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Introduction

Les virus entériques humains sont les principaux agents étiologiques des gastro-entérites
infectieuses, qui sont des maladies tres communes touchant tous les pays. Dans les pays a faible
niveau socio-économique, les gastro-entérites virales ont un taux de morbidité élevé chez les
populations vulnérables et causent de nombreux déces, en particulier chez les jeunes enfants. Selon
les Centres pour le contréle et la prévention des maladies (CDC) plus de 200 000 enfants décédent
chaque année des suites d’une gastro-entérite virale (Stuempfig and Seroy, 2019). Dans les pays les
plus industrialisés, les infections par les virus entériques sont le plus souvent bénignes et les
symptomes se résolvent en trois jours. Elles sont néanmoins associées a une diminution de la qualité
de vie et probablement des déces prématurés chez les populations les plus sensibles. De plus, elles
engendrent un co(t socio-économique important lié aux dépenses de santé et a la diminution de
productivité. A I'échelle mondiale, les infections a norovirus engendrent chaque année 4,2 milliards
de dollars de dépenses liées aux soins médicaux, et 60,3 milliards de dollars attribuables a la perte de
productivité (Bartsch et al., 2016). En France, les co(ts directs liés au rotavirus seraient d’environ 44
millions d’euros. Si des cas isolés peuvent survenir, les gastro-entérites virales se manifestent le plus
souvent sous forme d’épidémies. Les virus entériques sont des virus a transmission oro-fécale qui
peuvent en effet induire de nombreux cas apres ingestion d’aliments ou d’eau contaminés, et se
propager de personne a personne dans les collectivités. La voie hydrique est un mode de
transmission particulierement important dans les pays dont les infrastructures sanitaires et I'accés a
I’eau potable sont insuffisants. Dans les autres pays, les infections liées a l'ingestion d’eau
contaminée sont minoritaires en comparaison avec la transmission de personne a personne, mais ne

sont toutefois pas exceptionnelles.

Le cycle des virus entériques comprend deux grandes phases : la premiere est une phase
d’infection et de réplication au sein de I’hote, tandis que la seconde correspond a une phase de
persistance plus ou moins longue dans I’'environnement avant d’atteindre éventuellement un nouvel
hote. Depuis le début des années 2010, des études ont mis en évidence |'existence d’interactions,
entre certains virus entériques (entérovirus, norovirus) et le microbiote intestinal, ayant un réle
crucial pour la pathogénicité de ces virus. Certains auteurs supposent méme que les processus
d’évolution et d’adaptation auraient conduit les virus entériques a mettre a leur profit la présence du
microbiote intestinal pour favoriser, via des interactions physiques, leur stabilité dans le systeme
digestif de I’'hGte ainsi que le processus infectieux. La transmission indirecte des virus entériques,

dont celle par voie hydrique, implique qu’ils puissent persister suffisamment longtemps et résister



aux différentes conditions environnementales rencontrées. Les interactions des virus entre eux sous
forme d’agrégats peuvent favoriser leur persistance et leur résistance aux traitements de
désinfection mis en place dans les usines de production d’eau potable. De plus, a I'image des
interactions avec le microbiote intestinal qui conféreraient a certains virus un avantage sélectif en
termes de persistance et de pathogénicité, des interactions entre les microbiomes, et plus
généralement la matiére organique présents dans I’environnement, pourraient conférer a certains
virus un avantage pour maintenir leur potentiel infectieux dans I'environnement ou au cours des

traitements de désinfection.



1. Les virus entériques humains a transmission hydrique
1.1. Les virus entériques
1.1.1. Généralités

Il existe plus de 140 sérotypes de virus entériques pouvant infecter I’homme, et de nouveaux
types sont découverts chaque année (Haas, 2014). Ces virus sont transmis par voie orale et péneétrent
dans un organisme hoéte au niveau du tractus gastro-intestinal ou ils se répliquent en grand nombre.
Certains virus peuvent ensuite migrer vers un site de multiplication extra-intestinal comme cela se
produit lors des hépatites virales. Dans les cas symptomatiques, les infections se traduisent
généralement par des gastro-entérites. Toutefois, une proportion conséquente des infections est
asymptomatique (Gallimore et al.2004 ; Kapusinszky, Minor, et Delwart 2012). Selon une méta-
analyse regroupant des données issues de 81 études, la prévalence des infections asymptomatiques
a norovirus serait en moyenne de 7 % (Qi et al., 2018). Cependant cette prévalence est
particulierement élevée chez les enfants, dépassant parfois 30 % (Marques Mendanha de Oliveira et
al.2014 ; Garcia et al.2006). De méme, jusqu’a 29 % des enfants de moins d’un an seraient des
excréteurs asymptomatiques de rotavirus (Amar et al., 2007). La période d’incubation des virus
entériques est généralement de I'ordre d’un a cing jours (Lee et al., 2013) a I’exception des virus des

hépatites A et E pour lesquels les signes cliniques apparaissent deux a six semaines aprées infection.

Les virus entériques humains partagent de nombreux points communs. Ce sont des
pathogénes a transmission oro-fécale excrétés dans les selles ou les vomissements en trés grand
nombre, jusqu’a 10" particules par gramme (Haas et al.2014) ; ils ont généralement une faible dose
infectieuse, moins de 100 particules pouvant étre suffisantes pour initier une infection (ce nombre
dépend du virus et de I'immunité individuelle) (Yezli and Otter, 2011) ; ils sont de petites tailles, les
plus volumineux ne dépassant pas 110 nm; ils sont non enveloppés, ce qui les rends
particulierement résistants dans le milieu extérieur et face aux traitements de désinfection. Malgré
ces caractéristiques communes, les virus entériques regroupent un ensemble hétérogéne de virus
appartenant a des familles distinctes issues de trois groupes selon la classification de Baltimore
(basée sur le type d’acide nucléique). Les principaux virus entériques susceptibles d’étre transmis par

voie hydrique sont présentés dans le Tableau 1.



