules de sous-unités composées de 60 

monomères (appelée aussi VP160) au lieu des 180 monomère habituels (Belliot et coll., 2001 ; 

Shoemaker et coll., 2010).  

Il est à noter que les VLP Yerseke n'ont pu être adsorbées sur la tranche de mica en présence du 

tampon HBS lors des tests en AFM. La concentration en sel pourrait avoir été trop élevée et 

ainsi avoir empêché l'adsorption des protéines sur le mica, comme cela a déjà été décrit 

(Czajkowsky et Shao, 2003). 

250 nm 
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Figure 29. Graphique montrant pour chaque préparation de VLP la répartition des 30 
mesures effectuées par AFM et ayant permis de déterminer leur taille moyenne. 

L'observation par microscopie électronique des VLP Hunter (E1057) purifiées sur gradient de 

CsCl a permis de montrer que la préparation était essentiellement composée de particules 

entières et vides de 35 nm de diamètre (Figure 30).  

Figure 30. Image de VLP purifiées sur gradient de 
chlorure de césium du variant Hunter (E1057) obtenue 
par microscopie électronique après coloration 
négative. 
 

 

 

 

 

La flèche verte avec queue indique une particule 
entière et la flèche rouge une sous-unité. 

(Avec ů͛ĂŝŵĂďůĞ ƉĂƌƚŝĐŝƉĂƚŝŽŶ ĚĞ Michel HENRI-
LEPAULT, CNRS, Gif-sur-Yvette) 
 

3. Les anticorps monoclonaux spécifiques des norovirus GII.4  

LĂ ĐƵůƚƵƌĞ Ě͛ŚǇďƌŝĚŽŵĞƐ Ă ƉĞƌŵŝƐ Ě͛ŝƐŽůĞƌ 5 clones sécrétant des anticorps monoclonaux dirigés 

contre les VLP Hunter (souche E1057) : les anticorps 1A4, 2D8, 4G12, 5B9 et 8C12. La 

performance de ces anticorps a été évaluée par ELISA puis par Western blot.  

Les ELISA ont permis de montrer que les anticorps monoclonaux produits reconnaissent aussi 

bien les épitopes conformationnels de VLP non dénaturées que les épitopes séquentiels de VLP 

dénaturées.  
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Le western blot a montré, quant à lui, que les VLP dénaturées de norovirus GI.1 et GII.4, et du 

norovirus murin GV.1 étaient reconnus par les anticorps 1A4, 2D8 et 8C12 mais pas par les 

anticorps 4G12 et 5B9 (Figure 31). 

 

Figure 31. CĂƌĂĐƚĠƌŝƐĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ ŵŽŶŽĐůŽŶĂƵǆ ƉĂƌ WĞƐƚĞƌŶ ďůŽƚ ă ů͛ĂŝĚĞ 
des VLP de norovirus GV, GI.1 et GII.4. 

En revanche, ů͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ ĚĞƐ VLP ƐƵƌ ůĞƐ ŐůǇĐŽĐŽŶũƵŐués Ŷ͛Ă ƉƵ ġƚƌĞ ĚĠƚĞĐƚĠ ĞŶ ELISA ƋƵ͛ă 

ů͛ĂŝĚĞ ĚĞƐ ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ 4G12 et 5B9͘ EŶ ĞĨĨĞƚ͕ ĂƵĐƵŶ ƐŝŐŶĂů Ŷ͛Ă ĠƚĠ ŽďƐĞƌǀĠ ĂǀĞĐ ĚĞƐ ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ 1A4, 

2D8 et 8C12 (Figure 32). Nous pouvons donc en déduire que 4G12 et 5B9 sont des anticorps 

conformationnels, et que 1A4, 2D8 et 8C12 sont des anticorps séquentiels. 

Figure 32. Test ELISA comparatif de détection des 
VLP de norovirus GII.4 attachées aux sucres A, B et 
H ă ů͛ĂŝĚĞ ĚĞƐ ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ ŵŽŶŽĐůŽŶĂƵǆ ϱBϵ 
(conformationnel) et 8C12 (séquentiel). 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Le typage des ƉƌĠƉĂƌĂƚŝŽŶƐ Ě͛anticorps monoclonaux 1A4, 2D8, 4G12 et 5B9 avant purification 

a montré que les préparations étaient composées dĞ ŵĠůĂŶŐĞƐ Ě͛ŝƐŽƚǇƉĞs : IgA et IgG pour la 

préparation 2D8, IgM et IgG pour les préparations 1A4, 4G12 et 5B9 (Tableau 29).  
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Tableau 29. Isotypage des anticorps obtenus par immunisation de souris avec des VLP Hunter 

 PƌĠƉĂƌĂƚŝŽŶ Ě͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ 

Isotype 1A4 2D8 4G12 5B9 

Anti-Ig de souris 2,925 2,367 2,232 4,301 

Anti-IgM 2,304 0,087 3,264 2,001 

Anti-IgA 1,858 3,293 0,078 0,082 

Anti-IgG1 2,112 1,208 0,076 0,836 
Anti-IgG2a 0,221 0,249 0,605 3,905 
Anti-IgG2b 0,291 0,281 0,075 0,201 
Anti-IgG3 0,133 0,114 0,076 0,105 

Anti-Kappa 2,248 2,861 1,445 3,297 
Anti-Lambda 0,128 0,141 0,077 0,107 

La préparation 1A4 comportait une IgM et une IgG1 provenant probablement du même clone 

consécutivement à un changement de classe (switch). La préparation 2D8 comportait une IgA 

ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞ ƋƵŝ Ă ƉƵ ġƚƌĞ ƉƵƌŝĨŝĠĞ ŵĂŝƐ Ŷ͛Ă ƉĂƐ ĠƚĠ ƵƚŝůŝƐĠĞ ƉŽƵƌ ůĞƐ ƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐ ELISA͘ La 

préparation 5B9 est apparue la plus performante dans la reconnaissance in vitro des VLP de 

norovirus GII.4, avec une sensibilité de 83 % et une spécificité de 100 %, et était la seule qui 

comportait un anticorps de type IgG2a spécifique et purifiable. L͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ monoclonal IgG2a 

5B9 purifié par Marc BOSSUS de bioMeyrieux a été utilisé par la suite pour effectuer les tests 

ELISA Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ VLP ĂǀĞĐ ůĞƐ HBGA͘ 

4. Évaluation dĞ ů͛interaction VLP-sucres en ELISA et SPR  

La liaison des VLP aux sucres a été évaluée en ELISA en traitant les salives au periodate de 

sodium avant incubation des VLP, comme décrit plus haut. Toute interaction a ainsi été 

entièrement abolie, ce qui confirme que les VLP se fixent bien aux sucres présents dans les 

salives et plus spécifiquement aux O-glycannes. 

De la même manière, la liaison entre la VLP et les sucres a été évaluée en SPR avant et après 

incubation du glycocoŶũƵŐƵĠ H ƚǇƉĞ ϭ͕ ĨŝǆĠ ă ůĂ ƐƵƌĨĂĐĞ Ě͛ƵŶĞ ƉƵĐĞ ĞŶ Žƌ͕ ĂǀĞĐ ϭϬ ŵM ĚĞ 

periodate de sodium (Figure 33). Le sensorgramme montre que lorsque la puce est incubée au 

préalable avec du periodate de sodium, les VLP ne se fixe plus du tout sur la ƉƵĐĞ Ğƚ ŝů Ŷ͛Ǉ Ă 

donc plus de signal de SPR.  
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Figure 33. Sensorgramme montrant les interactions des VLP de la souche E1057 (Hunter) 
avec le glycoconjugué H type 1 immobilisé sur la puce avant et après traitement avec 10 
mM de periodate de sodium 
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Résultats 
 
 
 
 
 
 
 
 

B. PROFILS D͛INTERACTION 

1. Mutagenèse dirigée du site de liaison aux HBGA  

1.1 Résultats généraux 

Les études précédentes ont permis de déterminer par cristallographie les acides aminés 

ƉĂƌƚŝĐŝƉĂŶƚ ă ůΖĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ ĚĞƐ HBGA ĂƵ ŶŝǀĞĂƵ ĚƵ ĚŽŵĂŝŶĞ PϭͬPϮ ĚĞ VPϭ͘ Iů Ɛ͛ĂŐŝƚ ĚĞ ƌĠƐŝĚƵƐ 

conservés au sein des norovirus GII.4, y compris des variants Apeldoorn et Osaka récemment 

décrits, les acides aminés S343, T344, R345, D374, S441, G442 et Y443 de la souche VA387 

(variant US95/96), et qui interagissent directement avec les sucres des HBGA (Figures 12, 13 et 

22)͘ BŝĞŶ ƋƵ͛ŝů Ăŝƚ ĠƚĠ ĚĠŵŽŶƚƌĠ ƋƵĞ ůĞƐ ĚŽŵĂŝŶĞƐ P ƉƌŽĚƵŝƚƐ ĞŶ ĐƵůƚƵƌĞ ďĂĐƚĠƌŝĞnnes fixent de 

manière quasi similaire les HBGA que les VLP entières (Cao et coll., 2007 ; Tan et coll., 2008a), 

nous avons préféré les VLP obtenues par mutagenèse dirigée car la délétion ou la substitution 

Ě͛acide aminé est susceptible de déstabiliser la structure de la VLP entière et donc de modifier 

ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĂǀĞĐ ůĞƐ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ͘ Par ailleurs, il a été démontré que les complexes VLP-HBGA 

étaient généralement plus stables que les interactions observées entre dimères de domaine P 

et HBGA (Cao et coll., 2007). 

NŽƵƐ ĂǀŽŶƐ ƚŽƵƚ Ě͛ĂďŽƌĚ ƉƌŽĐĠĚĠ ă ůĂ suppression de chacun des acides aminés isolément. La 

majeure partie des VLP mutées ont pu être récupérées après purification (Figure 26), à 

ů͛ĞǆĐĞƉƚŝŽŶ ĚĞƐ ŵƵƚĂŶƚƐ ȴSϯϰϯ Ğƚ GϰϰϯA, suggérant que les protéines VP1 ainsi modifiées ont 

ĐŽŶƐĞƌǀĠ ůĞƵƌ ĐĂƉĂĐŝƚĠ Ě͛ĂƐƐĞŵďůĂŐĞ. CŽŵŵĞ ŶŽƵƐ ů͛ĂǀŽŶƐ ǀƵ ƉůƵƐ ŚĂƵƚ͕ les fractions de VLP 

purifiées étaient composées de deux fractions de protéine VP1 comme pour les VLP 

épidémiques (Figure 30). La délétion de chacun des acides aminés cibles a supprimé tout 

accroche avec les HBGA associés au PAA (Tableau 30) ou à la HSA (Tableau 31), ă ů͛ĞǆĐĞƉƚŝŽŶ 

des VLP mutantes D373N et Y444F pour lesquelles nous observons une modulation de 
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ů͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ. Nos résultats ont permis de confirmer que chacun de ces résidus identifiés était 

impliqué dans l'attachement. 

Tableau 30. Résultats en ELISA des interactions du variant Hunter et des mutants avec les sucres PAA 

 

Tableau 31. Résultats en ELISA des interactions du variant Hunter et des mutants avec les sucres HSA 

 

Les DO<0,2 sont rendues égales à 0 ; (++) en vert 0,2<DO<0,5 ; (+)en jaune 0,5<DO<1 ; en rose DO>1. 

1.2 La VLP mutante Hunter Y444F 

Nous avons ensuite procédé à la substitution par mutagenèse dirigée de chacun de ces résidus 

Ě͛ĂĐŝĚĞƐ ĂŵŝŶĠƐ ƋƵŝ ŽŶƚ ĠƚĠ ƌĞŵƉůĂĐĠƐ ƉĂƌ ĚĞƐ ĂĐŝĚĞƐ ĂŵŝŶĠƐ ŚŽŵŽůŽŐƵĞƐ (Tableau 18). Ces 

substitutions, ă ů͛ĞǆĐĞƉƚŝŽŶ de la mutation Y444F (et dans une moindre mesure la mutation 
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D373N), ont complètement supprimé l'attachement aux HBGA. Une étude précédente a 

montré que le cycle aromatique du résidu de tyrosine interagissait ĂǀĞĐ ů͛ɲ-fucose de l'antigène 

H grâce à des liaisons de type van der Waals (Cao et coll., 2007). Ainsi des interactions entre les 

VLP Y444F et les antigènes Leb, Ley, B-tri, H type 1, A-tri, A-hexa et A-hepta conjugués à la HSA 

ont pu être observées (Figure 34). Pour les autres antigènes (sucres présents dans le colostrum 

ou spécifiques des non-sécréteurs)͕ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĠƚĂŝƚ ĂďƐĞŶƚĞ ŽƵ ƌĠƐŝĚƵĞůůĞ, c͛ĞƐƚ-à-dire < 0,2 en 

DO 450 nm. 

 

Figure 34. Comparaison des résultats des interactions des VLP mutées ȴTϯϵϱ Ğƚ YϰϰϰF ĂǀĞĐ ůĞ ƚǇƉĞ 
sauvage Hunter en ELISA. Les VLP ont été testées en duplicata avec un panel de HBGA conjugués à de la 
HSA. 

En somme, ŶŽƚƌĞ ĂŶĂůǇƐĞ ĐŽŶĨŝƌŵĞ ů͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ ĚĞƐ ĂĐŝĚĞƐ ĂŵŝŶĠƐ ĨŽƌŵĂŶƚ ůĞ ƐŝƚĞ ĚĞ liaison 

des HBGA chez les norovirus GII.4 telle que cela avait été précédemment démontré par alanine 

scanning ĚĞ ĚŽŵĂŝŶĞƐ P Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ƐŽƵĐŚĞƐ (Tan et coll., 2008b). Par ailleurs, nos données ont 

montré clairement que le remplacement de la tyrosine en position 444 par une phénylalanine 

Ŷ͛ĂůƚĠƌĂŝƚ ƉĂƐ ůĂ ƌĞĐŽŶŶĂŝƐƐĂŶĐĞ ĚĞ ů͛ĠƉŝƚŽƉĞ H ƚǇƉĞ ϭ. Ceci montre que le groupement 

hydroxyle de la tyrosine a une faible implication dans ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞ ĐĞ ŵŽƚŝĨ glycannique, même 

si cette légère modification structurale a été suffisante pour modifier le profil Ě͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ ĚĞ 

la souche Hunter. 

1.3 Rôle ĚĞ ů͛ĂĐŝĚĞ ĂŵŝŶĠ T395 nouvellement inséré dans la capside  

Depuis 2002, les nouvelles souches de norovirus GII.4 sont caractérisées par l'insertion d'un 

acide aminé à la position 395 dans le domaine P2 hypervariable de la protéine de capside VP1 

(Dingle, 2004). Cet acide aminé supplémentaire, généralement un résidu thréonine, est 
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conservé chez les norovirus GII.4 depuis l'émergence du variant Farmington. Notre objectif a 

été de déterminer si cette thréonine surnuméraire possédait un rôle biologique dans 

l'attachement des VLP aux HBGA. Des VLP Hunter dont la T395 a été supprimée par 

mutagenèse dirigée ont été préparées sur gradient de sucrose, compte-tenu de la fragilité 

relative que nous avons observée pour cette construction en gradient de CsCl͘ LĞƐ VLP ȴTϯϵϱ 

mutées ont été alors testées avec le panel de glycoconjugués HSA. Le profil d'attachement des 

VLP ȴTϯ95 mutées était semblable à celui observé pour les VLP Hunter sauvage, excepté la 

ƌĞĐŽŶŶĂŝƐƐĂŶĐĞ ĚĞ ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ LĞy qui était bien meilleure que pour les VLP du type sauvage 

(Figure 34).  

A ů͛ŝŶǀĞƌƐĞ͕ ŶŽƵƐ ĂǀŽŶƐ ŽďƐĞƌǀĠ ƋƵĞ ůĞƐ VLP ȴTϯϵϱ ƉŽƵǀĂŝĞŶƚ ĠŐĂůĞŵĞŶƚ ƐĞ ůŝĞƌ ĂƵǆ HBGA H 

type 2, Lex et Si-Lex (Tableau 31). Enfin, les tests sur les glycoconjugués au PAA ont montré une 

nette accroche des VLP sur les HBGA Leb et Ley ainsi que Lex (Tableau 30). 

1.4 AĨĨŝŶŝƚĠ ƌĞůĂƚŝǀĞ ĚĞƐ ŵƵƚĂŶƚƐ HƵŶƚĞƌ YϰϰϰF Ğƚ ȴTϯϵϱ ƉŽƵƌ ůĞƐ 
antigènes A, B et H 

AĨŝŶ ĚĞ ĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌ Ě͛ĠǀĞŶƚƵĞůůĞƐ ŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ Ě͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ ƉŽƵƌ ůĞƐ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ A͕ B Ğƚ H͕ ůĞƐ VLP 

HƵŶƚĞƌ Ğƚ ůĞƐ VLP ŵƵƚĠĞƐ ȴTϯϵϱ Ğƚ YϰϰϰF ŽŶƚ ĠƚĠ ƚĞƐƚĠĞƐ ĞŶ ELISA ƐƵƌ ƵŶĞ série de dilution de 

facteur 2 des sucres LNFPI, A-tri et B-tri conjugués à la BSA (Figure 35). Les VLP Hunter ont été 

utilisées comme standard pour l'analyse statistique comparative basée sur un modèle 

polynômial fractionnaire. Étant donné que le nombre de sucres par molécule de BSA était 

similaire pour les trois glycoconjugués (Tableau 24)͕ ůĞƐ ƉƌŽĨŝůƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ VLP ĂǀĞĐ ůĞƐ 

HBGA ŽŶƚ ƉƵ ġƚƌĞ ĐŽŵƉĂƌĠƐ͘ L͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ ĚĞƐ VLP ŵƵƚĠĞƐ Y444F sur les glycoconjugués A et 

B était nettement inférieur à celui observé pour les VLP Hunter (pсϬ͕ϬϬϭ ƉŽƵƌ ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ AͿ͘ 

PŽƵƌ ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ B͕ ĐĞƚƚĞ ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ Ŷ͛ĠƚĂŝƚ ƉĂƐ ƐŝŐŶŝĨŝĐĂƚŝǀĞ ĂǀĞĐ ůĞƐ VLP YϰϰϰF ;p=0,057). Pour 

ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ H͕ ďŝĞŶ ƋƵĞ ů͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ ĂƉƉĂƌĂŝƐƐĂŝƚ ŝŶĨĠƌŝĞƵƌ ĂǀĞĐ ůĞƐ VLP YϰϰϰF͕ ůĞƐ ĚŝĨĨĠƌĞŶĐĞƐ 

Ŷ͛ĠƚĂŝĞŶƚ ƉĂƐ ƐŝŐŶŝĨŝĐĂƚŝǀĞƐ ;p=0,28). 

L'accroche des VLP ȴTϯϵϱ aux glycoconjugués A et B était nettement inférieure à celle observée 

pour les VLP Hunter sauvage et était statistiquement significative (p=0,001 pour l'antigène A et 

pсϬ͕ϬϬϯ ƉŽƵƌ ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ B)͕ ŵĂŝƐ ĐĞ Ŷ͛ĠƚĂŝƚ ƉĂƐ ůĞ ĐĂƐ ƉŽƵƌ ůĞƐ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ ĂǀĞĐ ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ H 

(p=0,08).  
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Figure 35. Exploration comparée des résultats en ELISA ĚĞƐ ǀĂƌŝĂƚŝŽŶƐ Ě͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ ĚĞƐ VLP HƵŶƚĞƌ Ğƚ ĚĞƐ 
VLP ŵƵƚĠĞƐ ȴTϯϵϱ Ğƚ YϰϰϰF ƉŽƵƌ ůĞƐ ŐůǇĐŽĐŽŶũƵŐƵĠƐ LNFPI͕ A-tri et B-tri. 

 

Les glycoconjugués ont été dilués en série de facteur 2 de 1000 à 15 ng par puits dans du tampon 
carbonate/bicarbonate à pH 9,6. Chaque test a été effectué en triplicata. La moyenne des résultats et 
leur déviation standard sont matérialisées sur le graphique. Les valeurs ont été obtenues par mesure 
Ě͛ĂďƐŽƌďĂŶĐĞ ă ϰϱϬ Ŷŵ͘ 

DĞ ƉůƵƐ͕ ů͛ĂŶĂůǇƐĞ ĚĞ ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ VLP ȴTϯϵϱ ĂǀĞĐ ůĞƐ ƐƵĐƌĞƐ A͕ B͕ H ĞŶ SP‘ Ă ŵŽŶƚƌĠ ƋƵĞ ůĂ 

suppression de cette thréonine avait un effet délétère sur la capacité du mutant Hunter à fixer 

ůĞƐ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ A Ğƚ B͕ Ğƚ ĠƚĂŝƚ ƌĞƐƉŽŶƐĂďůĞ Ě͛ƵŶĞ ĨŽƌƚĞ diminution ĚĞ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ă ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ H 

(Figure 36)͘ LĂ Tϯϵϱ ũŽƵĞƌĂŝƚ ĚŽŶĐ ƵŶ ƌƀůĞ ĚĂŶƐ ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĂǀĞĐ ůĞƐ HBGA͘ Nous avons constaté 

également par SPR ƋƵĞ ůĞƐ VLP ȴTϯϵϱ ƉƌĠƐĞŶƚĂŝĞŶƚ ƵŶĞ ĂĨĨŝŶŝƚĠ ƌĞůative similaire à celle 

observée pour les VLP US95/96 qui ne possèdent justement pas cette insertion de thréonine en 

position 395 (Figure 36). 

En résumé, nos données suggèrent que la délétion de la thréonine insérée à la position 395 

entrainerait des changements qualitatifs (liaison aux antigènes Lex et Si-Lex) et quantitatifs 

ĚĂŶƐ ůĞ ƉƌŽĨŝů Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĂƵǆ HBGA ;ĚŝŵŝŶƵƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĂƵǆ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ A Ğƚ BͿ͘ PĂƌ 

conséquent, ceci indiquerait ƋƵĞ ůĂ ŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ Ě͛ĂĐŝĚĞƐ ĂŵŝŶĠƐ ƋƵŝ ŶĞ ƐŽŶƚ ƉĂƐ ĚŝƌĞĐƚĞŵĞŶƚ 

ŝŵƉůŝƋƵĠƐ ĚĂŶƐ ůΖĂƚƚĂĐŚĞ ĚĞƐ HBGA ƉŽƵƌƌĂŝƚ ŵŽĚƵůĞƌ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚƵ ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ ĚƵ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ă 

son ligand glucidique. 
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Figure 36. SĞŶƐŽƌŐƌĂŵŵĞ ĚĞ ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ VLP ȴTϯϵϱ͕ HƵŶƚĞƌ Ğƚ USϵϱͬϵϲ Ăǀec les 
glycoconjugués A, B et H. 

2. PƌŽĨŝůƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ 

2.1 TĞƐƚƐ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ sur les salives 

L'analyse de mutation a montré que certains acides aminés pourraient être responsables de la 

ƐƵƉƉƌĞƐƐŝŽŶ ĚĞ ůΖĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ VLP ĂƵǆ HBGA ĞƚͬŽƵ ĚĞ ůĂ ŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚƵ ƉƌŽĨŝů Ě͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ͘ 

Nous avons ensuite ĠƚĞŶĚƵ ů͛ĠƚƵĚĞ ă ƵŶ ƉĂŶĞů ĚĞ six ǀĂƌŝĂŶƚƐ GII͘ϰ ƋƵŝ ŽŶƚ ĠƚĠ ƚŽƵƚ Ě͛ĂďŽƌĚ 

testés sur des salives phénotypées ƉƌŽǀĞŶĂŶƚ Ě͛ŝŶĚŝǀŝĚƵƐ ƐĠĐƌĠƚĞƵƌ ;n=34) et non sécréteur 

(n=12) représentatifs des groupes sanguins ABO et des antigènes Lewis (Figure 37).  

Nous avons observé une accroche des six variants aux échantillons de salive ABO, 

indépendamment de la présence ou noŶ ĚĞƐ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ LĞǁŝƐ͘ CĞƉĞŶĚĂŶƚ͕ ů͛ĂŵƉůŝƚƵĚĞ ĚĞƐ 

interactions a varié de manière significative en fonction de la nature des VLP et de l'antigène 

présent dans la salive (p=0,00001 ; ANOVA bidirectionnelle).  

Pour les VLP Bristol, US95/96, Hunter et YĞƌƐĞŬĞ͕ ĂƵĐƵŶĞ ĂĐĐƌŽĐŚĞ Ŷ͛Ă ĠƚĠ ŽďƐĞƌǀĠĞ ĂǀĞĐ ůĞƐ 

salives de non-ƐĠĐƌĠƚĞƵƌ͕ ĂůŽƌƐ ƋƵ͛ĞůůĞ ĠƚĂŝƚ ĨŽƌƚĞ ƉŽƵƌ ůĞƐ VLP DĞŶ HĂĂŐ Ğƚ OƐĂŬĂ (résultats 

matérialisés en rouge sur la Figure 37)͘ PŽƵƌ ĐĞƐ ĚĞƌŶŝĞƌƐ͕ ů͛ĂƚƚĂĐŚĞ ĠƚĂŝƚ ĐŽƌƌĠůĠĞ ă ůĂ ƉƌĠƐĞŶĐĞ 

des antigènes Lewis (p=0,0001 ; Kruskal-WĂůůŝƐͿ͘ L͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĂƵǆ ƐĂůŝǀĞƐ LĞǁŝƐ-positive de non-

sécréteur était sensiblement plus élevée pour les VLP Den Haag que les VLP Osaka (p=0,0104 ; 

Kruskal-Wallis). Cette observation suggère que les VLP des variants Den Haag et Osaka sont 

capables de se lier aux salives des non-ƐĠĐƌĠƚĞƵƌƐ ǀŝĂ ůĞƐ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ ƐǇŶƚŚĠƚŝƐĠƐ ƉĂƌ ů͛ĞŶǌǇŵĞ 
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FUT3. PĂƌ ĐŽŶƐĠƋƵĞŶƚ͕ ĐĞƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ ƉŽƵƌƌĂŝĞŶƚ ĠŐĂůĞŵĞŶƚ Ɛ͛ĂĐĐƌŽĐŚĞƌ ƐƵƌ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ 

ŝŶƚĞƐƚŝŶĂůĞƐ Ě͛ŝŶĚŝǀŝĚƵƐ ŶŽŶ-sécréteurs. 

La liaison des VLP Den Haag et Osaka aux salives des non-sécréteurs a pu être abolie après 

traitement au periodate de sodium comme décrit plus haut, confirmant que ce sont des 

glycannes qui sont impliqués dans l'attache des VLP aux sucres présents dans la salive. 

2.2 TĞƐƚƐ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ƐƵƌ ůĞƐ ŐůǇĐŽĐŽŶũƵŐƵĠƐ ĚĞ ƐǇŶƚŚğƐĞ 

PŽƵƌ ĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌ ĂǀĞĐ ƉƌĠĐŝƐŝŽŶ ƋƵĞůƐ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ ƐĞƌĂŝĞŶƚ ƐƵƐĐĞƉƚŝďůĞ Ě͛ġƚƌĞ ƌĞĐŽŶŶƵƐ ƉĂƌ ůĞƐ VLP 

ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ͕ ĚĞƐ ƚĞƐƚƐ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ VLP ĚĞƐ Ɛŝǆ ǀĂƌŝĂŶƚƐ GII͘ϰ ŽŶƚ ĠƚĠ ĞĨĨĞĐƚƵĠƐ ĞŶ ELISA 

avec 15 glycoconjugués HSA et des antigènes synthétiques FUT2-dépendant conjugués à la BSA 

et au PAA (Tableau 26 et Figure 38).  

2.2.1 Les glycoconjugués ă ů͛ĂůďƵŵŝŶĞ 

TŽƵƚĞƐ ůĞƐ VLP ĚĞƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ ƐĞ ƐŽŶƚ ĂĐĐƌŽĐŚĠĞƐ ă ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ H ƚǇƉĞ ϭ ĐŽŶũƵŐƵĠ ă ůĂ BSA ŵĂŝƐ ƉĂƐ 

ă ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ H ƚǇƉĞ Ϯ͘ UŶĞ ĨĂŝďůĞ ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĂƵǆ A hepta- et trisaccharides conjugués à la BSA a 

été observée pour les VLP Hunter, Yerseke, Den Haag et Osaka. En revanche, aucune 

interaction n'a été observée pour les VLP Bristol, Ğƚ ůĞƐ VLP USϵϱͬϵϲ Ŷ͛ŽŶƚ ĨŝǆĠ ƋƵĞ ůĞ 

glycoconjugué A-heptasaccharide. Nos données suggèrent donc que la position du sucre sur le 

ĐŽŶũƵŐƵĠ ĞƐƚ ĐƌƵĐŝĂůĞ ĚĂŶƐ ů͛ĞĨĨŝĐĂĐŝƚĠ ĚĞ ůĂ ůŝĂŝƐŽŶ ĂǀĞĐ ůĞƐ VLP͘ DĞƐ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ ĞŶƚƌĞ ůĞ 

glycoconjugué B-trisaccharide et les VLP Hunter, Yerseke, Den Haag et Osaka ont été observées 

mais aucune avec les VLP Bristol et US95/96. Ainsi, les constatations d͛ƵŶ ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ ƉůƵƐ ĨŽƌƚ 

ĚĞƐ VLP ĚĞƐ Ɛŝǆ ǀĂƌŝĂŶƚƐ ă ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ H ƚǇƉĞ ϭ Ğƚ ĚĞ ůĂ ŵĂƵǀĂŝƐĞ ĨŝǆĂƚŝŽŶ ĚĞƐ VLP BƌŝƐƚŽů Ğƚ 

US95ͬϵϲ ĂƵǆ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ A Ğƚ B ŽŶƚ ĠƚĠ ĐŽŶĨŝƌŵĠĞƐ ƐĞĐŽŶĚĂŝƌĞŵĞŶƚ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚĞ sucres conjugués 

à la BSA (ĐĨ͘ ůĞƐ ĐŚĂƉŝƚƌĞƐ ĚĠĚŝĠƐ ĂƵǆ ƌĠƐƵůƚĂƚƐ Ě͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ Ğƚ ĚĞ SP‘). 

En revanche, de fortes interactions ont été observées entre les VLP des six variants et les 

antigènes Leb et Ley͕ ƚŽƵƐ ĚĞƵǆ ƉƌĠƐĞŶƚƐ ĐŚĞǌ ůĞƐ ƐĠĐƌĠƚĞƵƌƐ͕ ĂůŽƌƐ ƋƵ͛ĂƵĐƵŶĞ ůŝĂŝƐŽŶ Ŷ͛Ă ĠƚĠ 

ŽďƐĞƌǀĠĞ ƉŽƵƌ ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ LĞa présents en quantités importantes chez les non-sécréteurs. Par 

ĐŽŶƚƌĞ͕ ƉŽƵƌ ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ LĞx, nous avons pu observer que les VLP US95/96, Den Haag et Osaka 

ƉŽƵǀĂŝĞŶƚ ƐĞ ĨŝǆĞƌ ĞĨĨŝĐĂĐĞŵĞŶƚ ă ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ LĞx.  
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Figure 37. Analyses des interactions des six variants de norovirus GII.4 avec les salives. 

LĞƐ VLP ŽŶƚ ĠƚĠ ƚĞƐƚĠĞƐ ƐƵƌ ϰϲ ĠĐŚĂŶƚŝůůŽŶƐ ĚĞ ƐĂůŝǀĞ ĚŝůƵĠƐ ϭϬϬϬ ĨŽŝƐ ƉƌŽǀĞŶĂŶƚ Ě͛ŝŶĚŝǀŝĚƵƐ présentant un 
phénotype non-sécréteur (non sec ; n=12) ou sécréteur (sec ; n=34). La présence des antigènes ABO et Lea 
été recherchée selon des modalités déjà décrites (Marionneau et coll., 2005). Tous les tests ont été 
effectués en duplicata pour chacun des échantillons.  
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Figure 38. Analyses des interactions des six variants de norovirus GII.4 avec les glycoconjugués de 
synthèse. Les tests ont été effectués en duplicata pour chacun des glycoconjugués HSA (Tableau 24).  

‘ĠĐĞŵŵĞŶƚ͕ ƵŶĞ ĠƚƵĚĞ Ă ƌĂƉƉŽƌƚĠ ƋƵĞ ůĞƐ VLP USϵϱͬϵϲ ĠƚĂŝĞŶƚ ĐĂƉĂďůĞƐ ĚĞ ƐĞ ůŝĞƌ ă ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ 

Si-Lex (Rydell et coll., 2009). Cependant, la signification biologique de cette liaison reste encore 

inconnue Ě͛ĂƵƚĂŶƚ ƉůƵƐ ƋƵĞ cet antigène est absent du tractus digestif chez les individus en 

bonne santé (Murata et coll., 1992 ; Kobayashi et coll., 1993 ; Carneiro et coll., 1994). Nous 

avons investigué la capacité de fixation des VLP des six variants sur les glycoconjugués sialylés, 

Si-Lex et Si-Lea, ce dernier étant présent sur les plaques de Peyer des individus sains (Giannasca 

et coll., 1999). L͛ĂŶƚŝŐğŶĞ Si-Lex était très nettement reconnu par les VLP Bristol et US95/96 et 

moins bien par les VLP Osaka, Den Haag et Hunter.  

Ces résultats indiquent que la fixation à des composants sialylés est liée au variant͘ D͛ĂƵƚƌĞ 

part, nos données ne montrent pas de relation avec la capacité des VLP Den Haag et Osaka à se 

fixer sur les salives Lewis-positive des non-ƐĠĐƌĠƚĞƵƌƐ͘ CĞĐŝ ƐƵŐŐğƌĞ ĚŽŶĐ ƋƵĞ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĂƵǆ 

composants salivaires FUT3-dépendants des non-sécréteurs nécessite la reconnaissance de 

motifs plus complexes que ceux représentés par les glycoconjugués testés. Par conséquent, 

ŶŽƵƐ ŶĞ ƉŽƵǀŽŶƐ ƉĂƐ ĞǆĐůƵƌĞ ůĂ ƉŽƐƐŝďŝůŝƚĠ ƋƵĞ ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ Lea soit impliqué dans la fixation à la 

salive des non-ƐĠĐƌĠƚĞƵƌƐ Ě͛ĂƵƚĂŶƚ ƋƵĞ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĂƵ ƐƵĐƌĞ ƐǇŶƚŚĠƚŝƋƵĞ LĞa restait négative. 
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Le lacto-N-tétraose (LNT), le sialyl-lacto-N-tétraose (Si-LNT), le lacto-N-néotétraose (LNnT) ainsi 

que le lacto-N-fucopentaose ƚǇƉĞ I ;LNFP I ƉŽƐƐĠĚĂŶƚ ƵŶ ĚĠƚĞƌŵŝŶĂŶƚĞ ĚĞ ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ HͿ ƐŽŶƚ ĚĞƐ 

ŽůŝŐŽƐĂĐĐŚĂƌŝĚĞƐ ůŝďƌĞƐ ƋƵĞ ů͛ŽŶ ƌĞƚƌŽƵǀĞ ĚĂŶƐ ůĞ ůĂŝƚ ŵĂƚĞƌŶĞů ŚƵŵĂŝŶ Žƶ ŝůƐ ũŽƵĞƌĂŝĞŶƚ ůĞ ƌƀůĞ 

de leurre pour les récepteurs bactériens (Newburg, 2009). Le LNT, le Si-LNT et le sialyl-lacto-N-

fucose (Si-LNF) possèdent un motif disaccharidique similaire au précurseur de type 1 

;GĂůɴ1,ϯGůĐNĂĐɴͿ͕ Ğƚ ůĞ LNŶT ĂƵ ƉƌĠĐƵƌƐĞƵƌ ĚĞ ƚǇƉĞ Ϯ ;GĂůɴ1,ϰGůĐNĂĐɴͿ͘ L͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ VLP 

Hunter étaient faibles sur le glycoconjugué Si-LNF ĂůŽƌƐ ƋƵĞ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ VLP Bristol était 

faible sur le glycoconjugué Si-LNT. Les VLP US95/96 se sont accrochées sur le Si-LNF et le LNnT, 

et de manière plus importante sur le Si-LNT. Ces données suggèrent que les précurseurs de 

types ϭ Ğƚ Ϯ ƐŽŶƚ͕ ă ů͛ĞǆĐĞƉƚŝŽŶ Ě͛USϵϱͬϵϲ͕ ŵĂů ƌĞĐŽŶŶƵƐ ƉĂƌ ůĂ ŵĂũĞƵƌĞ ƉĂƌƚŝĞ ĚĞƐ norovirus 

GII.4. LĞ ƌƀůĞ ĚĞ ůĂ ƉĂƌƚŝĞ ĂĐŝĚĞ ƐŝĂůŝƋƵĞ ĚĂŶƐ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ VLP ƌĞƐƚĞ ă ĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌ͘ 

En somme, nos données ont montré que les variants GII.4 pouvaient accrocher efficacement les 

antigènes présents chez les sécréteurs, c͛ĞƐƚ-à-dire les antigènes A, B, H, Leb et Ley, et que la 

reconnaissance des antigènes Lex et Si-Lex ĠƚĂŝƚ ĚĠƉĞŶĚĂŶƚĞ Ě͛ƵŶĞ ƐŽƵĐŚĞ ĚŽŶŶĠĞ 

indépendamment des ƉƌŽĨŝůƐ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞ ůĂ ƐĂůŝǀĞ͘ NĠĂŶŵŽŝŶƐ͕ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ ĨĂĐƚĞƵƌƐ ƐƵƐĐĞƉƚŝďůĞƐ 

de moduler les interactions VLP-sucres sont à prendre en compte dont notamment le 

ƉŽƐŝƚŝŽŶŶĞŵĞŶƚ ŽƵ ůĂ ƉƌĠƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ƐƵĐƌĞƐ ƐƵƌ ůĞƐ ƐƵƉƉŽƌƚƐ Ě͛ĂŶĂůǇƐĞ Ğƚ ůĞƐ ƚĞŵƉĠƌĂƚƵƌĞƐ 

ƉŽƵǀĂŶƚ ũŽƵĞƌ ƵŶ ƌƀůĞ ƐƵƌ ůĂ ĚŝƐƉŽŶŝďŝůŝƚĠ ĚĞƐ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ ƉŽƵƌ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ͘ 

2.2.2 Les globosides, gangliosides, héparane sulfate, chondroïtine sulfate et 
acide hyaluronique 

Taube et coll. ont montré récemment que les gangliosides sialylés pouvaient jouer le rôle de 

ligand pour les norovirus murins (MNV) (Taube et coll., 2009). Cependant, dans notre étude, 

ĂƵĐƵŶĞ ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ VLP ĚĞƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ GII͘ϰ Ŷ͛Ă ĠƚĠ ŽďƐĞƌǀĠĞ avec des sphingolipides 

(globosides) ou des pentasaccharides GM1 (gangliosides contenant un seul résidu acide 

sialique). Ces données préliminaires suggèrent que le récepteur de norovirus humain pourrait 

être quelque peu différent du récepteur de MNV.  

L͛ĠƚƵĚĞ ĞŶ ELISA de ůĂ ĐĂƉĂĐŝƚĠ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ VLP ă ů͛ŚĠƉĂƌĂŶĞ ƐƵůĨĂƚĞ͕ à la chondroïtine 

ƐƵůĨĂƚĞ Ğƚ ă ů͛ĂĐŝĚĞ ŚǇĂůƵƌŽŶŝƋƵĞ (Figure 39) a montré que seule ů͛ŚĠƉĂƌĂŶĞ ƐƵůĨĂƚĞ est captée 

par les VLP. La signification de cette interaction reste néanmoins limitée car la fixation aux 

héparanes est en général peu spécifique. 