Tableau 1 : Principaux virus entériques humains susceptibles d'étre transmis par voie hydrique (ADN : acide désoxyribonucléique ; ARN : acide ribonucléique ; sb/db :
simple brin/double brin)

Famille Genre Espece Nombre de génotypes Taille (nm) Type de Taille du Références
humains génome génome (Kb)
Adenoviridae Mastadenoviridae Adénovirus 68 703110 ADN db 36 (Smith et al., 2010)
(une faible proportion est
responsable de gastroentérites)
Astroviridae Mamastrovirus Astrovirus 8 283235 ARN sb (+) 6,8a7,9 (Pérotetal., 2017)
Caliciviridae Norovirus Norovirus humain Gl (9), Gll (22), GIV (1), GVI (1) 27a35 ARN sb (+) 7,5a7,7 (Nasheri et al., 2017)
Sapovirus Sapovirus humain Gl (7), Gl (7), GIV (1), GV (2) 30238 ARN sb (+) 7,1a7,7 (Oka et al., 2015)
Hepeviridae Orthohepevirus Virus de I’hépatite E 8 27a34 ARN sb (+) 72374 (Himmelsbach et al.,
2018)
Picornaviridae Cosavirus Cosavirus A, B, C, D, >30 30 ARN sb (+) 7,6 (Yuetal., 2017)
E, F
Enterovirus EV-A 18 27330 ARN sb (+) 7,23a8,5 (Tapparel et al., 2013)
EV-B 57
EV-C 23
EV-D 3
Hepatovirus Virus de I’hépatite A 3 27 ARN sb (+) 7,5 (Cristina and Costa-
Mattioli, 2007)
Kubovirus Virus Aichi 3 30 ARN sb (+) 8,3 (Ambert-Balay et al.,
2008)
Parechovirus Parechovirus 16 30 ARN sb (+) 7,3 (Lodder et al., 2013)
humain
Salivirus Salivirus 1 30 ARN sb (+) 8,0 (Ngetal., 2016)
Reoviridae Rotavirus Rotavirus A 35 types G et 50 types P 80 ARN db 18,5 (Sadiq et al., 2018)




1.1.2. Manifestations cliniques et épidémiologie des principaux virus entériques

La période d’incubation varie de quelques heures a quelques jours, voire quelques semaines
dans le cas des virus des hépatites A (VHA) et E (VHE). Dans les cas symptomatiques, des infections
par les virus entériques, autres que le VHA et VHE, sont généralement des vomissements, des
diarrhées et des douleurs abdominales, pouvant étre accompagnés de fieévre, frissons, myalgies et
maux de téte. Ces manifestations cliniques disparaissent le plus souvent en quelques jours.
Toutefois, les virus entériques peuvent étre associés a une grande variété de maladies dont la
sévérité, qui peut conduire au décées, dépend de I'espéce virale et de I'état de santé des individus. Les
cas les plus graves concernent généralement les populations particulierement sensibles qui sont les
plus jeunes, les plus agés ainsi que les sujets immunodéprimés. L'infection peut en effet gagner des
sites extra-intestinaux ou devenir systémique. Les norovirus peuvent par exemple induire des
atteintes rénales ou cardiaques (Cardemil et al., 2017). Les sujets immunodéprimés infectés par les
adénovirus peuvent développer des méningo-encéphalites et des néphrites, et des symptémes
neurologiques (Khanal et al., 2018). Des encéphalites ont par ailleurs été reportées suite a des
infections par des astrovirus (Corcoran et al., 2014). Dans les cas les plus sérieux, les entérovirus sont
a I'origine de méningites, encéphalites, poliomyélites ou myocardites. Dans certains cas, comme cela
a été démontré pour les rotavirus, I'infection peut étre systémique (Candy, 2007). Enfin, les virus
entériques participeraient a I'étiologie de maladies chroniques, et seraient ainsi associés a certains
cas de cardiomyopathie, de myopathie inflammatoire, de sclérose latérale amyotrophique (Bruu,
2002), ou encore de diabete insulino-dépendant (Crawford et al., 2017; Laitinen et al., 2014) et de

fatigue chronique (Chia and Chia, 2008).

Les virus les plus fréquemment associés aux gastro-entérites virales sont les norovirus, les
rotavirus et les entérovirus. Les norovirus sont la premiére cause de gastroentérite tous ages
confondus. lls sont responsables chaque année d’environ 677 millions de cas et de plus de 200 000
déces, la plupart parmi les enfants de moins de cing ans dans les pays a faibles ressources (Pires et
al., 2015). Dans les pays a revenu moyen ou élevé on estime qu’il y a entre 2000 et 13 000 déces, en
majorité parmi les plus de 65 ans qui sont la population la plus a risque (Lindsay et al., 2015). Seuls
les génogroupes Gl, Gll et GIV comportent des génotypes capables d’infecter ’homme. Le génotype
Gll.4, en particulier, est responsable de la majorité de cas (Glass et al., 2009) et cause plus de 90 %
des cas sporadiques de gastroentérite aiglie chez les enfants (Hoa Tran et al., 2013). Les rotavirus
sont la premiére cause de gastroentérite chez les jeunes enfants, le groupe A étant le plus courant et
le plus répandu. Les rotavirus sont a l'origine de plus de 40 % des hospitalisations liées a des
diarrhées dans le monde et sont responsables chaque année de plus 200 000 déces, dont 90 % sont

des enfants dans les pays en développement d’Afrique et d’Asie du Sud (Banyai et al., 2018). Le



nombre de cas est néanmoins en déclin depuis l'introduction d’un vaccin antirotavirus en 2006
(Sindhu et al., 2017).

Les autres virus entériques listés dans le Tableau 1 sont responsables d’une proportion plus
faible des gastro-entérites virales. Les gastro-entérites d’origine adénovirale touchent surtout les
enfants de moins de cing ans, et impliquent les adénovirus appartenant au type F (HAdV-40 et HAdV-
41) (Khanal et al., 2018; Lennon et al., 2007). De méme, les infections par les astrovirus concernent
en grande majorité les enfants, chez qui HAstV-1 et HAstV-2 sont les sérotypes plus fréquemment
retrouvés (Matsui and Greenberg, 2001; Palombo and Bishop, 1996). Les infections sont peu

fréquentes chez les adultes et impliquent les sérotypes 4 a 8 (Carter, 2005).

Les VHA et VHE provoquent, aprés deux a six semaines d’incubation, une inflammation aiglie
du foie se manifestant par souvent un ictére, de la fatigue et de la fievre. Le plus souvent les
symptomes disparaissent en quelques semaines. Dans de rares cas, I’hépatite peut étre fulminante et
mettre en jeu le pronostic vital (Waqgar and Koirala, 2019; Wiktor, 2017). Le VHE est le premier agent
étiologique d’hépatite aiglie chez les adultes en bonne santé, mais est particulierement dangereux
pour certaines catégories de populations et notamment les femmes enceintes, dont il augmente de
25 % le taux de mortalité pendant les trois derniers mois de grossesse (Himmelsbach et al., 2018).
Chaque année, les VHA et VHE sont a eux deux responsables d’environ 4,7 millions d’infections
symptomatiques, causant respectivement plus de 7000 et 44000 déces (WHO, 2017). L'eau
contaminée est le mode de transmission majeur du VHE, qui cause des épidémies principalement en
Afrique et en Asie. Un vaccin contre I'un des génotypes a été mis au point mais son efficacité n’est

pas encore suffisamment documentée pour qu’il soit recommandé par I'OMS (Wiktor, 2017).