 



116 

 

 

 

 
 

 
 

Figure 39. TĞƐƚƐ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĞŶ ELISA ĚĞ 
différentes dilutions de VLP ƐƵƌ ů͛ŚĠƉĂƌĂŶĞ 
sulfate et ůĂ ĐŚŽŶĚƌŽŢƚŝŶĞ ƐƵůĨĂƚĞ Ğƚ ů͛ĂĐŝĚĞ 
hyaluronique. 
 

2.3 Le nouveau variant Apeldoorn 

LĞ ǀĂƌŝĂŶƚ AƉĞůĚŽŽƌŶ͕ ĂƉƉĞůĠ ĂƵƐƐŝ ϮϬϬϴ͕ ĞƐƚ ů͛ĂĐƚƵĞů ǀĂƌŝĂŶƚ ĞŶ ĐŝƌĐƵůĂƚŝŽŶ Ğƚ ă ĚĠĨŝŶŝƚŝǀĞŵĞŶƚ 

remplacé le variant Den Haag sur le plan épidémiologique et clinique. Nous avons donc cloné ce 

ŶŽƵǀĞĂƵ ǀĂƌŝĂŶƚ ĂĨŝŶ ĚĞ ĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌ Ɛ͛ŝů ƉŽƐƐğĚĞ ůĞƐ ŵġŵĞƐ ƉƌŽƉƌŝétés de liaison aux non 

sécréteurs Lewis-positifs que les deux variants Den Haag et Osaka. Les tests ELISA effectués 

ĂǀĞĐ ůĞƐ VLP Ě͛AƉĞůĚŽŽƌŶ ƐƵƌ ůĞ ŵġŵĞ ƉĂŶĞů ĚĞ ƐĂůŝǀĞ ŵŽŶƚƌĞŶƚ au contraire que le nouveau 

variant ne fixe pas les non-sécréteurs et fixe peu les salives provenant des sécréteurs Lewis-

négatifs (Figure 40)͘ LĞ ǀĂƌŝĂŶƚ AƉĞůĚŽŽƌŶ Ŷ͛Ă ĚŽŶĐ ƉĂƐ ĐŽŶƐĞƌǀĠ ůĞƐ ƉƌŽƉƌŝĠƚĠƐ ƉĂƌƚŝĐƵůŝğƌĞƐ 

caractérisant les variants Den Haag et Osaka. 

 
Figure 40. Analyses des interactions du nouveau variant Apeldoorn avec les salives phénotypées. 
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3. Affinité relative des variants pour les antigènes A, B et H 

L͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ VLP ĂƵǆ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ ĚĞ ŐƌŽƵƉĞ ƐĂŶŐƵŝŶ ABO Ă ĠƚĠ ĠƚƵĚŝĠĞ ƐĞůŽŶ ĚĞƵǆ ŵĠƚŚŽĚĞƐ͕ 

par une technique immunoenzymatique (EIA) et par résonance plasmonique de surface (SPR), 

afin de déterminer si l'affinité des VLP pour les glycannes était variant-dépendant. Les résultats 

ƉƌĠĐĠĚĞŵŵĞŶƚ ŽďƚĞŶƵƐ͕ Ğƚ ĞǆƉŽƐĠƐ ƉůƵƐ ŚĂƵƚ͕ ŽŶƚ ŵŽŶƚƌĠ ƋƵĞ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ VLP ƐƵƌ ĚĞƐ 

sucres synthétiques était plus faible que sur les salives. (Figure 41).  

Pour ces nouvelles expériences, nous avons utilisé des trisaccharides comportant les antigènes 

A ou B ĐŽŶũƵŐƵĠƐ ă ůĂ BSA ƉĂƌ ů͛ŝŶƚĞƌŵĠĚŝĂŝƌĞ d͛espaceurs de 6 atomes. Les expériences 

préliminaires ont montré que les accroches étaient meilleures et plus adaptées aux techniques 

ĚĞ SP‘ ůŽƌƐƋƵ͛Žn employait ces glycoconjugués. Pour les EIA, des dilutions sérielles de facteur 2 

des glycoconjugués A, B et H couplés à la BSA ont été fixées sur des plaques ELISA suivant des 

dilutions de 1000 ng à 15 ng par analyse. Puis, 500 ng de VLP ont été incubés comme décrit plus 

haut. Afin de permettre la comparaison entre glycoconjugués, une même préparation de VLP a 

été utilisée tout au long du test avec les trois antigènes. Les tests ont été effectués en triplicata. 

PŽƵƌ ůĞƐ ĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐ Ě͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ ŵĞŶĠĞƐ ĞŶ ELISA͕ Ěes polynômes fractionnaires ont permis 

de modéliser l'interaction entre les VLP et des dilutions sérielles des glycoconjugués A, B et H à 

ů͛ĂŝĚĞ Ě͛ƵŶĞ ƌĠŐƌĞƐƐŝŽŶ ůŝŶĠĂŝƌĞ͘ LĞƐ courbes obtenues pour les VLP Hunter ont été choisies pour 

référence. Globalement, 95,0 %, 77,6 % et 79,7 % des données obtenues correspondent au 

modèle pour les antigènes H, A et B, respectivement.  

Toutes les VLP des variants GII.4 se sont liées aux glycoconjugués BSA-antigène H en suivant des 

courbes de dilution similaires avec une limite de détection de 62,5 ng de glycoconjugués par 

ƉƵŝƚƐ͘ AƵĐƵŶĞ ĚŝĨĨĠƌĞŶĐĞ ƐƚĂƚŝƐƚŝƋƵĞ Ŷ͛Ă ĠƚĠ ŽďƐĞƌǀĠĞ ůŽƌs de la comparaison de chaque type de 

VLP avec pour standard le variant Hunter (p>0,05). 

 Les VLP Hunter et Osaka avaient ů͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ ůĂ ƉůƵƐ ĠůĞǀĠĞ ƉŽƵƌ ůΖĂŶƚŝŐğŶĞ A͕ ƐƵŝǀŝĞƐ ĚĞƐ VLP DĞŶ 

Haag avec une limite de détection en-dessous de 15 ng de glycoconjugués par puits. Aucune 

ĚŝĨĨĠƌĞŶĐĞ ƐƚĂƚŝƐƚŝƋƵĞ Ŷ͛Ă ĠƚĠ ƚƌŽƵǀĠĞ ƉŽƵƌ ces trois variants. En revanche, le taux de détection 

était inférieur pour les VLP Yerseke, US95/96 et Bristol. La moindre affinité de ces variants pour 

l'antigène A, en comparaison avec les VLP Hunter, était statistiquement significative (pчϬ͕ϬϬϭͿ͘  

Pour l'antigène B, toutes les VLP, excepté US95/96 et Bristol, avaient une affinité de liaison 

équivalente (pшϬ͕ϬϱͿ͘ PŽƵƌ ůĞƐ VLP ĚĞƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ USϵϱͬϵϲ Ğƚ BƌŝƐƚŽů͕ ůĞƐ DO ĠƚĂŝĞŶƚ ŶĞttement 

inférieures suggérant une affinité faible pour l'antigène B. La différence était statistiquement 

significative (p=0,03). 
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Figure 41. Affinités relatives des VLP de variants de norovirus GII.4 vis-à-vis de sucres LNFPI (H type 1 pentasaccharide), A et B conjugués à la BSA en ELISA et 
par résonance plasmonique de surface (SPR). Chaque mesure a été effectuée en triplicata. 
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4. Analyse des interactions VLP-sucres par SPR 

Étant donné que les signaux SPR sont proportionnels à l'indice de réfraction sur la surface de la 

puce, nous avons empiriquement estimé la couverture de la puce par les glycoconjugués à la 

BSA comme décrit précédemment avec une unité pour 1000 réponses, ce qui correspond à 1 

ng/mm² de protéine (Stenberg et coll., 1991). Des quantités équivalentes de glycoconjugués ont 

été fixées sur les puces pour permettre la comparaison des signaux.  

PƵŝƐƋƵĞ ů͛ŝŶƚĞŶƐŝƚĠ ĚĞƐ ƐŝŐŶĂƵǆ ĞƐƚ ĂŵƉůŝĨŝĠĞ ƉĂƌ ůĂ Őƌande masse des VLP, les constantes 

Ě͛ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ Ğƚ de dissociation (Ka et KdͿ Ŷ͛ŽŶƚ ƉĂƐ ƉƵ ġƚƌĞ ĐĂůĐƵůĠĞƐ ĂǀĞĐ ƉƌĠĐŝƐŝŽŶ ƉƵŝƐƋƵΖƵŶĞ 

VLP possède à elle seule 180 sites potentiels de réceptions (deux par dimères) et seuls quelques 

ƵŶƐ ŝŶƚĞƌǀŝĞŶŶĞŶƚ ůŽƌƐ ĚĞ ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ͘ DĞ ƉůƵƐ͕ ŝů ĠƚĂŝƚ ĚŝĨĨŝĐŝůĞ Ě͛ĠƚĂďůŝƌ ůĞ ŶŽŵďƌĞ ĚĞ ŵŽůĠĐƵůĞƐ 

ĚĞ HBGA ƉĂƌƚŝĐŝƉĂŶƚ ă ůΖŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ͘ CĞƉĞŶĚĂŶƚ͕ ƵŶĞ ĂĨĨŝŶŝƚĠ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ƌĞůĂƚŝǀĞ Ă ĠƚĠ ĞƐƚŝŵĠĞ͕ 

ďĂƐĠĞ ƐƵƌ ůΖĞǆĂŵĞŶ ǀŝƐƵĞů ĚĞƐ ĐŽƵƌďĞƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ƚĞůůĞ ƋƵ͛ĞůůĞ Ă ĠƚĠ ƉƌŽƉŽƐĠĞ ƉůƵƐ ƚƀƚ (Nam 

et coll., 2006).  

L͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ ĚĞƐ sensorgrammes a permis de déterminer pour chacun des trois antigènes une 

affinité croissante dans l'ordre suivant (Figure 41) :  

ʹ pour le ŐůǇĐŽĐŽŶũƵŐƵĠ ĚĞ ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ H : 

Yerseke > (Den Haag = Hunter) > Osaka > (Bristol = US95/96) 

ʹ pour le glycoconjugué de ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ A :  

Den Haag >> Hunter > (Yerseke = Osaka) 

ʹ pour le ŐůǇĐŽĐŽŶũƵŐƵĠ ĚĞ ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ B : 

Den Haag >> Yerseke > Hunter > Osaka 

Aucune interaction n'a été observée ƉŽƵƌ ůĞƐ VLP USϵϱͬϵϲ Ğƚ BƌŝƐƚŽů͕ ƐƵŐŐĠƌĂŶƚ ƋƵ͛ĂƵĐƵŶ ĚĞƐ 

deux variants ne présente une affinité pour les antigènes A et B suffisante pour être détectée, 

ďŝĞŶ ƋƵ͛ƵŶĞ faible accroche a été constatée par ELISA.  

En ce qui concerne les courbes de dissociation, nous avons observé que les VLP Den Haag et 

Osaka ont présenté une stabilité plus importante pour les trois glycoconjugués, et cela quelque 
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soit la concentration des VLP lors de l'injection. En revanche, les VLP US95/96 et Bristol ont 

présenté leur plus faible interaction avec l'antigène H.  

Enfin nous avons effectué une estimation plus précise de la constante de dissociation Kd a été 

effectuée en utilisant différentes concentrations de dimères de protéines VP1 exprimés en 

ĐƵůƚƵƌĞ ďĂĐƚĠƌŝĞŶŶĞ Ğƚ ŐƌĂĐŝĞƵƐĞŵĞŶƚ ĨŽƵƌŶŝƐ ƉĂƌ ů͛ĠƋƵŝƉĞ ĚĞ JĂĐƋƵĞƐ LE PENDU (Figure 42). En 

effet, chaque dimère ne possédant, à la différence des VLP, que deux sites de liaison aux HBGA, 

le dimère se comporte comme une protéine en solution dont il devient plus aisé de calculer sa 

constante de dissociation. Pour la protéine VP1, le Kd est de 4,1.10-8 M.  

 
Figure 42. Étude cinétique de différentes concentrations de dimères de 
protéines VP1 permettant le calcul de la constante de dissociation Kd. 
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L'étude phylogénétique des norovirus ƉƌŽǀĞŶĂŶƚ Ě͛ĠƉŝĚĠŵŝĞƐ ĚĞ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ Ă permis de 

mettre en évidence une évolution séquentielle des norovirus GII.4 au cours des deux dernières 

décennies, les confortant comme souches prédominantes dans le monde. Or, depuis 

l͛ĂƉƉĂƌŝƚŝŽŶ des variants Farmington Hills en 2002, les réseaux de surveillance ont observé un 

rythme croissant de la dérive génétique des GII.4 avec l'émergence de nouveaux variants tous 

les 2 ou 3 ans. L'analyse approfondie ĚĞ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ norovirus de plusieurs génogroupes a 

perŵŝƐ ůĂ ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐĂƚŝŽŶ ĚĞ ϴ ƉƌŽĨŝůƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ͕ ƋƵŝ ƉĞƵǀĞŶƚ ġƚƌĞ ĐůĂƐƐĠƐ ĚĂŶƐ ůĞƐ ŐƌŽƵƉĞƐ 

accrochant les antigènes ABO et Lewis. Les norovirus GII͘ϰ ƉƌĠƐĞŶƚĞŶƚ ůĞ ƐƉĞĐƚƌĞ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ůĞ 

ƉůƵƐ ůĂƌŐĞ ƉƵŝƐƋƵΖŝůƐ ƉĞƵǀĞŶƚ Ɛ͛ĂƚƚĂĐŚĞƌ ĞĨĨŝĐĂĐĞŵĞŶƚ ă ůĂ ƐĂůŝǀĞ des individus sécréteur des 

antigènes ABO (environ 80% de la population caucasienne) (Tan et Jiang, 2010). 

LĂ ƐŝŐŶŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ďŝŽůŽŐŝƋƵĞ Ğƚ ůĞƐ ŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ Ě͛ĠŵĞƌŐĞŶĐĞ rapide de nouveaux variants au 

cours de la dernière décennie restant à élucider, nous avons analysé 6 variants représentatifs 

des norovirus GII.4 afin de déterminer si les observations épidémiologiques sont corrélées avec 

ĚĞƐ ƉƌŽƉƌŝĠƚĠƐ ďŝŽůŽŐŝƋƵĞƐ ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞƐ ůŽƌƐ ĚĞ ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ des particules de synthèse de 

norovirus GII.4 avec leurs récepteurs, les HBGA. Les données sont résumées dans le Tableau 32. 

NŽƵƐ ĂǀŽŶƐ ƚŽƵƚ Ě͛ĂďŽƌĚ ĞĨĨĞĐƚƵĠ ƵŶĞ ĂŶĂůǇƐĞ ƋƵĂůŝƚĂƚŝǀĞ ĚĞƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ ĞŶ ĠǀĂůƵĂŶƚ ůĞƵƌ ƉƌŽĨŝů 

d'attachement sur des salives phénotypées et un large panel de glycoconjugués synthétiques. 

CĞƌƚĂŝŶĞƐ ĠƋƵŝƉĞƐ ŽŶƚ ƐƵŐŐĠƌĠ ƋƵĞ ů͛ĠŵĞƌŐĞŶĐĞ ĚĞ ŶŽƵǀĞĂƵǆ ǀĂƌŝĂŶƚƐ ƐĞƌĂŝƚ ƉŝůŽƚĠĞ ƉĂƌ 

ů͛ŝŵŵƵŶŝƚĠ ĐŽůůĞĐƚŝǀĞ ;herd immunityͿ Ğƚ Ɛ͛ĂĐĐŽŵƉĂŐŶĞƌĂŝƚ ĚĞ ŶŽƵǀĞůůĞƐ ƉƌŽƉƌŝĠƚĠƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ 

(Donaldson et coll., 2008 ; Cannon et coll., 2009).  
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Tableau 32. RĠƐƵŵĠ ĚĞƐ ƉƌŽƉƌŝĠƚĠƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ ĂǀĞĐ ůĞƐ HBGA 

 Salives a   Glycoconjugués synthétiques b 

 non sec  sec  non sec 

 Le+ Le-  H A B  Leb Ley  Lea Lex Si-Lea Si-Lex 

Bristol neg neg  227 3 2  +++ ++  - - - ++++ 

US95/96 neg neg  191 1 1  ++++ +++  - ++++ - ++++ 

Hunter neg neg  425 134 114  +++ ++++  - - - + 

Yerseke neg neg  606 88 195  +++ +++  - - - - 

Den Haag pos neg  490 694 407  ++ +++  - + - ++ 

Osaka pos neg  243 59 54  +++ ++++  - ++ - ++++ 

a Tests ELISA ; Pos : positif ; neg : négatif. b Les résultats pour les antigènes A, B et H sont indiqués en RU 
(SPR). Les résultats indiqués par des signes + et - correspondent aux DO des tests ELISA : + (DO<0,5),     ++ 
(0,5<DO<1), +++ (1<DO<1,5), ++++ (DO>1,5). 

Au premier abord, nos données ont clairement démontré que ů͛ĂƉƉĂƌŝƚŝŽŶ de nouveaux variants 

Ŷ͛était ƉĂƐ ĐŽƌƌĠůĠĞ ĂǀĞĐ ů͛ĂƉƉĂƌŝƚŝŽŶ ŽƵ ů͛ĠůĂƌŐŝƐƐĞŵĞŶƚ ĚĞ ƉƌŽĨŝůƐ ĚĞ ůŝĂŝƐŽŶ͘ EŶ ĞĨĨĞƚ͕ ůĞƐ 

variants que nous avons analysés étaient capables de se lier aux antigènes de synthèse A, B, H 

type 1 (mais pas H type 2), Leb et Ley, qui sont tous présents chez le phénotype sécréteur. Ces 

données ont permis de confirmer les expériences préliminaires menées sur les salives en 

montrant que les six variants pouvaient se lier à la salive des sécréteurs, indépendamment du 

ƉŚĠŶŽƚǇƉĞ ABO͕ Ğƚ ƋƵĞ ů͛ŝŶƚĞŶƐŝƚĠ de l͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ VLP était dépendante du variant.  

Cependant, les variations que nous avons observées au cours des tests sur les salives entre les 

variants pour un antigène donné, A, B ou H, pourraient Ɛ͛ĞǆƉůŝƋƵĠĞƐ ƉĂƌ ůĞ degré d'expression 

des HBGA dans la salive. En effet, pour les échantillons de salive de phénotype A et B, le 

déterminant antigénique H pourraient, dans une certaine proportion, être démasqué (c.-à-d. 

par défaut de déterminants antigéniques A ou B sur certaines chaînes de glycannes) et avoir 

permis l'accroche des récepteurs spécifiques du déterminant H. Par ailleurs, des études 

complémentaires seront nécessaires pour déterminer s'il existe une association synergique 

entre les antigènes Lewis et ABO pouvant expliquer en partie les différences observées dans les 

interactions.  

Parmi 12 échantillons de salive provenant Ě͛ŝŶĚŝǀŝĚƵƐ ŶŽŶ-sécréteurs, nous avons démontré 

que, pour les 6 échantillons Lewis-positifs, les VLP Den Haag et Osaka Ɛ͛ĂĐĐƌŽĐŚĂŝĞŶƚ ĨŽƌƚĞŵĞŶƚ͘ 

NŽƐ ĚŽŶŶĠĞƐ ƌĞŶĨŽƌĐĞŶƚ ů͛ĂƐƐĞƌƚŝŽŶ ƐĞůŽŶ ůĂƋƵĞůůĞ ces variants pourraient potentiellement 

infecter tous les sécréteurs et une partie de la population des non-sécréteurs. Seuls les 
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individus non-sécréteurs Lewis-négatifs ne seraient donc pas reconnus par ces deux récents 

variants. Dans la population générale, les individus ayant ce phénotype ne représentent que 1 à 

3 % des cas (Mourant, 1983), alors que les non-sécréteurs Lewis-positifs en représentent près 

de 20 %. De cette manière, les souches Den Haag et Osaka auraient acquis une capacité accrue 

de circulation dans le monde. EŶ ĞĨĨĞƚ͕ Ɛŝ ů͛ŽŶ ƐĞ ďĂƐĞ ƐƵƌ ůĞƵƌ ŶŽƵǀĞůůĞ ĐĂƉĂĐŝƚĠ ĚĞ 

reconnaissance des composés Lewis (FUT3 dépendant) chez les non-sécréteurs, ces deux 

variants pourraient potentiellement infecter plus de 95 % de la population (Figure 43).  

 

Figure 43. Extrapolation du mŽĚğůĞ Ě͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ ƉĂƌ Norwalk (GI.1) en fonction du caractère sécréteur ou 
non-sécréteur (présence des gènes FUT2/FUT3 fonctionnels ou pasͿ͕ Ě͛ĂƉƌğƐ LŝŶĚĞƐŵŝƚŚ et coll., exposant 
ů͛ĂǀĂŶƚĂŐĞ ŝŶĨĞĐƚŝĞƵǆ ĚĞƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ DĞŶ HĂĂŐ Ğƚ OƐĂŬĂ ƉĂƌ ƌĂƉƉŽƌƚ ĂƵǆ ĂƵƚƌĞƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ͘ 

Ainsi, en supposant que la proportion des sujets vulnérables et des sujets protégés par une 

réponse IgA précoce est identique entre les deux populations sécréteur et non-sécréteur, il est 

ƉŽƐƐŝďůĞ Ě͛ĞƐƚŝŵĞƌ͕ ƉĂƌ ĞǆƚƌĂƉŽůĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ƌĠƐƵůƚĂƚƐ ŽďƚĞŶƵƐ ƉĂƌ ů͛ĠƋƵŝƉĞ ĚĞ LŝŶĚĞƐŵŝƚŚ ĂǀĞĐ ůĞ 

virus de Norwalk (GI.1) (Lindesmith et coll., 2003), ƋƵ͛ĞŶǀŝƌŽŶ ϱϱй ĚĞ ůĂ ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶ ƐĞƌĂŝƚ ĚŽŶĐ 

vulnérable à une infection par ces deux souches contre 45% pour les autres norovirus GII.4. De 

plus, compte-tenu de la plus grande affinité du variant Den Haag pour les antigènes A, B et H, 

ce variant constitue une sorte de « supervariant ͩ ĐĂƉĂďůĞ Ě͛ŝŶĨĞĐƚĞƌ ĚĞ ƉůƵƐ ůĂƌŐĞ ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶ 
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avec une plus grande affinité. Cependant, les tests sur sucreƐ ƐǇŶƚŚĠƚŝƋƵĞƐ Ŷ͛ŽŶƚ ƉĂƐ ƉĞƌŵŝƐ 

Ě͛ŝĚĞŶƚŝĨŝĞƌ ƋƵĞů ŵŽƚŝĨ ŐůƵĐŝĚŝƋƵĞ ƉƌĠĐŝƐ ĞƐƚ ƌĞĐŽŶŶƵ ƉĂƌ ĐĞƐ ĚĞƵǆ ƐŽƵĐŚĞƐ ĐŚĞǌ ůĞƐ ŝŶĚŝǀidus 

non-sécréteurs Lewis-ƉŽƐŝƚŝĨƐ͕ ƐƵŐŐĠƌĂŶƚ ů͛ŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶ Ě͛ĠůĠŵĞŶƚƐ ƐƚƌƵĐƚƵƌĂƵǆ ƉůƵƐ ĐŽŵƉůĞǆĞƐ͕ 

ĐŽŵŵĞ ĚĞƐ ƐƵĐƌĞƐ ďƌĂŶĐŚĠƐ ŽƵ ĚĞƐ ĨƵĐŽƐǇůĂƚŝŽŶƐ ŝŶƚĞƌŶĞƐ͕ ĚŽŶƚ ů͚ĞǆƉůŽƌĂƚŝŽŶ ƐĞƌĂ ă ĞŶǀŝƐĂŐĞƌ 

ultérieurement.  

L'alignement de séquences des variants GII.4 (CHDC, Bristol, US95/96, Farmington, Hunter, 

Yerseke, Chiba, Den Haag, Osaka et Apeldoorn) a montré que les acides aminés directement 

impliqués dans le site récepteur des HBGA sont tous conservés (Belliot et coll., 2010) (Figure 

44). Cet alignement, basé sur les travaux de Lindesmith et coll. (Lindesmith et coll., 2008), 

ŵŽŶƚƌĞ ƋƵĞ ůĂ ŵĂũŽƌŝƚĠ ĚĞƐ ŵƵƚĂƚŝŽŶƐ Ě͛ĂĐŝĚĞ ĂŵŝŶĠ ŽďƐĞƌǀĠĞƐ ĚĂŶƐ ůĞƐ ĚŽŵĂŝŶĞƐ S͕ Pϭ Ğƚ PϮ 

Ɛ͛ĞĨĨĞĐƚƵĞ ĂƵ ƐĞŝŶ Ě͛ƵŶ ŵġŵĞ ŐƌŽƵƉĞ ;Ğǆ : les aliphatiques, les aromatiques, les aa chargés 

négativement ou positivement (Figure 45)Ϳ Ğƚ ƋƵ͛ŝů ĞǆŝƐƚĞ ƐŽƵǀĞŶƚ ƉŽƵƌ ƵŶĞ ŵġŵĞ ƉŽƐŝƚŝŽŶ un 

« recyclage » des aa (c.-à-Ě͘ ƌĠĂƉƉĂƌŝƚŝŽŶ Ě͛ƵŶ ĂĂ ƵƚŝůŝƐĠ ĂŶƚĠƌŝĞƵƌĞŵĞnt) ĂƵ Ĩŝů ĚĞ ů͛ĠǀŽůƵƚŝŽŶ 

phylogénique des souches. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45. Schématisation des 
interrelations entre les différents 
ŐƌŽƵƉĞƐ Ě͛ĂĐŝĚĞ ĂŵŝŶĠ ďĂƐĠĞ ƐƵƌ ůĞƵƌƐ 
caractéristiques moléculaire et 
structurale 

L͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ ĚĞ ůĂ ƐƚĂďŝůŝƚĠ ĚĞƐ ĂĐŝĚĞƐ ĂŵŝŶĠƐ ŝŵƉůŝƋƵĠƐ ĚĂŶƐ ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĂǀĞĐ ůĞƐ ƐƵĐƌĞƐ Ă ĠƚĠ 

confirmée par notre analyse basée sur la mutagénèse dirigée des acides aminés de la poche 

ƌĠĐĞƉƚƌŝĐĞ ƋƵŝ ŝŶƚĞƌĂŐŝƚ ĂǀĞĐ ů͛ɲ-fucose présent sur les sucres caractérisant des antigènes A, B et 

H͘ LĂ ĚĠůĠƚŝŽŶ ŽƵ ůĂ ŵƵƚĂƚŝŽŶ ĚĞ ĐĞƐ ƌĠƐŝĚƵƐ ŽŶƚ ƚŽƚĂůĞŵĞŶƚ ĂďŽůŝ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ VLP ĂƵǆ HBGA 

synthétiques et aux échantillons de salive.   
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Figure 44. Analyse chronologique des profils de mutations des variants ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ ĚĞ ϭϵϴϳ ă ϮϬϬϴ Ě͛ĂƉƌğƐ ůĞƐ ƉŽƐŝƚŝŽŶƐ ƌĞƚĞŶƵĞƐ ƉĂƌ LŝŶĚĞƐŵŝƚŚ Ğƚ ĐŽůů͘ 
(Lindesmith et coll., 2008) et mettant en évidence la stricte conservation des acides aminés impliqués dans la poche réceptrice (en noir), les points de mutation et 
le « recyclage » des acides aminés. Chaque nouvelle mutation introduite dans la séquence porte la couleur de la souche chez laquelle elle a été observée la 

première fois. 
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A ů͛ŝŶǀĞƌƐĞ͕ ĐŽŵŵĞ ŝůůƵƐƚƌĠ ƉĂƌ ůĞƐ ƉƌŽĨŝůƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ VLP ȴTϯϵϱ͕ ůĞƐ ĂĐŝĚĞƐ ĂŵŝŶĠƐ ƋƵŝ 

sont en dehors du site récepteur varieraient souƐ ůΖŝŶĨůƵĞŶĐĞ Ě͛ƵŶĞ ĚĠƌŝǀĞ ŐĠŶĠƚŝƋƵĞ Ğƚ ĚƵ 

système immunitaire, et pourraient avoir comme conséquence l'émergence de nouveaux 

variants possédant de nouvelles propriétés telles que la capacité de se lier aux antigènes Lex et 

Si-Lex͘ L͛ŝŶƐĞƌƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ Tϯϵϱ Ɛemble en effet entraver la reconnaissance de ces motifs 

glucidiques puisque sa délétion par mutagenèse dirigée chez la souche Hunter permet la 

ƌĞƐƚĂƵƌĂƚŝŽŶ ĚĞ ůĂ ĐĂƉĂĐŝƚĠ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĂƵǆ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ Lex et Si-Lex. Or, ůĂ ĐĂƉĂĐŝƚĠ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ă 

Si-Lex est abolie ou diminuée chez les variants postérieurs à 2002. La signification biologique de 

la reconnaissance de ces antigènes ƌĞƐƚĞ ă ĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌ͘ D͛ĂƵƚƌĞƐ ĠƚƵĚĞƐ ĚĞ ŵƵƚĂŐĞŶğƐĞ ĚŝƌŝŐĠĞ 

ƐĞƌŽŶƚ ŶĠĐĞƐƐĂŝƌĞƐ ƉŽƵƌ ǀĠƌŝĨŝĞƌ ƋƵĞůƐ ƐŽŶƚ ůĞƐ ƌĠƐŝĚƵƐ Ě͛ĂĐŝĚĞƐ ĂŵŝŶĠƐ ƐƵƐĐĞƉƚŝďůĞƐ Ě͛ŝŶĨůƵĞŶĐĞƌ 

ces interactions et quel avantage biologique cela pourrait procurer au virion. 

Néanmoins, nos données indiquent que la dérive génétique observée chez les variants de 

ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ ŶĞ ƐĞƌĂŝƚ ƉĂƐ ĚƸ ĞǆĐůƵƐŝǀĞŵĞŶƚ ă ů͛ŝŶĨůƵĞŶĐĞ ĚĞ ůĂ ƉƌĞƐsion immunitaire. Dans la 

littérature, les interactions des VLP avec les sucres sont généralement étudiées au travers de 

ƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐ ELISA͘ Oƌ͕ ďŝĞŶ ƋƵĞ ĐĞƐ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ Ŷ͛ĂŝĞŶƚ ƉĂƐ ĠƚĠ ƐƚƈĐŚŝŽŵĠƚƌŝƋƵĞƐ, leur analyse 

par résonance plasmonique de surface a éƚĠ Ě͛ƵŶ ĂƉƉŽƌƚ ŝŶĚĠŶŝĂďůĞ ĚĂŶƐ ů͛ĠƚƵĚĞ ĚĞ ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ 

et de la dissociation des complexes VLP-HBGA. En outre, la pente et les valeurs mesurées en RU 

permettent de supposer que l'affinité pour un glycoconjugué donné est dépendant à la fois de 

ů͛HBGA Ğƚ ĚƵ ǀĂriant. 

En somme, nos données suggèrent que les anciens variants GII.4 (c.-à-d. Bristol et US95/96) 

pourraient uniquement se lier fortement à l'antigène H alors que les nouveaux variants GII.4 

auraient également une forte affinité pour les antigènes A et B, le variant Den Haag ayant 

ů͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ ůĂ ƉůƵƐ ĠůĞǀĠĞ ƉŽƵƌ ůĞƐ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ A͕ B Ğƚ H (Figure 46)͘ NŽƵƐ ƉŽƵǀŽŶƐ ƐƵƉƉŽƐĞƌ ƋƵ͛ŝů 

existe une relation entre la forte affinité du variant Den Haag vis-à-vis des antigènes A, B et H et 

la prédominance épidémiologique de ces variants sur les variants Yerseke qui ont circulé à la 

même période (Belliot et coll., 2010).  
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Figure 46. Arbre minimum couvrant (MST) des variants de norovirus GII.4 pandémiques depuis 1987 et leurs profils liaison aux HBGA. 

Les profils de liaison aux HBGA des sécréteurs et non-sécréteurs sont représentés pour les antigènes A, B et H, par des lettres dont la taille 
est proportionnelle au nombre de RU obtenues lors de l'analyse de SPR (Figure 34). Les hachures matérialisent les variants capables de 
fixer les non-sécréteurs. 
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Conclusion 
et perspectives 

 
CĞƚƚĞ ĠƚƵĚĞ ĞƐƚ ůĂ ƉƌĞŵŝğƌĞ ă ŵĞƚƚƌĞ ĞŶ ĠǀŝĚĞŶĐĞ ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ Ě͛ƵŶ ĂĐĐƌŽŝƐƐĞŵĞŶƚ Ě͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ ĚĞƐ 

variants prédominants de norovirus GII.4 pour les HBGA des sécréteurs en fonction du temps. 

Nos données ont démontré que l'évolution des norovirus GII.4 a eu pour conséquence une 

augmentation de l'affinité pour les antigènes A, B et H, ce qui est plus flagrant pour les souches 

les plus prospères. NŽƐ ĚŽŶŶĠĞƐ ƐŽƵůŝŐŶĞŶƚ ĚŽŶĐ ůĂ ƉĞƌƚŝŶĞŶĐĞ ĚĞ ůĂ ĚĠƚĞƌŵŝŶĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ 

des norovirus vis-à-vis des HBGA afin de pouvoir évaluer si certains variants GII.4 émergents 

seront plus à même de devenir mondialement prédominants. 

L͛ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ ĚΖƵŶĞ ĂĨĨŝŶŝƚĠ ĠůĞǀĠĞ ǀŝƐ-à-vis des antigènes A, B et H, propres aux sécréteurs, à 

une aptitude à reconnaître les non-sécréteurs Lewis-ƉŽƐŝƚŝĨƐ Ă ĠůĂƌŐŝ ůĞ ƐƉĞĐƚƌĞ Ě͛ŚƀƚĞ ă ůĂ quasi 

totalité de la population et certainement été un facteur ayant contribué à la domination des 

souches Den Haag dès leur émergence en 2006. Cependant, depuis fin 2008, ce variant a été 

remplacé par le variant Apeldoorn, et aƵǆ ǀƵĞƐ ĚĞƐ ƉƌĞŵŝĞƌƐ ƌĠƐƵůƚĂƚƐ Ě͛ĂŶĂůǇƐĞ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ 

avec des salives de non-sécréteurs, ů͛ĠǀŽůution du spectre de liaison aux HBGA vers les 

antigènes Lex et Lea observé précédemment semble Ŷ͛avoir été que transitoire. En effet, ce 

nouveau variant ne possède pas la capacité de se lier aux salives des non-sécréteurs Lewis-

positifs comme le variant Den Haag (Figure 40)͕ ĐĞ ƋƵŝ Ŷ͛Ă pour autant pas été une condition 

limitante à sa diffusion mondiale. Nos données suggèrent donc que la capacité à se lier à ces 

antigènes FUT3-dépendant est très probablement une conséquence de la pression immunitaire 

et Ě͛ƵŶĞ ĚĠƌŝǀĞ ŐĠŶĠƚŝƋƵĞ ĂůĠĂƚŽŝƌĞ͘  
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CŽŵŵĞ ŶŽƵƐ ů͛ĂǀŽŶƐ ŵŽŶƚƌĠĞ, la capacité des GII.4 de se lier aux antigènes de groupes 

sanguins ne constituerait donc pas une condition nécessaire à l'évolution des GII.4 mais en 

serait plutôt une conséquence. L͛ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ ĚĞ ĐĞƌƚĂŝŶƐ facteurs influençant le fitness ont en 

ĞĨĨĞƚ ĠƚĠ ƐƵŐŐĠƌĠƐ ĚĂŶƐ ů͛ĠǀŽůƵƚŝŽŶ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ Ğƚ ƚŽƵƚ ƉĂƌƚŝĐƵůŝğƌĞŵĞŶƚ celle des GII.4 (Bull et 

coll., 2010) et expliquerait la prédominance des GII.4 sur les autres norovirus comme les 

GII.b/GII.3, deuxième génŽƚǇƉĞ ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ĞŶ ƚĞƌŵĞ Ě͛ŝŶĐŝĚĞŶĐĞ. Un taux de mutation accru 

dans la capside (1,7 fois plus que les GII.b/GII.3 et GII.7), en particuliers dans le sous-domaine 

protrusif P2, associé à une réplication plus efficace conféreraient aux GII.4 un plus grand 

potentiel de glissement antigénique, et par conséquent, une meilleure adaptation à la réponse 

immunitaire ĚĞ ů͛ŚƀƚĞ͘ EŶ ĞĨĨĞƚ͕ ů͛A‘N ƉŽůǇŵĠƌĂƐĞ ĚĞƐ GII͘ϰ ƉƌŽĚƵŝrait in vitro 5 à 36 fois plus 

Ě͛ĞƌƌĞƵƌƐ ƋƵĞ ůĞƐ GII͘ďͬGII͘ϯ et générerait une diversité plus importante de souches susceptibles 

Ě͛ĠŵĞƌŐĞƌ (Bull et coll., 2010). L͛ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ŝŶĐŝĚĞŶĐĞ ĚƵ ǀŝƌƵƐ ƐĞƌĂŝƚ alors facilitée par 

ů͛ĂĐĐƌŽŝƐƐĞŵĞŶƚ ĚĞ ů͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ ǀŝƐ-à-vis des HBGA, permettant ainsi une large diffusion des 

ƐŽƵĐŚĞƐ ŐƌąĐĞ ă ů͛ĠůĂƌŐŝƐƐĞŵĞŶƚ ĚĞ ƐŽŶ ƐƉĞĐƚƌĞ Ě͛ŚƀƚĞ͘ EŶ ƐŽŵŵĞ͕ ůŽƌƐƋƵ͛ƵŶĞ ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶ Ă 

acquis une immunité dite collective vis-à-ǀŝƐ Ě͛ƵŶĞ ƐŽƵĐŚĞ͕ ůes virus possédant un taux de 

réplication élevé mais peu fidèle, comme les GII.4, peuvent modifier plus rapidement leurs 

ĚĠƚĞƌŵŝŶĂŶƚƐ ĂŶƚŝŐĠŶŝƋƵĞƐ Ğƚ ĚŽŶĐ Ɛ͛ĂĚĂƉƚĞƌ Ă ĚĞ ŶŽƵǀĞůůĞƐ ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ. Au contraire, ceux qui 

ont des changements antigéniques peu fréquents et une polymérase plus fiable, comme les 

GII.b/GII.3, diffusent plus difficilement et sont donc le plus souvent associés à des cas 

sporadiques. 

QƵĞůƋƵĞ ƐŽŝƚ ůĂ ĨƵƚƵƌĞ ĠǀŽůƵƚŝŽŶ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ͕ ůĞ ƐƉĞĐƚƌĞ Ě͛ŚƀƚĞ ŶĞ ƉŽƵƌƌĂ ĚĞ ƚŽƵƚĞ 

manière guère eŶĐŽƌĞ Ɛ͛ĠůĂƌŐŝƌ͕ ǀŽŝƌĞ ĂƵ ŵŝĞƵǆ ƐĞ ƐƚĂďŝůŝƐĞƌ ĂƵ Ĩŝů ĚƵ ƌĞŵƉůĂĐĞŵĞŶƚ ĚĞƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ͕ 

ƉƵŝƐƋƵ͛ŝů ƌĞĐŽƵǀƌĞ ĚĠũă ƉůƵƐ ĚĞ ϵϱ й ĚĞ ůĂ ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶ͘ Nous pouvons tout au plus supposer que 

ůĂ ƉƌĞƐƐŝŽŶ ŝŵŵƵŶŝƚĂŝƌĞ ŵğŶĞƌĂ ă ů͛ĠŵĞƌŐĞŶĐĞ ĚĞ ŶŽƵǀĞůůĞƐ ƐŽƵĐŚĞƐ ƋƵŝ ĠĐŚĂƉƉĞƌŽnt un temps 

ĂƵ ƐǇƐƚğŵĞ ŝŵŵƵŶŝƚĂŝƌĞ ŵĂŝƐ ŶĞ ƉŽƐƐğĚĞƌŽŶƚ ƋƵ͛ĂĐĐĞƐƐŽŝƌĞŵĞŶƚ ůĂ ĐĂƉĂĐŝƚĠ ƐƵƉƉůĠŵĞŶƚĂŝƌĞ 

Ě͛ŝŶĨĞĐƚĞƌ ƵŶĞ ƉůƵƐ ůĂƌŐĞ ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶ Ě͛ŚƀƚĞƐ͘ AƵũŽƵƌĚ͛ŚƵŝ͕ ŝů ĞƐƚ ĚŝĨĨŝĐŝůĞ ĚĞ ƉƌĠǀŽŝƌ Ɛŝ ůĞ ƐƉĞĐƚƌĞ 

Ě͛ŚƀƚĞƐ ƉŽƚĞŶƚŝĞůƐ ĚĞ ĐĞƐ ĨƵƚƵƌƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ ƐĞƌĂ ůŝŵŝƚĠ Žu non à la population des sécréteurs. 