Il est a noter que quelques virus entériques sont a transmission zoonotique. C’est notamment
le cas des génotypes 3 et 4 du VHE qui peuvent également infecter les suidés. De plus, les animaux
domestiques peuvent étre un réservoir de rotavirus transmissibles a 'Homme. Les souches de
rotavirus animales et humaines partagent en effet de nombreuses caractéristiques génétiques et

antigéniques (Cook et al., 2004; D6ré et al., 2015).



1.1.3. Structure des virus entériques
1.1.3.1. Structure générale

Les virus entériques sont constitués d’une capside protéique protégeant un génome de type
ARN simple brin, ARN double brin ou ADN double brin, linéaire ou segmenté (rotavirus). Ce sont des
virus nus dépourvus d’enveloppe, mais certains comme le VHE et le VHA existent également a |’état
pseudo-enveloppé (Rivera-Serrano et al., 2019; Yin et al., 2016). Leur structure est icosaédrique bien
que certains comme les rotavirus puissent apparaitre sphériques par microscopie électronique en
raison d’une densité élevée de spicules a la surface de la capside. La microscopie électronique a
transmission, opérationnelle a partir de 1931, a été la premiere technologie permettant d’observer
des virus déja connus et d’en découvrir de nouveaux sur la base de caractéristiques morphologiques.
Quelques clichés représentant différents virus entériques sont présentés sur la Figure 1. En
complément, des expériences de dissociation ménagée, des analyses stoechiométriques, de
I’électrophorese, puis la spectrométrie de masse ont permis d’étudier la composition des capsides
(Smith et al., 2010). Les structures des virus ont par la suite été obtenues par cryo-microscopie
électronique, cristallographie aux rayons X, puis résonance magnétique nucléaire, permettant
d’atteindre une résolution quasi atomique de |'ordre de 3 A (Cifuente et al., 2013; Desselberger,
2014; Nemerow et al., 2012; Prasad et al., 1999). L’hexon, I'une des trois protéines de capside des
adénovirus, est d’ailleurs la premiére protéine d’un virus humain a avoir été cristallisée (Pereira et
al., 1968).

Les capsides des virus entériques sont des structures multimériques constituées d’un petit
nombre de protéines structurales différentes, les protomeres, répétées en grand nombre. Le nombre
de protéines structurales principales différentes varie selon les virus d’un (VHE, rotavirus) a six
(rotavirus). Quelques virus (astrovirus, adénovirus, rotavirus, norovirus) présentent a leur surface des
spicules qui participent a la reconnaissance et a la liaison avec certains récepteurs cellulaires. Par
exemple les rotavirus interagissent via les spicules avec différents récepteurs dont les antigenes
tissulaires de groupe sanguin (Histo-blood group antigens ou HBGA) (Hu et al., 2012), et les fibres
des adénovirus ont une forte affinité pour le récepteur CAR (Coxsackievirus and adenovirus receptor)
(EI Bakkouri et al., 2008).

La capside des virus non enveloppés est a I'interface avec I'environnement extérieur et joue un
role clé dans de nombreuses étapes indispensables au cycle infectieux : protection du génome et
persistance dans et hors de I'hGte, reconnaissance des récepteurs, internalisation dans les cellules,
décapsidation et encapsidation en sont quelques exemples. Ces travaux de these on tout
particulierement porté sur des virus du genre Enterovirus dont la structure est détaillée dans la

section suivante.



Rotavirus Norovirus
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Figure 1 : Quelques virus entériques observés par microscopie électronique a transmission.
Rotavirus (Glass et al., 2009), Norovirus (Kapikian et al., 1972), Poliovirus (Goldsmith and Miller,
2009), VHE (CDC/PHIL #5605), Adénovirus (Valentine and Pereira, 1965), Aichivirus (Yamashita et

al., 1991), Astrovirus (Bosch et al., 2014)



1.1.3.2. Structure des entérovirus

La capside des entérovirus est composée de 60 copies de quatre polypeptides nommés VP1 a
VP4 formant une structure icosaédrique (vingt faces) possédant des axes de symétrie d’ordre 2, 3 et
5 (Figure 2). La structure principale est formée par les protéines VP1 a VP3. Chacune de ces trois
protéines est organisée en huit feuillets B antiparalléles connectés par des boucles plus variables qui
portent les principaux sites antigéniques de neutralisation. La protéine VP4 est localisée sur la face
interne de la capside, mais peut étre transitoirement accessible, méme a température physiologique
(Jiang et al., 2014). La classification des entérovirus en différentes espéces repose sur des critéeres

phylogénétiques basés sur la partie du génome codant les des protéines structurales.
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Figure 2 : Structure d’un entérovirus (ici le PV). (A) Schéma de 'agencement des protéines VP1,
VP2 et VP3 et des axes de symétrie (2, 3 et 5). (B) Modélisation de la surface de la capside. Issu de
Jiang et al.(2014).

La surface de la capside comporte une dépression (canyon), autour de I'axe de symétrie
d’ordre 5 et qui contient notamment le site d’attachement au récepteur cellulaire. Il existe différents
types de récepteurs cellulaires des entérovirus, un sérotype donné pouvant reconnaitre plusieurs
récepteurs. Par exemple, les coxsackievirus B1 a B6 (appartenant a |'espéce EV-B) peuvent étre
internalisés via le récepteur CAR, une glycoprotéine transmembranaire de la superfamille des
immunoglobulines. Certains sérotypes (CV-B1, CV-B3 et CV-B5) peuvent également interagir avec un
co-récepteur, la protéine CD55 (ou DAF, Decay Accelerating Factor) ancrée a la membrane cellulaire
par l'intermédiaire d'un glycophosphatidylinositol (Marjomaki et al., 2015). Le co-récepteur DAF est
également reconnu par d’autres sérotypes comme CV-A21 et E70 (Stuart et al., 2002). Les poliovirus
(PV), appartenant a I'espece EV-C, utilisent récepteur PVR (poliovirus receptor) ou CD155 de la famille

des nectines. Le canyon comporte par ailleurs une poche hydrophobe occupée par une petite



molécule lipidique nommée pocket factor provenant de la cellule hote. Apres interaction avec le
récepteur cellulaire, I'expulsion de cette molécule initie la décapsidation (Chen et al., 2019; Hendry
et al., 1999).