L͛ĞǆƉůŽƌĂƚŝŽŶ ƐǇƐƚĠŵĂƚŝƋƵĞ ĚĞƐ ĂƉƚŝƚƵĚĞƐ ă ŝŶƚĞƌĂŐŝƌ ĂǀĞĐ ůĞƐ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ ƉƌĠƐĞŶƚƐ ĐŚĞǌ ůĞƐ ŶŽŶ-

sécréteurs pourrait alors contribuer à la prédiction du pouvoir pathogène des nouveaux 

variants émergents de norovirus GII.4 ĚĂŶƐ ůĂ ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶ͘ DĞƐ ƚĞƐƚƐ Ě͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ ƐĞƌŽŶƚ ŶĠĐĞƐƐĂŝƌĞƐ 

ĂĨŝŶ Ě͛ŽďƐĞƌǀĞƌ Ɛŝ ůĞƐ ĨƵƚƵƌƐ ŶŽƵǀĞĂƵǆ ǀĂƌŝĂŶƚƐ͕ ă ĚĠĨĂƵƚ Ě͛ĂǀŽŝƌ ƵŶ ƐƉĞĐƚƌĞ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĠůĂƌŐŝ͕ 

auront une forte affinité pour les antigènes A, B et H, et/ou auront acquis la capacité de se lier à 

ĚĞ ŶŽƵǀĞĂƵǆ ŐůǇĐĂŶŶĞƐ ƉŽƵƌ ůĞƐƋƵĞůƐ ůĞƐ ǀĂƌŝĂŶƚƐ ƉƌĠĐĠĚĞŶƚƐ Ŷ͛ĂǀĂŝĞŶƚ ƉĂƐ ŽƵ ƉĞƵ Ě͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ͘ 



131 

 

Infections à norovirus et pathologies lourdes 

Chaque année, ĚĞƐ ĐĞŶƚĂŝŶĞƐ ĚĞ ŵŝůůŝĞƌƐ Ě͛ĠƉŝƐŽĚĞƐ ĚĞ ŐĂƐƚƌŽĞŶƚĠƌŝƚĞƐ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ ǀŝƌĂůĞ 

surviennent en France et Ŷ͛ĠƉĂƌŐŶĞŶƚ ĂƵĐƵŶĞ ĐŽƵĐŚĞ ĚĞ ůĂ ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶ͘ Cependant, ů͛ŚŝƐƚŽŝƌĞ ĚĞ 

la maladie et les manifestions cliniques diffèrent en fonction de catégorie de sujets infectés : 

ʹ  les sujets en bonne santé ƉŽƵƌ ƋƵŝ͕ Ě͛ƵŶĞ ŵĂŶŝğƌĞ ŐĠŶĠƌĂůĞ͕ ů͛ŝŵƉĂĐƚ ĐůŝŶŝƋƵĞ ĞƐƚ ůŝŵŝƚĠ͕ 

ʹ  les enfants de moins de 5 ans chez qui la déshydratation peut survenir très rapidement et 

engager le pronostic vital, 

ʹ  les personnes âgées, surtout celles du 4ème âge, qui sont particulièrement vulnérables,  

ʹ  et les sujets atteints de pathologies lourdes ou débilitantes (cancer, immunodépression, 

maladie inflammatoire chronique, etc.). Paradoxalement peu documentées, ces 

gastroentérites virales ƐŽŶƚ ƐƵƐĐĞƉƚŝďůĞƐ Ě͛ĂŐŐƌĂǀĞƌ ĐŽŶƐŝĚĠƌĂďůĞŵĞŶƚ ů͛ĠƚĂƚ ĐůŝŶŝƋƵĞ ĚĞ 

patients déjà ƚƌğƐ ĨƌĂŐŝůĞƐ Ğƚ ġƚƌĞ ă ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ ĚĞ ůĞƵƌ ĚĠĐğƐ ŽƵ ĚĞ ůĞƵƌ ŵĂŝŶƚŝĞŶ ĞŶ ĐĞŶƚƌĞ 

hospitalier. C͛ĞƐƚ ůĞ ĐĂƐ ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ ĚĞƐ infections chroniques à norovirus chez des 

malades immunodéprimés. 

Le projet que nous proposons découůĞ ĚĞ ŶŽƐ ƚƌĂǀĂƵǆ ĚĞ ƚŚğƐĞ Ğƚ ĐŽŶƐŝƐƚĞƌĂ ĞŶ ů͛ĠƚƵĚĞ ĚĞƐ 

infections à norovirus dans le cadre de pathologies lourdes. Ces travaux feront aussi bien appel 

ă ů͛ĠƚƵĚĞ ŝŶ ƐŝƚƵ ĚĞ ů͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ŚƵŵĂŝŶƐ ƋƵ͛ă ů͛ĠƚƵĚĞ ĚĞ ůĞƵƌ ŐĠŶŽŵĞ dans un 

contexte clinique. 

1er volet : PƌŽĨŝůƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ƐƵƌ ůĞƐ ĐĞůůƵůĞƐ ŝŶƚĞƐƚŝŶĂůĞƐ ƐĂŝŶĞƐ Ğƚ 
pathologiques 

Bien que la bonne aptitude des norovirus GII.4 à se lier aux HBGA présents dans la salive semble 

constituer un avantage certain sur les autres génotypes de norovirus ƉŽƵƌ ŝŶĨĞĐƚĞƌ ů͛ŚƀƚĞ, cela 

ne constitue pas nécessairement un reflet fidèle des interactions in situ et in vivo entre le virus 

Ğƚ ůĞƐ ĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐ ƚǇƉĞƐ ĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ ĐŽŶƐƚŝƚƵĂŶƚ ůĞ ƚŝƐƐƵ ŝŶƚĞƐƚŝŶĂů ĐŚĞǌ ů͛ŚŽŵŵĞ͘ En effet, il existe 

des ǀĂƌŝĂƚŝŽŶƐ ŝŵƉŽƌƚĂŶƚĞƐ ĚƵ ƉƌŽĨŝů Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĚĞƐ ŐůǇĐĂŶŶĞƐ ƋƵŝ ǀĂ ĐŚĂŶŐĞƌ ĚǇŶĂŵŝƋƵĞŵĞŶƚ 

ĞŶ ƌĠƉŽŶƐĞ ă ĚĞ ĨĂŝďůĞƐ ǀĂƌŝĂƚŝŽŶƐ ĚĞ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞ͕ ŵĂŝƐ ĠŐĂůĞŵĞŶƚ 

consécutivement aux régulations post-transcriptionnelles liées à la stabilité des ARN messagers 

codant les enzymes Ğƚ ů͛ĞĨĨŝĐĂĐŝƚĠ ĚĞ ůĞƵƌ ƚƌĂĚƵĐƚŝŽŶ͘ CĞƐ ǀĂƌŝĂƚŝŽŶƐ ƐŽŶƚ ĠŐĂůĞŵĞŶƚ ůŝĠĞƐ ă ůĂ 

nature même des voies de synthèse des glycannes qui est dépendante de réactions 

enzymatiques multiséquentielles et compétitives. De plus, les glycannes jouent un rôle non 

négligeable dans la signalisation intercellulaire. AŝŶƐŝ͕ ůĂ ǀĂƌŝĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ 

extracellulaire consécutif à une pathologie lourde (cancer, immunodépression acquise ou 
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iatrogénique, maladies inflammatoires chroniques, diabète, etc.) pourrait modifier la 

susceptibilité du patient vis-à-vis des infections à norovirus ƉĂƌ ĚĠƌĠŐƵůĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĚĞƐ 

HBGA.  

L͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĚĞƐ ŐůǇĐĂŶŶĞƐ͕ Ğƚ ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ ĚĞƐ HBGA͕ ĂƌďŽƌĠƐ ă ůĂ ƐƵƌĨĂĐĞ ĚĞƐ ŵĞŵďƌĂŶĞƐ 

cellulaires ĚĞ ů͛ĠƉŝƚŚĠůŝƵŵ ŝŶƚĞƐƚŝŶĂů varieraient en fonction de divers facteurs tels que le type 

cellulaire ƉƌĠƐĞŶƚ ĚĂŶƐ ů͛ŝŶƚĞƐƚŝŶ (entérocytes, cellules caliciformes, cellules M, etc.), ů͛ąŐĞ 

(enfant, adultes, personnes âgées), l͛ĠƚĂƚ ĚĞ ƐĂŶƚĠ (cancers intestinaux, maladies 

inflammatoires chroniques, immunodépression, etc.) ou encore la prise de produits 

pharmaceutiques (Ravn et Dabelsteen, 2000 ; Le Pendu et coll., 2001). Nous savons par 

exemple que le Si-Lex Ŷ͛ĞƐƚ normalement pas exprimé dans le tube digestif Ě͛ƵŶ ƐƵũĞƚ ƐĂŝŶ ŵĂŝƐ 

par des cellules intestinales néoplasiques (marqueur CSLEX-1) (Murata et coll., 1992 ; Kobayashi 

et coll., 1993 ; Carneiro et coll., 1994). De même, le Si-Lea, présent sur les cellules M, peut être 

exprimé par certaines tumeurs intestinales (marqueur tumoral CA19-9) (Giannasca et coll., 

1999).  

Deux hypothèses pourront être explorées chez les sujets sains et les patients atteints de 

pathologies chroniques : ůĂ ǀĂƌŝĂƚŝŽŶ Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĚĞƐ ĂŶƚŝŐğŶĞƐ A͕ B͕ H Ğƚ LĞǁŝƐ ĞƚͬŽƵ 

ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ HBGA ƉŽƵƌƌĂŝƚ ġƚƌĞ ƌĞƐƉŽŶƐĂďůĞ Ě͛ƵŶĞ ŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ĚĞƐ ƉƌŽĨŝůƐ Ě͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ 

des norovirus différents de ceux constatés sur les salives : 

a) cette ŵŽĚƵůĂƚŝŽŶ Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ pourrait alors ġƚƌĞ ƌĞƐƉŽŶƐĂďůĞ Ě͛ƵŶ accroissement de la 

sensibilité du tissu intestinal aux infections à norovirus, en arborant ou surexprimant des 

antigènes glycanniques possiblement inhabituels à la surface des cellules intestinales, 

b)  ă ů͛ŝŶǀĞƌƐĞ͕ ů͛ĂďƐĞŶĐĞ ĚĞ ĐĞƐ HBGA au niveau des cellules intestinales pourraient être 

source de protection vis-à-ǀŝƐ ĚĞ ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ ĐŚĞǌ ůĞƐ ƉĂƚŝĞŶƚƐ ĨƌĂŐŝůŝƐĠƐ ƋƵŝ ƐĞ ŵĂŶŝĨĞƐƚĞƌĂŝƚ 

ƉĂƌ ů͛ĂďƐĞŶĐĞ ĚĞ ƐǇŵƉƚŽŵĂƚŽůŽŐŝĞ Ğƚ Ě͛ĞǆĐƌĠƚŝŽŶ ǀŝƌĂůĞ ĚĂŶƐ ůĞƐ ƐĞůůĞƐ. 

Afin de pouvoir explorer ces hypothèses, nous avons à notre disposition une large biothèque 

regroupant des tissus intestinaux normaux et pathologiques conservés au sein du Centre de 

Ressources Biologiques (CRB) Ferdinand CABANNE de Dijon. Les analyses seront menées en 

ĐŽůůĂďŽƌĂƚŝŽŶ ĂǀĞĐ ůĞ ůĂďŽƌĂƚŽŝƌĞ Ě͛ĂŶĂƚŽŵŽƉĂƚŚŽůŽŐŝĞ ĚƵ CHU ĚĞ DŝũŽŶ͘  

L͛ĂƉƉƌŽĐŚĞ ĂŶĂůǇƚŝƋƵĞ Ɛ͛ĞĨĨĞĐƚƵĞƌĂ en plusieurs étapes en comparant tissus sains et tissus 

pathologiques en fonction ĚĞ ĐƌŝƚğƌĞƐ Ě͛ąŐĞ͕ ĚĞ ŐƌŽƵƉĞƐ ƐĂŶŐƵŝŶƐ͕ ĚƵ ƚǇƉĞ ĚĞ ƉĂƚŚŽůŽŐŝĞ 

explorée, etc. :  
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i) au préalable, nous procéderons à la localisation et ů͛ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ĚĞƐ HBGA 

(antigènes A, B, H, Lewis, et notamment Lex et si-Lex) sur des coupes 

anatomopathologiques saines et pathologiques à ů͛ĂŝĚĞ Ě͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ ŵŽŶŽĐůŽŶĂƵǆ dirigés 

contre les HBGA et disponibles sur le marché͘ LĂ ĐĂƌƚŽŐƌĂƉŚŝĞ ƐĞƌĂ ƌĠĂůŝƐĠĞ ă ů͛ĂŝĚĞ ĚĞ 

techniques immunohistochimiques utilisant un anticorps couplé à la peroxydase et dirigé 

ĐŽŶƚƌĞ ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ ĚĞ ĐĂƉƚƵƌĞ ;  

ii)  nous explorerons ensuite sur les tissus que nous aurons catégorisés la capacité 

Ě͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ ĚĞƐ VLP ĚĞ ŶŽƐ ƐĞƉƚ ǀĂƌŝĂŶƚƐ ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ GII͘ϰ ĂŝŶƐŝ ƋƵĞ Ě͛ĂƵƚƌĞƐ 

génotypes (GI.1, GI.2, GI.3 et GII.3 entre autres) produits au sein du laboratoire ă ů͛ĂŝĚĞ ĚĞ 

techniques Ě͛ŝŵŵƵŶoenzymatique utilisant notamment nos anticorps ;  

iii) nous établirons ĚĞƐ ƉƌŽĨŝůƐ Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ ĚĞƐ ĚŝĨĨĠƌĞŶƚĞƐ VLP ĞŶ ĨŽŶĐƚŝŽŶ Ěe la nature du 

tissu et son état sain ou pathologique, et que nous comparerons aux résultats 

obtenus précédemment sur les salives ;  

iv) nous tenterons enfin Ě͛identifier et de caractériser les types cellulaires impliqués dans 

ů͛ĂĐĐƌŽĐŚĞ ĚĞƐ VLP. Cette étape pourrait constituer un enjeu de taille. En effet, comme 

ŶŽƵƐ ů͛ĂǀŽŶƐ ĂďŽƌĚĠ ƉƌĠĐĠĚĞŵŵĞŶƚ͕ ŝů Ŷ͛ĞǆŝƐƚĞ ĂĐƚƵĞůůĞŵĞŶƚ ƉĂƐ ĚĞ ĐƵůƚƵƌĞƐ ĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ 

permettant une pérennisation des souches de norovirus humains malgré les nombreuses 

ƚĞŶƚĂƚŝǀĞƐ ĞŶƚƌĞƉƌŝƐĞƐ ũƵƐƋƵ͛ŝĐŝ ƉĂƌ ĚŝĨĨĠƌĞŶƚĞƐ ĠƋƵŝƉĞƐ͘ CĞ ĚĠďŽƵĐŚĠ ƉŽƵƌƌĂŝƚ ƉĞƌŵĞƚƚƌĞ 

la mise en évidence de tissus permissifs pour la réplication des norovirus humains ouvrant 

de facto la voie à une exploration approfondie des norovirus humains demeurée ũƵƐƋƵ͛ŝĐŝ 

impossible.  

2ème volet : SƵŝǀŝ ǀŝƌŽůŽŐŝƋƵĞ ĚĞƐ ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ ă ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ĐŚĞǌ ů͛ŝŵŵƵŶŽĚĠƉƌŝŵĠ 

Les patients immunodéprimés ƐŽƵĨĨƌĂŶƚ Ě͛ƵŶĞ gastroentérite à norovirus ont la particularité de 

présenter une excrétion virale au long cours pendant des semaines voire plusieurs mois avec 

des épisodes itératifs de diarrhée sévère͕ ƉĂƌĨŽŝƐ Ă ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ Ěu décès (Gallimore et coll., 2004b ; 

Mattner et coll., 2006 ; Murata et coll., 2007 ; Siebenga et coll., 2008 ; Sukhrie et coll., 2010 ; 

Wingfield et coll., 2010). Grâce à des techniques de PCR en temps réel quantifiant ů͛ĞǆĐƌĠƚŝŽŶ 

des norovirus dans les selles, il a été possible de montrer que la charge virale dans les fèces 

Ŷ͛ĠƚĂŝƚ ƉĂƐ ĐŽƌƌĠůĠe ĂǀĞĐ ůĞ ĚĞŐƌĠ Ě͛immunodépression, mais que, en revanche, une 

immunodépression ou ƵŶ ąŐĞ ŝŶĨĠƌŝĞƵƌ ă ϭϬ ĂŶƐ ĂǀĂŝƚ ƵŶĞ ŝŶĨůƵĞŶĐĞ ƐƵƌ ůĂ ĚƵƌĠĞ ĚĞ ů͛ĞǆĐƌĠƚŝŽŶ 

(Ludwig et coll., 2008 ; Henke-Gendo et coll., 2009). L͛ŝmmunodépression serait donc le 

principal facteur clinique de persistance du virus chez le patient. 
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CŽŵŵĞ ŶŽƵƐ ů͛ĂǀŽŶƐ ǀƵ ƉůƵƐ ƚƀƚ͕ ůa polymérase des norovirus GII.4 génèrent de nombreuses 

erreurs (Bull et coll., 2010). Ainsi, la réplication intense du virus dans les cellules intestinales 

pourrait être ă ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ Ě͛Ƶne diversification génétique et antigénique de souche et participer à 

ůĂ ƉĠƌĞŶŶŝƐĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ ou être source de nouvelles infections (Siebenga et coll., 2010). 

Le suivi virologique présente donc un intérêt crucial dans la prise en charge de ces patients, 

ĚĂŶƐ ů͛ĠůĂďŽƌĂƚŝŽŶ ĚĞ nouveaux traitements basés sur ů͛ĂĚŵŝŶŝƐƚƌĂƚŝŽŶ Ě͛immunoglobulines 

spécifiques et dans la prévention des transmissions des gastro-entérites nosocomiales à 

norovirus.  

Deux interrogations pourront être explorées chez ces patients particulièrement fragiles :  

a) existe-ŝů ƵŶĞ ĚĠƌŝǀĞ ĂŶƚŝŐĠŶŝƋƵĞ Ě͛ƵŶĞ ŵġŵĞ ƐŽƵĐŚĞ ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ au cours dĞ ů͛infection 

chronique à norovirus chez ů͛ŝŵŵƵŶŽĚĠƉƌŝŵĠ ? Permet-ĞůůĞ ůĂ ƉĞƌƐŝƐƚĂŶĐĞ ĚĞ ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ 

chez le patient grâce à la sélection de nouvelles mutations et quelles peuvent en être les 

conséquences pour le patient et pour les risques de transmission nosocomiale ? 

b)  les anticorps monoclonaux dirigés contre les norovirus sont-ils bloquant ? Est-ce que 

ů͛ĂĚŵŝŶŝƐƚƌĂƚŝŽŶ de ces anticorps peut constituer une option thérapeutique ?  

Afin de pouvoir répondre à ces questions, nous travaillerons en partenariat avec les services 

Ě͛ŚĠŵĂƚŽůŽŐŝĞ͕ ĚĞ ŐƌĞĨĨĠƐ ;ŚĠƉĂƚŽůŽŐŝĞͬŶĠƉŚƌŽůŽŐŝĞͿ Ğƚ ĚĞ ĐĂŶĐĠƌŽůŽŐŝĞ ĚŝŐĞƐƚŝǀĞ ĂƵ ƐĞŝŶ ĚƵ 

CHU de Dijon et du Centre de Cancérologie GF LECLERC. 

 i)  au préalable, nous prélèverons un échantillon de salive de chacun des patients 

ŚŽƐƉŝƚĂůŝƐĠƐ Ğƚ ŝŶĨĞĐƚĠƐ ĐŚƌŽŶŝƋƵĞƐ ƉĂƌ ůĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ƋƵŝ ƐĞƌŽŶƚ ŝŶĐůƵƐ ĚĂŶƐ ů͛ĠƚƵĚĞ Ğƚ ŶŽƵƐ 

effectuerons un typage pour déterminer quel est le statut sécréteur/non-sécréteur et 

quels sont les HBGA exprimés. Nous effectuerons également un génotypage pour 

déterminer le groupe sanguin et rechercher des mutations sur le gène FUT2.  

ii)  nous effectuerons un suivi virologique des diarrhées chez ces patients en prélevant des 

échantillons de selles ou de vomissures lors de chaque épisode diarrhéique ou des 

épisodes de vomissements pouvant être imputés aux norovirus. Nous quantifierons par 

PCR en temps réel la charge virale dans les prélèvements puis nous procéderons au 

séquençage complet du génome viral. Pour un même patient, nous ferons un analyse 

approfondie et comparative de tous les clones séquencés afin de déterminer la présence 

ĚĞ ŵƵƚĂƚŝŽŶƐ ƐƵƐĐĞƉƚŝďůĞƐ Ě͛ġƚƌĞ ŝŵƉůŝƋƵĠĞƐ ĚĂŶƐ ůĂ ĐŚƌŽŶŝĐŝƐĂƚŝŽŶ ĚĞ ů͛ŝŶĨĞĐƚŝŽŶ ĞƚͬŽƵ 



135 

 

mettant en évidence une vitesse plus importante des dérives génétique et/ou 

antigénique͕ Ğƚ ĠǀĞŶƚƵĞůůĞŵĞŶƚ ƵŶ ĐŚĂŶŐĞŵĞŶƚ ĚĞ ƉƌŽĨŝů Ě͛ĂƚƚĂĐŚĞ ĂƵǆ HBGA͘ 

iii) ŶŽƵƐ ĞĨĨĞĐƚƵĞƌŽŶƐ ĚĞƐ ƚĞƐƚƐ ĚĞ ďůŽĐĂŐĞ Ě͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ ĚĞ VLP ĚĞ ŶŽƌŽǀŝƌƵƐ ƐƵƌ ůĞƐ ƐĂůŝǀĞƐ 

ă ů͛ĂŝĚĞ ĚĞ ŶŽƐ ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ ŵŽŶŽĐůŽŶĂƵǆ ĂĨŝŶ ĚĞ ĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌ Ɛŝ ů͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ Ě͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ 

sƉĠĐŝĨŝƋƵĞƐ ƉĞƵƚ ĐŽŶƐƚŝƚƵĞƌ ůĂ ďĂƐĞ Ě͛ƵŶ ƚƌĂŝƚĞŵĞŶƚ ĐŚĞǌ ĐĞƐ ƉĂƚŝĞŶƚƐ͘  

L͛ĞŶƐĞŵďůĞ ĚƵ ƉƌŽũĞƚ ĚĞǀƌĂŝƚ ƉĞƌŵĞƚƚƌĞ Ě͛ĂŵĠůŝŽƌĞƌ ŶŽƐ ĐŽŶŶĂŝƐƐĂŶĐĞƐ ƐƵƌ ůĞƐ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ ĚĞƐ 

norovirus avec des hôtes fragilisés et potentiellement aider à la prise en charge clinique et 

thérapeutique de ces patients. 
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Noroviruses (NoVs) are one of the leading causes of gastroenteritis in children and adults. For the last 2
decades, genogroup II genotype 4 (GII.4) NoVs have been circulating worldwide. GII.4 NoVs can be divided into
variants, and since 2002 they have circulated in the population before being replaced every 2 or 3 years, which
raises questions about the role of their histo-blood group antigen (HBGA) ligands in their evolution. To shed
light on these questions, we performed an analysis of the interaction between representative GII.4 variants and
HBGAs, and we determined the role of selected amino acids in the binding profiles. By mutagenesis, we showed
that there was a strict structural requirement for the amino acids, directly implicated in interactions with
HBGAs. However, the ablation of the threonine residue at position 395 (�T395), an epidemiological feature of
the post-2002 variants, was not deleterious to the binding of the virus-like particle (VLP) to the H antigen,
while binding to A and B antigens was severely hampered. Nevertheless, the �T395 VLPs gained the capacity
to bind to the Lewis x and sialyl-Lewis x antigens in comparison with the wild-type VLP, demonstrating that
amino acid residues outside the HBGA binding site can modify the binding properties of NoVs. We also
analyzed the attachment of baculovirus-expressed VLPs from six variants (Bristol, US95/96, Hunter, Yerseke,
Den Haag, and Osaka) that were isolated from 1987 to 2007 to phenotyped saliva samples and synthetic
HBGAs. We showed that the six variants could all attach to saliva of secretors irrespective of the ABO
phenotype and to oligosaccharides characteristic of the secretor phenotype. Interestingly, Den Haag and Osaka
variants additionally bound to carbohydrates present in the saliva of Lewis-positive nonsecretors. The carbo-
hydrate binding profile and the genetic and mutagenesis analysis suggested that GII.4 binding to Lewis x and
sialyl-Lewis x antigens might be a by-product of the genetic variation of the amino acids located in the vicinity
of the binding site. Analysis of the binding properties for the six variants by surface plasmon resonance showed
that only post-2002 variants (i.e., Hunter, Yerseke, Den Haag, and Osaka) presented strong binding to A and
B antigens, suggesting that the GII.4 evolution could be related to an increased affinity for HBGAs for the
post-2002 variants. The combination of increased affinity for ABH antigens and of a newly acquired ability to
recognize glycans from Lewis-positive nonsecretors could have contributed to the epidemiological importance
of strains such as the Den Haag GII.4 subtype.

Noroviruses (NoVs) constitute one of the five genera of the
Caliciviridae. They are divided into five genogroups (GI to GV)
(14), and human NoVs belong to genogroups I, II, and IV.
Genogroups I and II are divided into 8 (GI.1 to GI.8) and 17
(GII.1 to GII.17, excluding GII.11) genotypes, respectively
(51). Norovirus outbreaks have been reported worldwide, in
people of all ages, and in all ethnic groups. With the improve-
ment in the molecular tools used for the detection of NoVs,
laboratory networks set up in Europe and North America
showed that genogroup II NoVs belonging to genotype 4
(GII.4) are by far the most predominant NoV genotype. The
phylogenetic analysis of the circulating GII.4 isolates for the

last 20 years showed that the GII.4 genogroup can be divided
into distinct subgroups or variants. Moreover, several authors
noticed that the evolutionary rate of the GII.4 strains has
accelerated during the last 10 years, and the occurrence of new
variants has increased since the appearance of the Farmington
variants in 2002. The main feature of these variants is an
additional amino acid residue inserted after residue 394, which
is located in the hypervariable region of VP1 (12). Epidemio-
logical data and a molecular survey of the NoVs circulating
throughout the world showed that until now the insertion, a
threonine for most of the variants, was conserved among the
GII.4 NoVs (2). Before 2000, the US95/96 variants, which
succeeded the Bristol variants and the archival CHDC-like
strains (where CHDC refers to Children’s Hospital National
Medical Center, Washington, DC), were the first NoVs to be
classified as pandemic (5). The US95/96 variants were then
replaced by the Farmington variants. Since the emergence of
the Farmington strain, new variants have been detected world-
wide (i.e., Hunter, Yerseke, Den Haag, and, most recently,

* Corresponding author. Mailing address: Centre National de Ré-
férence des Virus Entériques, Plateau Technique de Biologie, CHU
Dijon, 2 rue Angélique Ducoudray, BP37013, 21070 Dijon Cedex,
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Apeldoorn) or locally (i.e., Chiba and Osaka), and some of
these became predominant for a period of 2 to 3 years before
being replaced by a new predominant variant.

The virion is nonenveloped, and the 34-nm capsid is com-
posed of 180 monomeric protein units, comprising VP1 (also
called VP1180), which are organized into 90 dimers. Each VP1
protein can be divided into three domains: N, S, and P. N and
S domains are internal and contribute to the architecture of
the viral particle; they also interact with viral genomic RNA
(35). The external P domain is subdivided into two domains, P1
and P2. In the absence of cell culture for human NoVs, the
baculovirus-expressed VP1 protein and the bacterially ex-
pressed P domain, which can form virus-like particles (VLP)
and P particles, respectively (19, 48), have provided useful
molecular tools for the study of the attachment of the NoV to
human blood group antigen (HBGA) ligands (A, B, H, and
Lewis antigen) (16, 25, 28, 44, 45), which are present in body
fluids (e.g., saliva) and epithelial cells, like those in the epithe-
lial tract (27). The structural analysis by X-ray crystallography
of the P particles from the GI.1 Norwalk strain and GII.4
VA387 strains bound to A and B trisaccharides revealed the
presence of two symmetrical binding pockets located at the
interface between the two monomers that compose the dimer
unit of the capsid for GII NoV, while for GI NoV each binding
pocket lies entirely on the monomer (8, 10). Other mutagen-
esis studies, which were based upon the results of the structural
analysis, confirmed the importance of the amino acid residues
implicated in the carbohydrate binding site or its surrounding
on ligand recognition (49). Using saliva binding assays, GI and
GII human NoVs could be divided into five ABH-related (sa-
liva from secretor individuals) and three Lewis-related (saliva
from nonsecretor individuals) binding profiles, as reviewed
previously (49).

Human challenge studies showed there was a direct link
between the presence of HBGAs in the gut of secretor indi-
viduals and the NoV infection (18, 24). Histological studies of
human intestine biopsy specimens clearly showed binding of
Norwalk virus VLPs to H antigen expressed at the surface
of epithelial cells. Additionally, transfection experiments showed
that the binding of VLPs was dependent of an active FUT2
gene, which encodes the �1,2-fucosyltransferase in the small
intestine and defines the secretor status (28). For 20% of the
Caucasian population defined as nonsecretors, the presence of
a nonsense mutation in the FUT2 gene (G428A) completely
abrogates expression of FUT2-dependent HBGAs (i.e., A, B,
H, Lewis b, and Lewis y antigens) (22). Of note, for nonsecre-
tor individuals, Lewis a and x antigens might be detected in
saliva or intestinal cells, provided that the FUT3 and/or FUT5

gene is functional.
It has been suggested that a broader binding profile to

HBGAs and a higher evolution rate might explain why GII.4
NoVs now predominate over NoVs from other genogroups (6,
46). However, little is known about the mechanisms that cause
GII.4 variants to circulate for a couple of years before disap-
pearing from the community. It has been hypothesized that
genetic drift of the capsid allows GII.4 NoVs to escape herd
immunity and modulates their binding capabilities (13).

We performed a qualitative analysis of the binding capabil-
ities of the VLPs derived from six GII.4 variants that were
present over a 20-year period. The analysis was based on bind-

ing experiments on phenotyped saliva and a panel of synthetic
carbohydrates. The study includes the analysis of amino acid
residues from the binding pocket that contribute to the recog-
nition of HBGAs. In addition, using modified VLPs, we eval-
uated the biological importance of the newly inserted threo-
nine residue, which is a key epidemiological and genetic
feature of the new GII.4 NoVs. Finally, we analyzed the quan-
titative aspect of the attachment of the panel of VLPs to A, B,
and H antigens using surface plasmon resonance (SPR) tech-
nology.

MATERIALS AND METHODS

NoV isolates. The NoV strains used for this study were isolated from patients

suffering from gastroenteritis in France (i.e., Dijon171 and E1057 strains were

US95/96 and Hunter GII.4 variants, respectively), Egypt (i.e., Cairo7, Cairo1,

and Cairo4 isolates belonged to the Yerseke, Den Haag, and Osaka GII.4

variants, respectively), and the United States (i.e., the MD145 strain was

representative of the Bristol variant), as documented previously (15, 20, 21,

34) (Table 1).

Cloning strategy and recombinant baculovirus. The primers used during the

study were obtained from Eurogentec (Seraing, Belgium). Primers FW2, RT2,

and RT5 have been described previously (20). For the Hunter variant and the

Egyptian isolates, the cloning of the complete open reading frame 2 (ORF2) into

the plasmid pGEM-T Easy has been documented previously (20). The ORF2

fragment was amplified using ORF2 pGEM-based constructs as the template

with the forward primer 5�-GAAGATCTATGAAGATGGCGTCGAATGACG

C-3�, containing a BglII restriction site at the 5� end (underlined), and the

reverse primer RT5 corresponding to the 5� end of ORF3, described previously

(20). The amplified fragment was gel purified and cloned into pGEM-T Easy

vector prior to digestion with BglII and NotI restriction enzymes. The insert with

an engineered BglII site was then gel purified and ligated into transfer vector

pVL1392 (Pharmingen). The ligation mixture was used to transform JM109

competent cells (Promega). Positive clones were screened by PCR with primers

FW2 and RT2 that were located in the conserved part of ORF2 (20). For the

selected positive clones, the nucleotide sequence of the entire ORF2 was deter-

mined for the detection of any inadvertent mutation.

The recombinant baculovirus was obtained by cotransfection of the pVL

transfer vector and the linearized baculovirus genome into Sf9 cells following the

manufacturer’s recommendations (Pharmingen). The recombinant baculovirus

was plaque purified, and baculovirus clones expressing large amounts of VLPs

were selected by using an immunoassay from RD-Biopharm (Saint-Didier au

Mont d’Or, France). Titers of the recombinant baculovirus seeds were deter-

mined by plaque assay, and a high-titer viral stock was produced by infecting Sf9

cells at a low multiplicity of infection ([MOI] i.e., below 0.2).

The Dijon171 recombinant baculovirus has been documented previously (34).

The MD145 baculovirus was a kind gift of Kim Green (NIAID, NIH, Bethesda,

MD). Here, the recombinant VLPs of the GII.4 NoVs will be named after the

variants to which the isolates belong (Table 1).

Mutagenesis of the Hunter transfer vector. The transfer vector corresponding

to ORF2 of the Hunter variant (E1057 isolate) was used as the template for

site-directed mutagenesis. Site-directed mutagenesis of the Hunter construct was

performed with a QuikChange mutagenesis kit (Stratagene) to replace (mu-

tagenized Hunter VLPs: S343A, T344A R345Q, D373N, S442A, G443A, and

Y444F) and delete [mutagenized Hunter VLPs: �S343, �(T344A R345Q),

TABLE 1. List of the GII.4 isolates used in this study

Isolate
name (n)

GenBank
accession no.

Setting (year) Varianta

MD145 (15) AY032605 Nursing home (1987) Bristol
Dijon171 (34) AF472623 Community (1996) US95/96 (1996)
E1057 (20) EU876890 Retirement home (2005) Hunter (2004)
Cairo7 (20) EU876887 Children’s hospital (2006) Yerseke (2006a)
Cairo1 (20) EU876892 Children’s hospital (2006) Den Haag

(2006b)
Cairo4 (20) EU876884 Children’s hospital (2006) Osaka (2007)

a Recombinant VLPs were named after the corresponding variants following
previously proposed terminology (52). The alternative nomenclature is indicated
in parentheses (40).
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�D373, �S442, �G443, and �Y444] the amino acid residues that are involved in

the binding of the �-fucose ring of the HBGAs (Fig. 1A). The threonine residue

at position 395 corresponding to the inserted amino acid of the post-2002 GII.4

isolates was also deleted to produce the recombinant �T395-Hunter baculovirus.

The ORF2-mutagenized pVL constructs used in this study and the primers used

for the mutagenesis are summarized in Table 2. Presence of the mutation was

confirmed by sequencing of the complete ORF2 before production of the re-

combinant baculovirus as described above.

Production and purification of the virus-like particles. The VLPs were pro-

duced by infecting High-Five cells (Invitrogen) at a high MOI in serum-free

Express Five medium (Invitrogen). The VLPs were concentrated and purified

from the cell medium at the sixth day postinfection as described previously (3).

The purified VLPs were resuspended overnight at 4°C in TNC buffer (10 mM

Tris, 140 mM NaCl, 10 mM CaCl2, pH 7.4) containing 20 �g/ml leupeptin

(Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). The purified VLPs were quantified

using a bicinchoninic acid protein assay kit from Pierce (Perbio Science, Bezons,

France), diluted to 1 mg/ml to prevent precipitation, and stored at 4°C or divided

into aliquots in 10-�l vials and stored at �40°C for short- or long-term storage,

respectively (Fig. 1B). Up to 4 �g of protein mixture was resolved by SDS-PAGE

in a 4 to 12% Bis-Tris polyacrylamide (PAA) gel (Invitrogen). Proteins were

visualized by staining with Coomassie blue (Pierce).

Saliva typing for carbohydrates and genotyping for the secretor phenotype.

Forty-six samples of saliva and swabs of buccal epithelial cells were collected

from healthy individuals. The study was approved by the Nantes University

Hospital Review Board (study number BRD02/2-P), and informed consent was

obtained from all the donors. The saliva samples were typed by enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) for the presence of A, B, and O blood group

antigens and Lewis antigens as described previously (26). Genetic material was

extracted from swab samples; FUT2 genotyping (e.g., secretor status) was per-

formed by PCR as described previously (26). ABO phenotyping was performed

by classical hemagglutination and confirmed by ELISA on saliva samples from

secretor individuals.

Binding assay of the VLPs on saliva. For the saliva analysis, an ELISA was

performed as described previously except that 1,000-fold dilutions of saliva and

500 ng of purified VLPs per assay were used (28). Additionally, the GII.4-bound

VLPs were detected by a GII.4-specific in-house monoclonal antibody incubated

for 1 h at room temperature. Peroxidase-conjugated anti-mouse antibodies (Vec-

tor/ABCYS, Paris, France) were incubated for 30 min at 37°C. Peroxidase ac-

tivity was detected with 3,3�,5,5�-tetramethyl benzidine (KPL/Eurobio, Courta-

boeuf, France). The reaction was stopped after an 8-min incubation at room

temperature with 2N HCl prior to reading the absorbance at 450 nm. The

background was arbitrarily fixed at an optical density (OD) of 0.2 and was

subtracted from each OD value.

A panel of saliva samples from secretor and nonsecretor individuals was

treated with 10 mM NaIO4. The ELISA plates were first coated with 1,000-fold

dilutions of saliva boiled in carbonate/bicarbonate buffer, pH 9.6, and left over-

night at 37°C. After the plates were washed three times with phosphate-buffered

aline (PBS), pH 7.4, 100 �l of 10 mM NaIO4 diluted in 50 mM CH3COONa, pH

5, was added to each well and incubated for 30 min at room temperature. The

wells were washed three times with PBS, and the ELISA was continued as

described above.

Binding assay of the VLPs on synthetic carbohydrates. The human serum

albumin (HSA)- and bovine serum albumin (BSA)-conjugated carbohydrates

were purchased from Isosep AB (Uppsala, Sweden) and Dextra laboratories

(Reading, United Kingdom), respectively. The HSA and BSA carbohydrates

were provided with an average of 17 and 20 carbohydrate moieties per protein,

respectively (Table 3). The glycoconjugates that were used during the study are

listed in Table 3. The ELISA was performed as described previously. Briefly,

glycoconjugates were diluted in pH 9.6 carbonate/bicarbonate buffer at a con-

centration of 1 �g/well (unless otherwise indicated), coated onto Immulon Maxi-

Sorp plates (Nunc), and left overnight at 37°C. The plates were washed three

times with PBS–0.05% Tween prior to incubating 500 ng/well of purified VLPs at

37°C (i.e., HSA or BSA glycoconjugates) for 4 h. The method used to detect the

bound VLPs by the monoclonal antibody was similar to that described above.