Le génome des entérovirus est un ARN simple brin d’environ 7,5 Kb, lié de facon covalente en
5’ a une petite protéine nommeée VPg (viral protein genome-linked), et se terminant par une queue
polyadénylée en 3’. Le génome contient un unique cadre ouvert de lecture (ORF) flanqué de régions
3’ et 5’ non traduites (NTR) trés structurées. La régions 5’NTR contenant des éléments nécessaires a
la réplication ou a l'initiation de la traduction comme un IRES (internal ribosome entry site). La
polyprotéine est organisée en trois domaines, P1 codant les protéines structurales, et P2 et P3
codant les protéines associées a la maturation et réplication. La polyprotéine subit une succession
d’étapes de maturation au cours desquelles interviennent notamment les protéases a activité
autocatalytique 2A"° et 3C"™. Le génome viral est répliqué par une ARN polymérase ARN-dépendante

(Figure 3).
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Figure 3 : Organisation du génome des entérovirus et maturation de la polyprotéine. Issu de Jiang
etal.2014.
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1.2. Les épidémies de gastro-entérites virales d’origine hydrique
1.2.1. Généralités

Les virus entériques peuvent étre transmis par voie directe de personne a personne, ou bien
par voie indirecte via I'ingestion d’aliments ou d’eau contaminés. Les modes de transmission des
virus entériques dans l'environnement hydrique sont schématisés sur la Figure 4. lls incluent la
consommation de fruits ou légumes contaminés par irrigation ou lavage avec une eau souillée ; la
consommation de fruits de mer issus de zones impactées par des eaux superficielles contaminées ou
des rejets de station d’épuration ; I'ingestion d’eau lors d’activités récréatives en milieu aquatique ;
la consommation d’eau contaminée suite a une anomalie affectant le bon déroulement des

traitements ou l'intégrité du réseau.
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Figure 4 : Cycle de transmission des virus entériques dans I’environnement hydrique. Les fleches
pointillées symbolisent les transferts accidentels. Adapté de Schwartzbrod (1991) et Faou (2012).

Etablir I'origine hydrique des épidémies de gastroentérites virales pose des difficultés car les
symptOomes peuvent se déclarer a distance de la source en raison de la période d’incubation, durant
parfois plusieurs jours. De plus, les doses infectieuses étant faibles, les méthodes analytiques doivent

avoir une limite de détection suffisamment basse. Par ailleurs, les gastroentérites n’entrainent pas
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systématiquement une consultation médicale et, méme dans ce cas, I'origine virale ne peut pas étre
établie avec certitude sans investigation plus avancée compte-tenu du caractére non spécifique des
symptémes.

Lors d’'une épidémie d’origine hydrique, on distingue les cas primaires survenant, selon la
période d’incubation du virus, d’'un a cing jours apres ingestion de I'eau contaminée, des cas
secondaires dus a la transmission directe de personne a personne, apparaissant plus tardivement.
Cette distinction est plus difficile a établir lorsque la période d’incubation est courte et que la source

de contamination perdure.

1.2.2. Importance de la voie hydrique comme mode de transmission

Dans les pays ou la population dispose d’infrastructures sanitaires et d’un acces a I'eau potable
continu, la voie hydrique comme mode de transmission des épidémies virales est généralement
minoritaire. A titre d’exemple, parmi 101 épidémies de gastro-entérites a Caliciviridae (sapovirus et
norovirus) ayant touché au total 2756 personnes en 2010 et 2011 en Catalogne (Epagne), seules 5 %
étaient liées a I'’eau contre 49,5 % liées aux aliments et 45,5 % contractées par voie directe (Torner et
al., 2016). D’autre part, une méta-analyse a montré que sur 666 épidémies a norovirus ayant eu lieu
entre 1983 et 2010 en grande majorité (90 %) dans I’hémisphere nord, 11 % avait I'eau comme mode
de transmission (Matthews et al., 2012). Enfin, au Canada seuls 0,51 % des GEA seraient attribuables
chaque année a la présence de pathogénes dans I'eau de boisson, mais cette proportion reste
approximative du fait des difficultés d’analyse.

Dans les pays en développement, les maladies transmises par I’eau font environ 2,2 millions de
morts chaque année. Dans ces pays, la part des GEA virales a transmission hydrique est tres
importante mais difficile a établir précisément, car peu de données chiffrées permettent de

comparer les nombres de cas liés a I'eau de ceux transmis directement de personne a personne.

1.2.3. Epidémies de gastro-entérites virales liées a I’eau de distribution

Si le mode de contamination par voie hydrique est minoritaire dans un grand nombre de pays, des
épidémies liées a la consommation d’eau de distribution contaminée sont toutefois régulierement
reportées dans la littérature et concernent parfois plusieurs milliers de personnes. Les Tableaux 2 a 4
listent des épidémies rapportées dans la littérature scientifique depuis 2000, impliquant des virus
entériques, et ayant touché au moins 25 personnes. Les événements sont regroupés en fonction de
I’origine de la contamination, qui peut étre une altération de la qualité des ressources (Tableau 2), un
dysfonctionnement d’une étape de désinfection (Tableau 3), ou une anomalie du réseau d’eau
potable (Tableau 4). Les travaux qui ne décrivent pas I'origine de la contamination ne sont pas listés

dans ces tableaux. Les virus les plus fréquemment impliqués sont les norovirus et les rotavirus.
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La Figure 5 indique les proportions de cas attribuables a chacune des trois classes de causes
évoquées ci-dessus. Les premieres causes sont des anomalies de systeme de distribution (54 % des
cas) telles que des interconnexions avec le réseau d’eaux usées, des ruptures de canalisations et des
chutes de pression provoquant 'intrusion d’eaux usées dans le réseau d’eau potable. Vient ensuite
I'altération de la qualité des ressources (33 % des cas) superficielles ou souterraines, trés
majoritairement en conséquence de précipitations occasionnant des débordements des égouts ou
des déversoirs d’orage. Enfin les dysfonctionnements de traitement (13 % des cas) sont les
évenements les moins fréquents et sont souvent liés a une insuffisance de chloration.

Notons que les dysfonctionnements au niveau des usines de production d’eau potable
représentent deux types de situations: d’une part des anomalies techniques (pannes pompes,
défauts concernant les générateurs de chlore, d’ozone, ou les lampes UV, réactifs contaminés) ou
des erreurs humaines (manque de maintenances, erreurs opérationnelles), et d’autre part une
inadéquation entre le niveau de traitement et une qualité de I'eau soudainement altérée en entrée
d’usine (Moreira and Bondelind, 2017).

Les événements reportés ici ne représentent qu’une partie des épidémies liées a la
consommation d’eau de distribution, mais suffisent néanmoins a montrer que les épidémies liées a
I’eau de distribution ne sont pas exceptionnelles méme dans les pays les plus industrialisés, que les
norovirus sont les principaux virus entériques responsables, et que divers scénarios peuvent conduire

a une contamination de |'eau.