Analysis of the VLP binding on carbohydrates by SPR. The binding of purified

VLPs to lacto-N-fucopentaose I (LNFP-I) and to A and B trisaccharides conju-

gated to BSA (Dextra Laboratories) (Table 3) was analyzed by surface plasmon

resonance at 25°C with a Biacore 2000 instrument (GE Healthcare). The home-

made gold chips for SPR were designed and fabricated as described previously

(4). The chemical functionalization was obtained by using a mixture of 11-

mercapto-1-undecanol (11-MUOH) and 16-mercapto-1-hexadecanoic acid (16-

MHA) (Sigma-Aldrich). The mixture of 11-MUOH–16-MHA (97/3, by mole) at

1 mM in absolute ethanol was sonicated for 10 min using an Elma sonicator

(power, 90W; frequency, 50/60 Hz). The chip was rinsed with ultrapure water.

Then, the carboxyl groups were activated using N-hydroxysuccinimide (NHS) at

50 mM and N-ethyl-N�-(3-dimethyl aminopropyl)-carbodiimide hydrochloride

(EDC) at 240 mM (Amine Coupling Kit; Biacore AB, Uppsala, Sweden) directly

with the help of the Biacore’s fluidic cartridge at 2 �l/min for 14 min. This

procedure prepares the chips for the immobilization step. In this way, covalent

immobilization of the three glycoconjugates was obtained in three separate lanes

on the same chip, allowing the simultaneous analysis of the same VLP prepara-

tion on three different synthetic carbohydrates, with the fourth line being re-

served as a control surface. For each glycoconjugate, 300 to 370 resonance units

(RU) corresponding to 86 to 92.5 fmole/mm2 were linked on the sensor chip.

VLPs were diluted in running HBS buffer (0.01 M HEPES, 0.15 M NaCl, 3 mM

EDTA, and 0.005% surfactant P20 at pH 7.4) provided by the company and were

injected for 120 s at a flow rate of 10 �l/min and a concentration of 2 ng/�l. The

injection was stopped, and the dissociation was observed in running buffer for

120 s. The chip was recycled by the injection of 5 �l at 10 �l/min of 10 mM Gly

solution at pH 2.5 prior to new analysis. The experimental chips were stored in

a humid atmosphere at 4°C after use.

AFM. For atomic force microscopy (AFM) imaging of the VLPs, the different

samples were used at around 1 mg/ml. Twenty-five microliters of the sample was

adsorbed on freshly cleaved mica for 30 min and washed three times with HBS

buffer to remove nonadsorbed VLPs. The AFM experiment was carried out with

a Nanoscope III instrument from Veeco (Santa Barbara, CA). Imaging was

performed in contact and oscillating contact modes (TappingMode) using NP-S

(for nitride probe, sharpened) oxide-sharpened silicon nitride probes (Veeco)

with spring constants of 0.32 N/m or 0.58 N/m and resonance frequencies ranging

from 8.5 to 9.5 kHz. For the feedback controls, typical values of set points for

imaging were between 0.5 and 1.5 V, depending on the scan size and drive

amplitude in the oscillating contact mode. The oscillation amplitude was gener-

ally maintained at 5 to 10 nm away from the surface. For each variant, the mean

diameter of the VLP was determined from the diameter of 30 globular VLPs.

MST of the ORF2 amino acid sequences. To study evolution between strains,

a minimum spanning tree (MST) was constructed using the default setting from

the Bionumerics package (Applied Maths BVBA, Sint-Martems-Latem, Bel-

gium) as described previously (20). The MST was based upon 496 complete

available ORF2 amino acid sequences of the GII.4 from GenBank corresponding

to Bristol, US95/96, Farmington, Hunter, Chiba, Yerseke, Den Haag, Apel-

doorn, and Osaka variants.

Statistical analysis. The statistical analyses were performed with StataCorp

statistical software (StataCorp LP, College Station, TX). For the saliva testing, a

Kruskal-Wallis test was used to determine whether VLP binding to typed saliva

samples was different for each variant, and US95/96 VLP was used as the

standard for comparison. An analysis of variance (ANOVA) test was used for

paired comparison of nonsecretor saliva. To study the relative affinity of the

VLPs for the A, B, and H antigens, fractional polynomials were used to model

the VLP-ligand interaction by linear regression. The same statistical model was

also used to determine whether the changes observed in the binding profile of the

Y444F and �T395 VLPs for the ABO antigens were statistically significant

compared with binding of the wild-type (wt) Hunter VLPs.

RESULTS

Production and purification of the virus-like particles. The
VLPs were purified from 4 � 108 to 6 � 108 infected cells and
yielded 1 to 10 mg of purified VLPs, depending on the recom-
binant baculovirus. The purified VLPs yielded a distinct band
with a buoyant density of 1.31 g/ml in cesium chloride. The
Y444F and T395 Hunter mutants were rather fragile in the
cesium chloride gradient, and a discontinuous sucrose gradient
was preferred for the purification step, as described previously
(3). Following centrifugation, a wide band was observed at the
interface between the 30 and 40% sucrose fractions. The pro-
tein analysis in polyacrylamide gel showed that VLPs were
purified to greater than 90% homogeneity. The purified VLP
fraction was composed of the VP1 protein at 57 kDa and a
cleaved version at 54 kDa, as described previously (3) (Fig.
1B). The NoV origin of the doublet was confirmed by Western
blotting using polyclonal serum raised against MD145 antigen
(provided by Kim Green) (data not shown). The poor yield
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observed for the �S343 and G443A mutagenized VLPs sug-
gests that the mutations of these amino acid residues made the
recombinant VLPs unstable. Interestingly, unlike �S343, the
S343A mutation was not detrimental to VLP production. In
contrast, G443A hampered VLP production, whereas the de-
letion of G443 did not.

To control the integrity of the purified material, the size of
each VLP was analyzed by AFM (Fig. 1C). The majority of the
VLP preparations presented a globular particle with an aver-
age diameter ranging between 30 and 38 nm (US95/96, 37.2 �

3.7 nm; Hunter, 29.6 � 3.2 nm; Den Haag, 37.6 � 4.8 nm;
Osaka, 36.8 � 6.2 nm) and corresponded to complete VLP
(also called VP1180) as described previously (Fig. 1D) (37). For
the Bristol isolate, the VLPs were smaller, with diameters
averaging 21.3 � 4.7 nm, which suggests that they might have
been subunit particles and might have been composed of 60
monomers (also called VP160) (3, 37). The observation by
electron microscopy of the cesium chloride-purified VLPs
from the Hunter variant showed that the preparation was es-
sentially composed of full and empty particles of 35 nm in
diameter (Fig. 1E). Of note, the Yerseke VLPs did not adsorb
on the mica surface using HBS buffer. Because we used low-
concentration protein solutions for the AFM experiments, the
salt concentration might have been too high and may have
inhibited protein adsorption onto the mica, as described pre-
viously (11).

Mutagenesis of the amino acids participating in the HBGA

binding site. In previous studies, the amino acid residues par-
ticipating in the attachment of the HBGA to the P1/P2 do-
mains were characterized by crystallography, which showed
that S343, T344, R345, D374, S441, G442, and Y443 residues
of the GII.4 VA387 NoV strain (US95/96 variant) interacted

directly with the carbohydrate antigens (Fig. 1A). Of note,
these residues are conserved for all the GII.4 variants, includ-
ing the recently described Osaka and Apeldoorn variants (data
not shown). Even though it has been demonstrated that a
bacterially expressed P domain had a blood group antigen
binding profile similar to that of the entire VLP (43), we used
mutagenized VLPs to study the HBGA binding site because
deletions or modifications of these residues might also be det-
rimental to the structure of the entire VLP and to their binding
to some antigens. Moreover, it has been reported that VLP-
HBGA complexes are usually more stable than the interaction
between the P domain dimer and HBGA (8). We first deleted
each amino acid and showed that most of the VLPs could be
recovered after isopycnic centrifugation into a cesium chloride
gradient, suggesting that modified VP1 protein could still as-
semble into VLPs. Nevertheless, the deletion of any residue
completely abolished binding to the HBGA associated with
either HSA or polyacrylamide (PAA) (data not shown). Our
results confirmed that each residue was involved in the attach-
ment of a wide spectrum of carbohydrates. We also performed
site-directed mutagenesis of each of these amino acid residues,
which were replaced by homologous amino acids (Table 2). All
but the Y444F mutation completely abolished attachment of
the HBGA glycoconjugates. A previous study showed that the
aromatic ring of the Tyr residue interacted with the �-fucose

FIG. 1. Characterization of the purified VLPs of the GII.4 variants. (A) Drawing to scale of the amino acid residues (S343, T344, R345, D373,
S442, G443, and Y444) from the �-fucose binding site (white arrowhead) (8, 49) and the inserted threonine residue, T395 (black arrowhead). The
NH2 terminus of the P1 domain is truncated. (B) SDS-PAGE analysis of the VLPs from the GII.4 variants (lanes 2 to 7) and the mutagenized
Hunter VLPs (lanes 9 through 21). The name of the NoV strain is indicated in parentheses for each variant. The mutagenized VLPs originated
from the Hunter variant (strain E1057), and the location of the amino acid residues is based upon the ORF2 amino acid sequence of the E1057
strain (GenBank accession number EU876890). Two micrograms of bovine serum albumin (Pierce) was added as a control for the protein
estimation (lane 8). Lane 1 contains the protein molecular size markers that are indicated on the right side of the gel. (C) Atomic force microscopy
imaging of the Hunter purified VLPs. The aggregates are shown in white. One of the VLPs is indicated by a bracket. Scale bar, 250 nm. (D) Size
distribution of the VLPs as determined from atomic force microscopy imaging. The variant VLPs are color coded according to the legend on the
right side of the graph. (E) Electron micrograph of the CsCl-purified Hunter VLPs after negative staining. Complete and subunit VLPs are
indicated by arrows with and without a tail, respectively.

TABLE 2. Oligonucleotides used for the site-directed mutagenesis
of the E1057 pVL vector (Hunter variant)

Mutation Oligonucleotide sequencea

S343A.....................5�-GAGGATGCGCGACCCGTGTCAC-3�
�S343 .....................5�-GAGGATGC(TCG)ACCCGTGTCAC-3�
T344A R345Q.......5�-GAGGATGCTCGCCCAAGTCACAAAGCCAC-3�
�(T344 R345) .......5�-GAGGATGCTCG(ACCCGT)GTCACAAAGCCAC-3�
D373N....................5�-CTGATACAAGCAATAACTTTGAAACTGCC-3�
�D373 ....................5�-CTGATACAAGCAAT(GAC)TTTGAAACTGCC-3�
�T395.....................5�-CAGATGTAGTACC(ACC)CACCAAAATGAACCC-3�
S442A.....................5�-CTATGCCCGCTGCGCGGTATCCCAACATG-3�
�S442 .....................5�-CTATGCCCGCTGC(AGC)GGTATCCCAACATG-3�
G443A....................5�-GCCCGATGCAGCGCGTATCCCAACTG-3�
�G443 ....................5�-GCCCGATGCAGC(GG)TATCCCAACTG-3�
Y444F.....................5�-GATGCAGCGGTTTCCCAACATGAATTT-3�
�Y444 ....................5�-GATGCAGCGG(TAT)CCCAACATGAATTT-3�

a Modified codons are underlined. Deleted codons are indicated in paren-
theses.

TABLE 3. Neoglycoconjugates used for the study

Carbohydrate moiety Epitope Carrier

Avg no. of
sugar

residues per
carriera

Lacto-N-fucopentaose I H type 1 HSA 25
BSA 20

2�-Fucosyllactosamine H type 2 HSA 19
A heptasaccharide A heptasaccharide HSA 18
A trisaccharide A trisaccharide HSA 19

BSA 19
B trisaccharide B trisaccharide HSA 19

BSA 21
Lacto-N-difucohexaose I Lewis b HSA 8.5
Lacto-N-fucopentaose III Lewis x HSA 12
Lewis y-tetrasaccharide Lewis y HSA 15
Lacto-N-fucopentaose II Lewis a HSA 23
Sialyl-Lewis x-hexaose Si-Lewis x HSA 13
Sialyl(mono), monofucosyllacto-

N-tetraose
Si-Lewis a HSA 12

Sialyl-lacto-N-fucopentaose Si-LNFb HSA 19
Sialyl-lacto-N-tetraose Si-LNTb HSA N/A
Lacto-N-tetraose c LNTb HSA N/A
Lacto-N-neotetraose c Si-LNnTc HSA N/A

a HSA and BSA linkers were acetyl phenylenediamine and six-atom spacer,
respectively. N/A: not applicable.

b Possesses type 1 precursor motif.
c Possesses type 2 precursor motif.
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ring of the H antigen through van der Waals interactions (8).
Using HSA glycoconjugates, binding of the Y444F VLPs was
observed for Lewis b and y antigens and for glycoconjugates
carrying the B trisaccharides, H type 1, and A tri-, hexa-, and
heptasaccharides (Fig. 2A). For the other antigens, binding
was absent or residual (i.e., OD at 450 nm [OD450] of 	0.25).
To determine whether the binding to A, B, and H blood group
antigens was modified, wt and mutagenized Hunter VLPs were
tested on serially diluted A trisaccharides, B trisaccharides,

and LNFP-I–BSA glycoconjugates (Fig. 2B). The Hunter VLP
was used as the standard for comparison for the statistical
analysis using a fractional polynomial model. Given the similar
numbers of carbohydrates that were attached to the BSA, it
was possible to compare the VLPs’ attachment patterns (Table
3). Binding of the mutagenized VLPs to A and B glycoconju-
gates was markedly lower than that observed for the wt Hunter
VLPs (P � 0.001 for the A antigen). For the B antigen, the
lower binding was not significant for Y444F VLPs (P � 0.057).

FIG. 2. Comparison of the binding of the mutagenized VLPs Y444F and �T395 with the wt Hunter VLPs. (A) The VLPs were tested in
duplicate on a panel of HSA glycoconjugates, and the mean values are plotted on the graph. Ordinate and abscissa indicate the optical density at
450 nm (OD450) and the nature of the glycoconjugate, respectively. The legend is at the right of the graph. (B) Relative binding of the Y444F,
�T395, and wt Hunter VLPs for the LNFP-I (H type 1 pentasaccharide) and A and B BSA conjugates. LNFP-I and A and B trisaccharide
conjugates were diluted 2-fold in carbonate/bicarbonate buffer, pH 9.6, from 103 to 0.15 �g per well. The amount of coated neoglycoconjugate is
indicated in nanograms per well (abscissa). For each variant and neoglycoconjugate, the mean results of triplicate binding experiments and
standard deviations are shown (vertical bars). Binding values are given by the absorbance at 450 nm (ordinate). The glycoconjugate used for each
assay is indicated on the graph (abscissa). A-tri, A trisaccharide; B-tri, B trisaccharide; Le, Lewis; Sec, secretor; Non-sec, nonsecretor.
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For the H antigen, although the binding we observed was
slightly lower for the mutant VLPs, the difference was not
significant (P � 0.28). In conclusion, our analysis confirms the
importance of amino acids from the GII.4 binding site pre-
viously deduced from alanine mutagenesis of P domains
from other strains. Moreover, our data clearly showed that
replacing the tyrosine at position 444 by a phenylalanine did
not alter recognition of the H type 1 epitope, confirming the
lack of involvement of the tyrosine hydroxyl group in bind-
ing to this motif, although this mild structural modification
was sufficient to modify the attachment profile of the Hunter
isolate.

Role of the threonine residue at position 395. Since 2002, the
new GII.4 NoV strains have been characterized by conserved
mutations in their capsids and the insertion of one amino acid
at position 395 in the hypervariable P2 domain of the capsid
proteins (12). This additional amino acid, which is mostly a
threonine residue, has been conserved for all the GII.4 strains
ever since the emergence of the Farmington variants. Our goal
was to determine whether the additional threonine residue had
a biological function in the attachment to carbohydrates. The
threonine residue was deleted from the Hunter VLPs. The
purified VLPs were screened using the panel of HSA-linked
glycans. The attachment profile of the mutated VLPs was sim-
ilar to that observed for the wt Hunter VLPs except that
recognition of the Lewis y antigen was significantly higher than
for the wt VLPs (Fig. 2A). In addition, we observed that,
unlike wt Hunter VLPs, �T395 VLPs could attach to the H
type 2, Lewis x, and sialyl-Lewis x motifs. Of note, the �T395
VLPs were also assayed with PAA glycoconjugates, where a
marked binding of the VLPs was also observed for Lewis b and
y and also to Lewis x-PAA conjugate (data not shown).

The binding of �T395 mutant VLPs to A and B glycocon-
jugates was markedly lower than that observed for the wt
Hunter VLPs (P � 0.001 and P � 0.003 for the A and B
antigens, respectively) but not for the H antigen (P � 0.08).
Overall, our data suggest that deletion of the inserted threo-
nine at position 395 induced qualitative (binding to Lewis x and
sialyl-Lewis x antigens) and quantitative (decrease of binding
to A and B epitopes) changes in the binding profile to HBGAs.
Thus, deletion of the threonine residue suggests that the mu-
tagenesis of amino acids that are not directly involved in the
HBGA binding site can modify the attachment of NoVs to
these carbohydrate ligands, as previously predicted by model-
ing the Farmington capsid (25).

Binding profile of the GII.4 variants. (i) Saliva binding

assays. The mutational analysis showed that certain amino acids
might trigger the suppression of VLP attachment to HBGAs
and/or the modification of the binding profile. We then ex-
tended our investigation to a panel of six GII.4 variants that
were first tested on phenotyped saliva from secretor (n � 34)
and nonsecretor (n � 12) individuals representative of the
ABO and Lewis phenotypes (Fig. 3). We observed binding of the
six variants to the ABO saliva samples, irrespective of the pres-
ence of the Lewis antigens. However, the magnitude of the bind-
ing significantly varied according to the nature of the VLPs and
the antigen present in the saliva (P � 0.00001, two-way
ANOVA). For Bristol, US95/96, Hunter, and Yerseke, no
binding was observed for nonsecretor saliva. Conversely, we
observed strong binding to nonsecretor saliva for Den Haag

and Osaka variants. For the latter, the binding correlated with
the presence of Lewis antigens (P � 0.0001, Kruskal-Wallis).
The binding to Lewis-positive nonsecretor saliva was signifi-
cantly higher for Den Haag than for Osaka (P � 0.0104,
Kruskal-Wallis). This observation indicates that Den Haag and
Osaka GII.4 variants are able to bind nonsecretor saliva
through antigens synthesized by the FUT3 enzyme. Of note,
the binding to nonsecretor saliva of the Den Haag and Osaka
VLPs was abolished after sodium periodate treatment, show-
ing the involvement of carbohydrates (data not shown).

(ii) Synthetic glycoconjugate binding assays. To determine
precisely which antigens might be recognized by the NoV GII.4
VLPs, binding assays with the GII.4 variants were performed
by ELISA using 15 HSA glycoconjugates (Table 3 and Fig. 4).
Binding to H type 1 was observed for all the variants using
HSA glycoconjugates. Inversely, we observed no binding to H
type 2. For the A antigen, we used hepta- and trisaccharides
conjugated to BSA. Weak binding was observed for the
Hunter, Yerseke, Den Haag, and Osaka variants, using A tri-
or heptasaccharide conjugates. No binding was observed for
the Bristol variant, and US95/96 VLPs bound only to the hep-
tasaccharide conjugate. Our data suggest that the position of
the ligand on the carrier is essential for the efficient binding of
VLPs. Binding of the Hunter, Yerseke, Den Haag, and Osaka
VLPs to the B trisaccharide was observed, while there was no
attachment of the Bristol and US95/96 variants. The fact that
all variants efficiently bound to the H type 1 antigen and ad-
ditionally that Bristol and US95/96 variants bound poorly to A
and B trisaccharides was later confirmed by using trisaccha-
rides linked to BSA (Fig. 5). For the Lewis-related carbohy-
drates, we observed efficient binding of the variants to Lewis b
and Lewis y antigens, which can be found in the secretor
population. Inversely, no binding was observed to the Lewis a
antigen, which is found in large amounts in Lewis-positive
nonsecretor individuals. The data for Lewis x antigen were
different from those for Lewis a antigen. We observed that
US95/96, Den Haag, and Osaka VLPs could efficiently bind the
Lewis x antigen. It has recently been reported that sialyl-Lewis
x antigen could attach the US95/96 variant (36). Despite the
fact that the biological meaning of this finding remains un-
known and the fact that sialyl-Lewis antigens are usually absent
from the gut of healthy individuals (9, 23, 31), we further
investigated the binding of the GII.4 variant on sialylated
neoglycoconjugates (i.e., sialyl-Lewis x and sialyl-Lewis a). The
sialyl-Lewis x antigen was strongly recognized by the Bristol
and US95/96 VLPs and less well by the Osaka, Den Haag, and
Hunter VLPs. These results indicate that the binding to sialy-
lated structures is variant dependent, but they do not show a
relationship with the ability of the Den Haag and Osaka VLPs
to bind to Lewis-positive, nonsecretor saliva, suggesting that
binding to salivary FUT3-dependent structures of nonsecretors
requires recognition of more complex motifs than those rep-
resented by the neoglycoconjugates that were tested. Thus, we
cannot exclude the possibility that the Lewis a antigen is in-
volved in binding to nonsecretor saliva because binding to
synthetic Lewis a carbohydrate was negative.

It was recently shown that ganglioside-linked sialic acid
might act as a murine norovirus (MNV) docking molecule
(50). However, in our study, no binding of the GII.4 variants
was observed using synthetic sphingolipid (globoside) and the
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FIG. 3. Saliva binding assays of the GII.4 variants. The binding experiments were performed in duplicate for each sample, and the mean values
are given on the graph (OD450; ordinate). The Lewis status is indicated on the abscissa by minus (absence of Lewis antigen) and plus (presence
of Lewis antigen) signs. The nonsecretor (non sec) and HBGAs are also indicated on the abscissa and are separated by dashed lines. The type of
VLP is indicated on the right side of the graph.
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GM1 pentasaccharide (ganglioside containing one sialic acid
residue) (data not shown). This preliminary data suggest that
the receptor of human NoVs might be somewhat different from
the MNV receptor. Lacto-N-tetraose (LNT), sialyl-lacto-N-
tetraose (Si-LNT), and sialyl-lacto-N-neotetraose (Si-LNnT) as
well as lacto-N-fucopentaose type I (LNFP-I; presenting the H
determinant) are free oligosaccharides that are found in hu-
man milk and may function as decoy receptors of human bac-
terial pathogens (33). Lacto-N-tetraose, Si-LNT, and sialyl-
lacto-N-fucopentaose (Si-LNF) present a disaccharide motif,
which is similar to type 1 precursor (Gal
1-3GlcNAc
). The
Si-LNnT possesses a disaccharide motif, which is similar to
type 2 precursor (Gal
1–4GlcNAc
). Weak binding was ob-
served for Hunter and Bristol VLPs on Si-LNF and Si-LNT
glycoconjugates, respectively. US95/96 VLPs could attach Si-
LNF, Si-LNT, and Si-LNnT; strong binding was observed for
Si-LNT. These data suggest that type 1 and 2 precursor anti-
gens are poorly recognized by most of the GII.4 NoVs (except
for the US95/96 variants). The role of the sialic acid moiety in
the binding of VLPs remains to be determined.

In summary, our data showed that all the GII.4 variants
could attach secretor-related antigens (i.e., A, B, H, Lewis b,
and Lewis y antigens). We also observed that Lewis x and
sialyl-Lewis x antigens could be recognized in a strain-depen-
dent manner unrelated to the saliva binding patterns.

Relative affinity of GII.4 norovirus variants for A, B, and H

blood group antigens. Two methods were used to determine
whether the relative affinity to glycans was variant dependent.
We analyzed VLP binding to ABO blood group antigens by
enzyme immunoassay (EIA) and SPR. Our previous experi-
ment showed that VLP binding to synthetic carbohydrates was
lower than that to saliva. Because binding to A and B HSA
glycoconjugates was somewhat lower than that observed for H
type 1, Lewis b, and Lewis y synthetic antigens (Fig. 4), we used
trisaccharidic A and B antigens linked to a six-atom spacer and
BSA to study the relative affinity of the GII.4 variants. Prelim-
inary experiments showed that binding was more efficient and
suitable for SPR analysis using these glycoconjugates (data not
shown). To avoid any discrepancy between glycoconjugates,
the same VLP preparation was used throughout the experi-

FIG. 4. Binding of the GII.4 variant VLPs to a panel of neoglycoconjugates. The binding experiments were performed in duplicate for each
HSA glycoconjugate, and the mean values are plotted on the graph. Ordinate and abscissa indicate the OD at 450 nm and the nature and the origin
of the oligosaccharide moiety, respectively. Details about the neoglycoconjugates are shown in Table 3. Variants are identified by the legend at
right, with the name of the isolate in parentheses.

TABLE 4. Summary of the binding properties of the GII.4 variants

Isolate

Binding
on

nonsecretor
saliva by
antigena

Neoglycoconjugate binding by source and antigenb

Secretor Nonsecretor Colostrum

Le� Le� H (RU) A (RU) B (RU) Lewis b Lewis y Lewis a Lewis x Si-Lewis a Si-Lewis x Si-LNF Si-LNT LNT Si-LNnT

Bristol � � 227 3 2 ��� �� � � � ���� � � � �
US95/96 � � 191 1 1 ���� ��� � ���� � ���� � ���� � �
Hunter � � 425 134 114 ��� ���� � � � � � � � �
Yerseke � � 606 88 195 ��� ��� � � � � � � � �
Den Haag � � 490 694 407 �� ��� � � � �� � � � �
Osaka � � 243 59 54 ��� ���� � �� � ��� � � � �

a VLP binding assay by ELISA. Le�, Lewis antigen positive; Le�, Lewis antigen negative.
b VLP binding to ABO antigens was determined by SPR analysis. The results from ELISAs using neoglycoconjugates are indicated as follows: �, OD 	 0.5; ��,

0.5 	 OD 	 1; ���, 1 	 OD 	 1.5; ����, OD � 1.5.
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ment using the three antigens, and the binding assays were
performed in triplicate.

Overall, 95%, 77.6%, and 79.7% of the data fit the model for
the H, A, and B antigens, respectively, using fractional poly-
nomials. All of the GII.4 variants bound to the H antigen BSA
glycoconjugates with similar dilution curves, and the detection
limit was 62.5 ng/well of glycoconjugate. No statistical differ-
ence was observed with a P value above 0.05 for each type of
VLP and the Hunter VLP used as the standard for comparison
(Fig. 5A). Hunter and Osaka VLPs showed the highest binding
for A antigen, followed by the Den Haag VLP, with a detection
limit below 15 ng/well of glycoconjugate (Fig. 5C). No statis-
tical difference was observed for the three variants. Conversely,
the detection rate was lower for Yerseke, US95/96, and Bristol
VLPs. The affinity of these three GII.4 variants for A antigen
was statistically significantly lower than that of the Hunter VLP
(P � 0.001). For B antigen, all but US95/96 and Bristol VLPs
showed similar binding affinities (P � 0.05) (Fig. 5E). For
US95/96 and Bristol variants, the signals were markedly lower,
suggesting a lower relative affinity for B antigen. The difference
was statistically significant (P � 0.03).

Surface plasmon resonance analysis. Because the SPR sig-
nal is proportional to the refractive index at the surface of the
chip (in the first 150 nm from the surface), we empirically
estimated the coverage of the chip by the BSA glycoconjugates,
as described previously, with 1,000 response units, which cor-
responded to 1 ng/mm2 of protein (41). For relevant compar-
ison between glycoconjugates, equivalent amounts of glycocon-
jugates were coated on the chip. Seeing that the signal of the
VLP-glycoconjugate interaction is mostly proportional to the
mass of the VLP and that the signal intensity of the interaction
is magnified by the large mass of the VLP, the dissociation
constants (Kon and Koff) could not be accurately calculated
since one VLP possesses 180 putative binding sites. Addition-
ally, it was unclear how many HBGA molecules participated in
the interaction. However, a relative binding affinity, based
upon visual examination of the binding curves as reported
previously, was estimated (32). Preliminary binding experi-
ments by ELISA using Hunter VLPs and PBS and SPR-spe-
cific HBS buffer clearly showed that VLP binding with HBS
buffer was as specific as that observed with PBS buffer (data
not shown). Therefore, the HBS buffer was used for the SPR
experiments. Preliminary assays using Hunter and Osaka VLPs
suggested a concentration-dependent increase in the SPR re-
sponse. Following treatment of the chip with NaIO4, no bind-
ing was observed, indicating that the carbohydrate moiety of
the glycoconjugate was involved in the VLP binding (data not
shown). The sensorgram showed an increasing relative affinity
for the H glycoconjugate in the following order: Yerseke �

Den Haag � Hunter � Osaka � Bristol and US95/96 variants
(Fig. 5B). The sensorgram showed an increasing relative affin-
ity for the A and B glycoconjugates in the following order: Den

Haag �� Hunter � Yerseke � Osaka and Den Haag ��

Yerseke � Hunter � Osaka (Fig. 5D and F, respectively). It is
worth mentioning that no attachment was observed for
US95/96 and Bristol variants, suggesting that neither of these
two variants had detectable affinity for A and B carbohydrates
although weak binding was detected by ELISA. For the disso-
ciation curve, we observed that Den Haag and Osaka VLPs
presented a marked stability for the three glycoconjugates,
regardless of the VLP concentration during the injection. In
contrast, the US95/96 and Bristol variants presented the lowest
interaction with H antigen.

Minimum spanning tree of the ORF2 amino acid sequences.

To determine the minimum number of amino acid changes
between strains, an MST was constructed based upon the 496
complete amino acid sequences of ORF2 available in the
GenBank (Fig. 6). The MST was built with 872 amino acid
changes. The lineages and variants found for the MST of this
study matched those observed for neighbor-joining and Bayes-
ian trees as described previously (2). The MST suggested that
Yerseke and Den Haag variants might be directly related to
the former Hunter and Farmington variants, respectively, as
previously described (39). The tree showed that Hunter, Farm-
ington, and Chiba variants might all be related to the US95/96
variants via the Lanzhou isolate. The Den Haag variants are
directly related to the Farmington variants. The large number
of Den Haag isolates (n � 219) revealed the clonal diversifi-
cation within this group, which resulted in the emergence of
the Apeldoorn and Osaka variants. In our previous study, the
data suggested that Osaka variants might be equally distant
from the US95/96 and the Chiba variants (n � 23) (20). This
change in the tree topology might be explained by the lower
number of Osaka sequences included for the construction of
the MST from the earlier study and the absence, at the time, of
sequences corresponding to the Apeldoorn variant.

DISCUSSION

The genetic survey of NoVs from outbreaks of gastroenteri-
tis showed the epochal evolution of GII.4 NoVs over the last 2
decades to become the predominant strain (25, 39). However,
since 2002 and the spread of the Farmington variants, labora-
tory networks have observed an increasing pace in the genetic
drift, with the emergence of new GII.4 variants every 2 or 3
years (40). Thorough analysis of the attachment of NoVs be-
longing to several genotypes allowed the characterization of
eight binding profiles (16, 17), which can be classified into the
ABO and Lewis binding groups. GII.4 NoVs present the widest
binding spectrum since they can attach efficiently to saliva from
secretor ABO individuals (80% of the Caucasian population),
as reviewed previously (47).

Because the biological meaning and the mechanisms by
which new GII.4 variants have emerged every 2 or 3 years for

FIG. 5. Relative binding affinity of the GII.4 NoV variants for the LNFP-I (H type 1 pentasaccharide) and A and B BSA conjugates by ELISA
(A, C, and E) and SPR (B, D, and F). The H antigen (A and B), A antigen (C and D), and B antigen (E and F) BSA conjugates used for the ELISA
and SPR analysis originated from the same stock. The neoglycoconjugates are indicated above each graph. The ELISA binding assay was similar
to that described for the Hunter mutated VLPs (Fig. 2B). For each variant and neoglycoconjugate, mean results of triplicate binding experiments
and standard deviations are shown (vertical bars). Binding values are given by the absorbance at 450 nm (ordinate). For the SPR binding assay,
the same VLP and neoglycoconjugate preparations were used as for the ELISA. The response (ordinate) is given in resonance units (RU). The
sensorgrams are color coded as indicated on the graphs.
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the last decade are still unclear, we performed an analysis of six
representative GII.4 variants to determine whether epidemio-
logical observations correlated with specific biological proper-
ties during the attachment of GII.4 NoV particles to HBGA
ligands. We first performed a qualitative analysis of the vari-
ants by evaluating their attachment profiles on phenotyped
saliva and a large panel of synthetic glycoconjugates. It has
been hypothesized that the occurrence of new variants was
driven by herd immunity and was accompanied by new binding
properties (7, 13). At first glance, our data clearly showed that
the occurrence of new variants did not correlate with new and
expanded binding profiles. Indeed, the variants that we ana-
lyzed could bind A, B, H type 1 (and not H type 2), Lewis b,
and Lewis y synthetic antigens, which are all representative of
the secretor phenotype. These data are consistent with those
obtained on saliva, which showed that the six variants could
bind secretor saliva regardless of the ABO phenotype, given
that the level of binding of the VLPs was variant dependent.
Nevertheless, the variations that we observed for the saliva
binding assays between variants for a given antigen (i.e., A, B,
and H antigen) might be explained by the expression level of
the HBGAs in the saliva. Indeed, it has been shown that NoV
binding was dependent on ligand density (26). Further studies
will also be required to determine whether there is a synergistic
association between Lewis and ABH antigens, which might
explain differences in the binding. For nonsecretor individuals,
we tested 12 saliva samples, and for six of these, which were
Lewis positive, we demonstrated strong binding with Den

Haag and Osaka VLPs. Our data supported the hypothesis that
these variants might potentially infect all secretors and a major
part of nonsecretors. Only Lewis-negative nonsecretor individ-
uals would not be recognized by these two recent strains. In all
major human populations, individuals with this phenotype rep-
resent 1 to 3% of the population (30) while Lewis-positive
nonsecretors represent almost 20% of the population. Thus,
the Den Haag and Osaka strains would have acquired an
increased ability to circulate worldwide. Based on their newly
acquired recognition of Lewis-related structures (FUT3-de-
pendent) in nonsecretors, they might potentially infect over
95% of the population. Binding experiments using synthetic
carbohydrates failed to detect which precise carbohydrate mo-
tif is recognized by these two strains in Lewis-positive nonse-
cretors, suggesting that more complex structural features are
involved (e.g., branched structures or internal fucosylation),
requiring further study. The sequence alignment of the GII.4
variants (CHDC, Bristol, US95/96, Farmington, Hunter, Ye-
rseke, Chiba, Den Haag, Osaka, and Apeldoorn) showed that
amino acids directly involved in the HBGA binding sites are all
conserved (data not shown) (2). This observation was further
supported by our mutagenesis analysis of the amino acid res-
idues of the binding pocket that interact with the �-fucose ring,
which is part of the A, B, and H oligosaccharides (8). The
deletion or mutation of these residues totally abolished binding
to the synthetic HBGAs and saliva samples. Conversely, as
exemplified by the �T395 Hunter VLPs, amino acids that are
outside the binding sites might vary under the influence of the

FIG. 6. MST of the GII.4 variants. The number of sequences for each group of variants is indicated in parentheses. Identical sequences are
represented by gray-shaded circles, which are scaled according to member count. The white and light gray circles represent one and two sequences,
respectively. For dark gray and black circles, the number of identical sequences is indicated inside each circle. The six GII.4 isolates, which were
analyzed during the study, are indicated by red circles. Each group of variants is color coded according to the date of circulation, as described
previously (2). For the six variants that were analyzed, the binding profile to secretor and nonsecretor HBGAs is summarized in Table 4. For the
A, B, and H antigens, the size of the letter is scaled according to the numbers of RU that were determined during the SPR analysis in the
experiment shown in Fig. 5.
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genetic drift and the immune system. It has recently been
shown that T395 is under positive selection (38). This amino
acid is part of a triad involved in monoclonal antibody recog-
nition, and other studies predicted that it should be involved in
HBGA binding specificity (1, 25). Our data suggest that T395
is indeed involved in binding specificity. The deletion of a T395
insertion for the post-2002 Hunter strain allowed binding to
Lewis x and sialyl-Lewis x antigens while no binding was ob-
served for wt Hunter VLPs. Additionally, binding to sialyl-
Lewis x was lowered or abrogated for the post-2002 variants.
However, the biological relevance of the recognition of Lewis
x and/or sialyl-Lewis x remains to be determined. Further mu-
tagenesis studies will be required to verify which amino acid
residues might influence the attachment of these antigens by
the virion and to determine its biological relevance.

It is noteworthy that the genetic shifts observed for the GII.4
variants might not be entirely driven by immune pressure. In
the literature, the attachment of VLPs to carbohydrates is
mostly analyzed by using ELISA techniques. Despite the fact
that the VLP-ligand interaction was not stoichiometric, SPR
technology has been a valuable tool to study the attachment of
VLPs to and their dissociation from carbohydrates. The short
incubation time of the VLPs in the presence of ligands (2 min)
and the constant flow of buffer during the binding assay put the
attachment of VLPs to HBGAs under more stringent condi-
tions in SPR than in ELISA, where the incubation time is
longer (2 h). Additionally, the slope and RU suggested that the
relative affinity to a given glycoconjugate was HBGA and vari-
ant dependent. Our data indicated that “old” GII.4 variants
(i.e., Bristol and US95/96) bound strongly only to antigen H
while new GII.4 variants additionally exhibited strong binding
to A and B antigens, with the Den Haag variant showing the
highest relative affinity for A, B, and H antigens (Fig. 6). We
might hypothesize that there is a relationship between the
higher binding of the Den Haag variants to ABH antigens and
the epidemiological predominance of these variants over the
Yerseke variants which circulated at the same period (2). This
is the first report to show that binding to secretor antigens
might be chronologically based, with the most recent and
predominant variants showing the highest relative affinity
for HBGAs.

It should be acknowledged that our data were mainly ob-
tained from in vitro experiments. Future studies should be
undertaken to determine the binding pattern of GII.4 variants
on intestinal tissues from secretor and nonsecretor individuals.
In the event of Den Haag-related gastroenteritis cases, the
analysis should include the determination of the secretor status
to verify whether nonsecretor individuals can indeed be in-
fected by GII.4 NoVs. Other factors should also be taken into
account. For example, heparan sulfate molecules might play a
role in NoV binding, as suggested previously (42). It has also
been suggested that increased pathogenicity for GII.4 NoV
might be related to an augmented activity of the viral polymer-
ase (6).

In summary, as illustrated by the deletion of T395, changes
in amino acids that are not directly involved in HBGA attach-
ment might contribute to the creation/establishment of new
binding profiles as predicted previously (25). The binding ca-
pability to secretor and nonsecretor populations might have
contributed to the success of strains belonging to the Den

Haag variant. However, the future evolution of these strains is
difficult to predict since they can hardly expand their host
range, which already represents over 95% of the population.
One might hypothesize that the immune pressure would lead
to the disappearance of the Den Haag variants to the benefit of
new emerging strains, which will evade the immune system.
Presently, it is difficult to predict whether the host range of
emerging variants would be restricted to the secretor popula-
tion. Additionally, our data highlighted the fact that the evo-
lution of GII.4 resulted in an increase in the relative affinity to
A, B, and H antigens, which was most evident in the most
successful strains. The combination of a high relative affinity
for ABH antigens expressed in secretors and the ability to
recognize the majority of the nonsecretor population may have
contributed to the dominance of Den Haag strains since their
appearance in 2006. The routine analysis of binding to nonse-
cretor saliva might contribute to predicting the pathogenicity
of emerging GII.4 variants in the population. In addition, our
data suggest that it would be pertinent to determine NoV
relative affinity toward HBGAs to determine whether certain
emerging GII.4 NoV variants will become predominant world-
wide.
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