13%
Anomalie du systéeme
de distribution

Contamination de la
0,
54% source

Dysfonctionnment du
traitement

33%

Figure 5 : Origine de la contamination dans les cas d’épidémies liées a I’eau de distribution depuis
2000 reportés ci-dessous (n = 49 208 cas).
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Tableau 2 : Epidémies impliquant des virus entériques liées a une contamination des ressources (d’aprés Moreira et Bondelind (2017) et complété)

Année Pays Nombre de Virus impliqué Type de Origine de la contamination Référence
cas estimé resource
2002 France 2000 Norovirus Eau souterraine  Débordement des eaux usées en amont Tillaut et al.(2004)
de la source apreés précipitations
2002 Suéde 500 Norovirus Eau souterraine  Rupture d’une canalisation du réseau Carrique-Mas et al.(2003)
sanitaire a proximité du puits
2004 Etats-Unis 1450 Norovirus Eau souterraine  Contamination de I'aquifére par des O'Reilly et al.(2007)
Campylobacter) fosses septiques, épandage de boues et
infiltration d’eau de ruissellement
2005 Grece 709 Norovirus Eau souterraine  Contamination aprés precipitations Papadopoulos et
al.(2006)
2006 Grece 1640 Norovirus Eau souterraine  Contamination aprés precipitations Vantarakis et al.(2011)
2006 Nouvelle 218 Norovirus Eau de surface Débordement des eaux usées suite au Hewitt et a/.(2007)
Zélande bouchage d’une fosse septique
2007 Pays-Bas 71 Norovirus Eau souterraine  Contamination ponctuelle d’un puits Ter Waarbeek et
privé al.(2010)
2008 Suede 2400 Norovirus Eau de surface Précipitations et rejet ponctuel d’eaux Larsson et al.(2014)
usées en amont de la prise d’eau
2008 Corée du 67 Norovirus Eau souterraine  Non détaillée Koh et al.(2011)
Sud
2009 Suede 200 Norovirus Eau souterraine  Contamination du puits lors de la fonte Riera-Montes et al.(2011)
des neiges
2009 Italie 299 Rotavirus et norovirus  Eau de surface Contamination du lac apres débordement Scarcella et al.(2009)
des eaux usées et/ou rejet illégal
2011 Italie 156 Norovirus Eau souterraine  Contamination aprés precipitations Giammanco et al.(2014)
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Tableau 2 (suite)

Année Pays Nombre de Virus impliqué Type de Origine de la contamination Référence
cas estimé resource
2011 Etats-Unis 119 Norovirus Eau de surface  Non précisé Beer et al.(2015)
2012 Gréce 3620 Rotavirus Eau de surface  Contamination aprés précipitations Mellou et al.(2013)
2012 Turquie 115 Norovirus, astrovirus, Eau Possible contamination d’une source Sezen et al.(2015)
rotavirus (et Shigella) souterraine souterraine alimentant des fontaines
2014 Chine 29 Norovirus Eau Incertaine, mais présence d’un systéme Qin et al.(2016)
souterraine de stockage des eaux usées a proximité
d’un puits
2016 France 2600 Norovirus, rotavirus Eau Ressource alimentée en partie par des Yvon et al.(2019)

souterraine

rejets de STEU, et défaut de surveillance
des installations de traitement

Tableau 3 : Epidémies impliquant des virus entériques liées a un dysfonctionnement de traitement (d’aprés Moreira et Bondelind (2017) et complété)

Année Pays Nombre de Virus impliqué Nature du dysfonctionnement Référence
cas estimé
2000 France 2600 Rotavirus, norovirus (et Dysfonctionnement du systeme de chloration associée a une Gallay et al.(2006)
Campylobacter) possible contamination d’une source souterraine apres
ruissellements
2001 Suisse 650 Norovirus Dysfonctionnement lors de la chloration et/ou de I'ozonation Fretz et al.(2005)
2001 Etats-Unis 83 Norovirus Dysfonctionnement du générateur de chlore et contamination Blackburn et
issue d’une fosse septique al.(2004)
2006 Italie 2860 Rotavirus, norovirus Probleme technique lié a la chloration Martinelli et
al.(2007)
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Tableau 4 : Epidémie impliquant des virus entériques liées a une anomalie du systéme de distribution (d’aprés Moreira et Bondelind (2017) et complété)

Année Pays Nombre de Virus impliqué Origine de la contamination Référence
cas estimé
2000 Italie 344 Norovirus Rupture d’une canalisation reliant le réseau public a un Boccia et al.(2002)
réservoir de secours
2001 France 563 Rotavirus (et Cryptosporidium, Contamination par des rejets d’eaux usées Dalle et al.(2003)
Campylobacter, E. coli)
2001 Espagne 96 Norovirus Contamination d’un réservoir liée a un défaut de maintenance Godoy et al.(2006)
et des faiblesses structurelles
2001 Pays-Bas 37 Norovirus Interconnexion entre le réseau d’eau potable et celui des eaux Fernandes et
grises non retirée aprés une maintenance al.(2007)
2002 Suisse 100-150 Norovirus Contamination par des rejets d’eaux usées Fretz et al.(2005)
2002 Norvége 134 Norovirus Défaut d’entretien d’un dispositif local d’assainissement et de Nygard et al.(2004)
distribution d’eau potable
2004 Etats-Unis 1450 Norovirus (et Campylobacter, Non précisée Liang et al.(2006)
Giardia)
2005 Turquie 9907 Rotavirus Possible contamination d’un important réservoir Koroglu et al.(2011)
2007 Danemark 140 Norovirus (et Campylobacter, E. Erreur technique au niveau du traitement des eaux usées Vestergaard et
coli) conduisant a une fuite vers le réseau d’eau potable al.(2007)
2007 Finlande 8453 Norovirus (et  Campylobacter, Réseau d’eau potable contaminé par des rejets de station Laine et al.(2011)
Giardia) d’épuration
2008 Suisse 126 Norovirus (et Campylobacter) Erreur technique au niveau d'une station d’épuration Breitenmoser et

conduisant a une entrée d’eau sous pression dans le réseau
d’eau potable

al.(2011)
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Tableau 4 (suite)

Année Pays Nombre de Virus impliqué Origine de la contamination Référence
cas estimé
2008 Slovénie 408 Norovirus, rotavirus, adénovirus Probable intervention de particuliers sur les canalisations d’eau  Kopilovi¢ et al.(2008)
(et  Campylobacter,  Giardia, potable conduisant a un défaut de pression et I'intrusion d’eaux
Staphylococcus) usées
2008 Monténégro 1699 Norovirus Panne d’'une pompe ayant entrainé une chute de pression et Werber et al.(2009)
I'entrée d’eau contaminée, associée a une chloration
insuffisante
2010 Suede 200 Norovirus Entrée d’eau d’un puits non traitée dans le réseau d’eau potable Hallin (2012)
2010 Belgique 222 Norovirus, rotavirus (et Giardia, Intrusion d’eau de riviere dans le réseau d’eau potable suite au Braeye et al.(2015)
Campylobacter) raccordement d’une pompe par les pompiers pour |'extinction
un incendie
2012 Grece 79 Norovirus Chute de neige, ruissellement et insuffisance technique face a Mellou et al.(2013)
une charge microbienne élevée
2012 Danemark 187 Norovirus Contamination issue du réseau d’eau suite a une chute de van Alphen et al.(2014)
pression
2012 Finlande 800 Sapovirus (et E. coli) Canalisation principale endommagée pendant la construction Jalava et al.(2014)
d’une route et insuffisamment nettoyée aprés réparation
2013 Espagne 238 Norovirus, rotavirus Interconnexion entre le réseau d’eau potable et un réseau Altzibar et al.(2015)
d’usine prélevant de I'eau de riviere
2014 Chine 1614 Norovirus Canalisations endommagées et proximité de fosses septiques Zhou et al.(2016)
2016 Italie 25 Norovirus Rejets d’eaux usées a proximité du réseau Giammanco et al.(2018)
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1.3. Contamination des ressources
1.3.1. Origine de la contamination

La qualité des eaux de surface est directement influencée par les activités humaines, et peut
&tre altérée par une contamination fécale d’origine humaine ou animale. A I’échelle mondiale, moins
de 20 % des eaux usées sont traitées avant d’étre rejetées dans I’environnement (Unesco, 2015), et
les traitements n’éliminent qu’une trés faible proportion des virus entériques. Les rejets de stations
de traitement des eaux usées (STEU) urbaines ou industrielles et les dispositifs d’assainissement
individuels sont la principale source de contamination virale des environnements hydriques.

Dans les pays ou les réseaux d’assainissement sont établis, les eaux usées domestiques et
industrielles sont acheminées vers les STEU dont le role est de mettre en ceuvre un niveau de
traitement suffisant pour ne pas altérer la qualité du milieu récepteur en aval. Il existe deux types de
réseaux : les réseaux unitaires et séparatifs (Spellman, 2003). Les réseaux unitaires collectent a la fois
les eaux usées et les eaux pluviales qui sont rassemblées au sein du méme réseau de canalisation et
prises en charge par les STEU. Ce type de réseau doit étre dimensionné pour faire face a des
variations soudaines du débit. Les réseaux séparatifs collectent séparément les eaux usées qui sont
ensuite acheminées vers les STEU, et les eaux pluviales qui sont directement redirigées vers le milieu
récepteur. Les STEU utilisent différents procédés biologiques ou physico-chimiques pour éliminer les
pollutions liées au carbone, a I'azote, au phosphore et aux matiéres en suspension, et ne sont pas
premiérement congues pour éliminer les micro-organismes. Les rejets dans le milieu naturel sont

réglementés mais les parameétres visés sont exclusivement des parametres physico-chimiques.

Différents types de traitements sont mis en place au sein des STEU. Ills comprennent le plus
souvent apres dégrillage, une étape de décantation (traitement primaire), et un traitement par voie
biologique ou voie physico-chimique (traitement secondaire). Ces étapes peuvent étre complétées
par un traitement tertiaire oxydatif qui permet, entre autres, d’améliorer |’élimination des
pathogenes. Plusieurs études, dont certaines sont indiquées ci-dessous, rapportent les performances
de STEU équipées de différents types de traitements sur I'abattement viral.

Flannery et al.(2012) ont quantifié sur une période d’un an les NoV Gl et NoV GlI par réaction
de polymérisation en chaine précédée d’une transcription inverse (RT-qPCR) dans les eaux usées
brutes et les effluents d’une STEU dotée d’un traitement secondaire avec boue activée, en Irlande.
Leurs analyses indiquent des concentrations moyennes de 3,5 log/L (NoV GlI) et 3,6 log/L (NoV Gll)
dans les eaux usées, et un abattement moyen respectif de 0,80 et 0,92 log en STEU. En Suéde, un
suivi sur quatre STEU effectuant un traitement primaire par précipitation chimique et un traitement
secondaire par boues activées a montré des concentrations moyennes (déterminées par RT-qPCR) de

3,3 log et 4,4 log d’unités PCR/L en norovirus et entérovirus dans les eaux usées brutes. Les
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abattements moyens observés pour ces deux virus étaient respectivement de 0,9 et 1,3 log (Ottoson
et al., 2006). Hata et al.(2013) ont étudié sur une période de six mois les performances d’élimination
d’'une STEU, réalisant un traitement par boues activées complété d’un traitement tertiaire par
chloration, sur un panel de virus entériques incluant les adénovirus, les entérovirus, les salivirus, les
norovirus (Gl, Gll et GIV) et les astrovirus. Selon les virus, les concentrations moyennes dans les eaux
usées brutes (déterminées par PCR) étaient comprises entre 10* et 2,2.10° copies/L, et des
abattements moyens compris entre 1,3 et 3,3 log étaient observés.

En fle-de-France, Moulin et al. (2010) ont montré par un suivi de deux ans (2007-2008) que la
STEU Seine Amont, équipée d’un traitement primaire et d’un traitement secondaire par boues
activées, permettait d’éliminer seulement 1 log d’entérovirus infectieux (titrés sur cellules BGMK).

Dans le Michigan (Etats-Unis), un suivi sur cing mois des concentrations en adénovirus,
entérovirus et norovirus Gll a été effectué au niveau de cinqg STEU ayant différentes technologies de
traitement mais toutes dotées, en plus d’un traitement secondaire par boue activées, d’une étape de
désinfection par chloration ou UV. Les occurrences moyennes de détection de ces trois virus par PCR
dans les eaux usées brutes étaient respectivement de 100 %, 67 % et 10 %. La concentration de virus
infectieux (déterminée par culture sur cellules A549 et BGMK) était en moyenne de 2.10° MPN/100 L
dans les eaux usées brutes, 1,6.10° MPN/100 L dans les effluents, et 1,4.10° MPN/g dans les
biosolides. Les abattements observés dans les effluents étaient en moyenne de 4,2 log. Par ailleurs,
la désinfection par UV était plus efficace que la désinfection par chloration, et le systeme de
bioréacteur a membrane était plus efficace pour abattre les adénovirus (mais pas les entérovirus)
que le systeme classique d’épuration par boue activée (Simmons and Xagoraraki, 2011).

Enfin, Prévost et al.(2015) ont réalisé un suivi pendant une période d’un an des concentrations
d’un panel de douze virus entériques dans les effluents de quatre STEU majeures de I'agglomération
parisienne, comprenant des traitements par boues activées et filtration biologique. Les
concentrations médianes (déterminées par PCR) s’étendaient de moins de 1.10” copies/L, s’agissant
des entérovirus, a plus de 10* copies/L concernant les rotavirus A et adénovirus, tandis que les
astrovirus, norovirus (Gl et GIllI), salivirus, cosavirus étaient quantifiés a des concentrations
intermédiaires. Par ailleurs, des calculs de flux ont permis de montrer qu’au cours d’une année, 70 %
a 90 % de la charge virale mesurée dans le bassin versant en aval de I'agglomération émettrice

provenaient des effluents de STEU.
Ainsi, les eaux usées brutes contiennent environs 10> a 10* virus entériques/L. Lorsque ces

eaux sont traitées, les STEU permettent d’abattre approximativement 3 et 1 log de la charge virale,

selon la présence ou non d’un traitement tertiaire. Les rejets traités restent donc une source majeure
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de contamination virale pour les milieux récepteurs, en particulier en absence de traitement

tertiaire.

1.3.2. Ressources superficielles et contamination virale

Les eaux douces de surfaces sont souvent utilisées comme ressources pour approvisionner en
eau potable les grandes agglomérations urbaines, car les rivieres et les lacs permettent un
approvisionnement régulier de grands volumes d’eau brute (Katsanou and Karapanagioti,
2017). L'exploitation de ces ressources est néanmoins plus coliteuse en traitements et nécessite
davantage d’infrastructures et de maintenance que celles des ressources souterraines. En milieu
urbain, les eaux de surface ont des charges virales relativement élevées (Tableau 5) soumises a
d’importantes variations spatio-temporelles.

La contamination virale des eaux de surface est directement influencée par les collectivités
humaines et les activités agricoles situées sur les bassins versants. Apportée par les STEU, elle
dépend d’une part de la charge virale des effluents et d’autre part des volumes rejetés dans les
milieux récepteurs. En effet, la charge virale des effluents est déterminée par les performances des
traitements ainsi que par la taille de la population raccordée au réseau d’assainissement et son statut
sanitaire. De plus, il existe une variation saisonniere des charges virales dans les rejets qui coincide
avec les pics épidémiques (Farkas et al., 2018a, 2018b; Li et al., 2011; Prevost et al., 2015). L'impact
sur le milieu récepteur dépend aussi du facteur de dilution entre le volume d’effluents et celui du
milieu.

Les conditions météorologiques et climatiques impactent également la contamination virale
des milieux récepteurs de diverses fagons. Les précipitations ou les fontes de neige sont
particulierement impactantes lorsque les eaux usées sont prises en charge par un réseau unitaire.
Lorsque les volumes excedent la capacité du réseau, celui-ci déborde via les déversoir d’orages ce qui
entraine des rejets directs d’eaux usées diluées dans I’environnement en bypassant les STEU
(Haramoto et al., 2006). Une étude a montré que par temps de pluie, le débordement des déversoirs
d’orages impacte fortement les milieux récepteurs. Ainsi, dans les milieux récepteurs en aval de trois
STEU de I'agglomération de Chicago (USA), les concentrations en virus cultivables totaux (sur lignée
PLC/PRF/5, dont les auteurs ont montré qu’elle permet de détecter cinquante fois plus de virus
infectieux dans les eaux usées que les cellules BGM), HAdV infectieux et génomes de NoV étaient
plus de dix fois supérieures par temps de pluie que par temps sec (Rodriguez et al., 2012). De plus,
lorsque les capacités hydrauliques maximales des STEU sont atteintes, leur efficacité est amoindrie et
les traitements peuvent étre volontairement réduits pour prendre en charge un volume d’effluent
plus important (Capodaglio, 2005). Enfin, le ruissellement d’eau de pluie sur les surfaces agricoles

ayant fait I'objet d’épandages de boues contaminées ou bien sur des parcelles d’élevage d’animaux
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porteurs de virus entériques a transmission zoonotique (VHE notamment) pourrait entrainer le

transfert de virus en amont du bassin versant.
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Tableau 5 : Fréquence de détection et concentration des virus entériques dans les eaux de surface.

Virus Fréquence de  Concentration Riviere Pays Référence
détection (%)* (copies/L)
Adénovirus 88 (46/52) 10%310° Llugwy et Conwy Ecosse (Farkas et al.,
2018a)
58 (7/12) <3.10° Kalamas Grece (Kokkinos et al.,
2018)
22 (7/32) 10’3 10° Tibre Italie (La Rosa et al.,
2017)
100 (6/6) 10° 3 10° Lloregat Espagne  (Calgua et al., 2013)
93 (93/100) 10° 3 10° Seine France (Prevost et al.,
2015)
Virus aichi 38(20/52) 10° 3 10* Katsura et Furu  Japon (Hata et al., 2018)
21(21/100) < 10? Seine France (Prevost et al.,
2015)
Astrovirus 36 (36/100) 10% 3 10° Seine France (Prevost et al.,
2015)
29/48 n.i.** Barrage de San  Argentine (Masachessi et al.,
Roque 2018)
Cosavirus 29 (4/14) 10*3 10* Fujikawa Japon (Haramoto and
Otagiri, 2014)
14 (14/100) < 10? Seine France (Prevost et al.,
2015)
Entérovirus 31(16/52) 10%a 10* Katsura et Furu  Japon (Hata et al., 2018)
65 (31/48) n.i. San Roque Argentine (Masachessi et al.,
(retenue d’eau) 2018)
28 (9/32) 10° 3 10° Tibre Italie (La Rosa et al.,
2017)
6 (6/100) < 10? Seine France (Prevost et al.,
2015)
Norovirus 50 (6/12) 10' 2 10 Bow (amont) Canada (Pang et al., 2019)
75 (9/12) 10'310° Bow river (aval)
58 (30/52) 10%310° Katsura et Furu  Japon (Hata et al., 2018)
13 (5/52) 10* 3 10° Llugwy et Conwy Ecosse (Farkas et al.,
2018a)
17 (2/12) <5.10° Kalamas Grece (Kokkinos et al.,
2018)
28 (9/32) n.i. Tibre Italie (La Rosa et al.,
2017)
92 (92/100) 10*310° Seine France (Prevost et al.,
2015)
Norovirus 60 (29/48) n.i. Barrage de San  Argentine (Masachessi et al.,
Roque 2018)
83 (5/6) 10*310° Lloregat Espagne (Calguaetal., 2013)
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Tableau 5 (suite)

Virus Fréquence de Concentration Riviere Pays Référence
détection (%) (copies/L)
Rotavirus 100 (12/12) 10% 3 10 Bow (amont)  Canada (Pang et al., 2019)
100 (12/12) 10° a2 10° Bow (aval)
31(16/52) 10’3 10° Katsura et Furu Japon (Hata et al., 2018)
52 (25/48) n.i San Roque Argentine  (Masachessi et al.,
(retenue d’eau) 2018)
9(3/32) n.i Tibre Italie (La Rosa et al., 2017)
57 (57/100) 10° 3 10° Seine France (Prevost et al., 2015)
Salivirus 13 (13/100) < 10? Seine France (Prevost et al., 2015)
Sapovirus 25(3/12) 10*a 10° Bow (amont) Canada (Pang et al., 2019)
75 (9/12) 10° 3 10° Bow river (aval)
13 (7/52) 10%a 10° Katsura et Furu Japon (Hata et al., 2018)
4(2/52) 10* Llugwy et Ecosse (Farkas et al., 2018a)
Conwy
VHA 23 (11/48) n.i. Barrage de San  Argentine (Masachessi et al.,
Roque 2018)
8(3/32) n.i. Tibre Italie (La Rosa et al., 2017)
33(7/27) n.i. Po et Dora Italie (laconelli et al., 2015)
Riparia
VHE 2 (1/48) n.i. Retenue d’eau  Argentine (Masachessi et al.,
de San Roque 2018)
3(1/32) n.i. Tibre Italie (La Rosa et al., 2017)
4(1/27) n.i Po et Dora Italie (laconelli et al., 2015)
Riparia

* Le nombre d’échantillons positifs sur le nombre total analysés est indiqué entre parentheses
**n.i. : non indiqué
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1.3.3. Ressources souterraines et contamination virale

Les ressources souterraines font référence aux aquiféres dont I'eau est extraite via des puits
ou jaillit de sources naturelles. Elles approvisionnent en eau douce 33 % de la population mondiale et
75 % de la population européenne (Katsanou and Karapanagioti, 2017). Les ressources souterraines
sont de meilleure qualité que les ressources superficielles car le sol agit comme un filtre naturel qui
retient une partie de la matiere organique, des particules et des micropolluants. Le transfert des
virus dans l'aquifere dépend des caractéristiques du sol et de la roche qui la compose, de la
saturation du sol, du pH, ainsi que des propriétés intrinséques des virus (Gerba, 1984; Yates et al.,

1988) (Figure 6).
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Figure 6 : Facteurs influengant la migration et la persistance des virus dans le sol et l'eau
souterraine. Issue de Azadpour-Keeley et al. (2003)

Une méta-analyse incluant douze études menées entre 1992 et 2013 aux Etats-Unis, au
Canada, en ltalie, au Japon et en Corée du Sud a été réalisée pour caractériser la contamination en
virus entériques humains de ressources souterraines exploitées par des opérateurs publics pour la

production d’eau (Fout et al., 2017). Au total, 2273 échantillons d’eau souterraine, représentant 746
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puits et 718 installations de production d’eau potable, ont été analysés. L’analyse indique que des
virus entériques humains ont été détectés (par culture ou PCR) dans 15 % des échantillons et 27 %
des puits. Parmi les échantillons positifs les concentrations moyennes de virus étaient de 16 unités
génomiques/L et 0,4 unités infectieuses /L. Les auteurs notent que ces valeurs pourraient étre sous-
estimées car les rendements des méthodes de concentration et de détection n’atteignent jamais
100 %.

La contamination des ressources souterraines est notamment dépendante de la qualité et de
la proximité des infrastructures sanitaires. Dans une autre étude, parmi 90 échantillons d’eau
souterraine issus de 90 puits sélectionnés aléatoirement dans la région de Baltimore, aucun n’était
positif par culture sur cellules BGMK permettant la culture des entérovirus (aprés une premiére
incubation de 14 jours et une ré-inoculation des surnageants de méme durée), ni par PCR en ce qui
concerne les VHA, entérovirus et norovirus (Gl et Gll). Du génome de rotavirus a été détecté dans un
seul échantillon (Banks and Battigelli, 2002). En revanche, des niveaux de contamination plus
importants ont été mis en évidence au Ghana, a travers une étude ayant recherché la présence de
génomes d’adénovirus ou de rotavirus dans 62 échantillons d’eau issue de 22 forages ou puits
creusés a la main (hand-dug wells). Neufs sites ont été positifs en génomes d’adénovirus, et trois en
génomes de rotavirus (Lutterodt et al., 2018). Les auteurs soulignent que la contamination
généralisée des ressources est directement liée a proximité d’installation sanitaires et de fosses
septiques. Dans cette, étude aucune des ressources considérées n’avait une qualité microbiologique
suffisante pour ne pas nécessiter de traitement avant consommation.

En Italie, les norovirus, entérovirus, rotavirus et VHA ont été recherchés par PCR dans des
échantillions d’eau souterraine issue de 182 puits utilisés pour l'irrigation. Parmi 364 échantillons, 27
(7,4 %) issus de 27 puits ont été positifs pour au moins un type de virus (66,7 % en norovirus, 18,5 %
en rotavirus et 15,8 % en entérovirus). Le VHA n’a été détecté dans aucun échantillon (De Giglio et
al., 2017). De plus, les auteurs n’ont mis en évidence aucune différence de contamination liée a la

géomorphologie poreuse ou fissurée (karstique) du sol.

L'ensemble de ces études indique que les ressources souterraines sont généralement peu
contaminées en virus entériques dans les pays industrialisés en zones tempérées. Les ressources
souterraines des pays en voie de développement en zones tropicales sont en revanche davantage

contaminées.
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1.4. Le risque sanitaire lié a la présence de virus entériques dans I’eau de consommation
1.4.1. Généralités

Les épidémies de gastroentérites virales liées a I'eau de distribution ne sont pas
exceptionnelles, et un certain nombre d’entre elles pourraient étre évitées par des usines de
production d’eau potable plus fiables et performantes et par une meilleure évaluation des risques
(Ashbolt, 2015). Certaines spécificités des virus entériques complexifient I’évaluation du risque qui
leur est associé, comme par exemple leur faible dose infectieuse qui implique que méme la présence
d’une tres faible concentration de particules infectieuses dans I'eau distribuée constitue un risque.
De plus, la contamination virale ne coincide pas nécessairement avec la présence d’indicateurs
bactériens de contamination fécale (Escherichia coli et Entérocoques intestinaux).

Ainsi, Fout et al. (2017) ont évalué la pertinence de différents indicateurs de contamination
fécale (coliformes totaux, E. coli, Enterococcus, spores, phages somatiques, phages ARN F-
spécifiques) pour évaluer la qualité virale des eaux souterraines. lls montrent que E. coli et les phages
somatiques sont les meilleurs indicateurs de la présence de virus cultivables a I'échelle de
I’échantillon (présence de virus cultivables dans un échantillon 7 a 9 fois plus probable en présence
de ces indicateurs), mais que les phages somatiques et les phages ARN F-spécifiques sont les
indicateurs les plus pertinents a I’échelle du puits (présence de virus cultivables dans un puits 8 a 9
fois plus probable en présence de ces indicateurs). Leur analyse souligne néanmoins que ces
indicateurs peuvent sous-estimer la présence de virus infectieux. De plus, Prévost et al.(2015) n’ont
observé aucune corrélation entre la concentration en indicateurs bactériens (E. coli et entérocoques
intestinaux) et celle de différents virus entériques quantifiés par biologie moléculaire (HAdV, NoV Gl,
NoV GllI, RV-A), que ce soit dans les rivieres de I'agglomération parisienne (Seine, Marne) ou dans les

eaux usées.

1.4.2. Cadre réglementaire
La qualité de I'eau potable est encadrée par la Directive européenne publiée en décembre
1998 (98/83/CE). La réglementation définit I'’eau destinée a la consommation humaine comme « une
eau devant ne pas contenir un nombre ou une concentration de micro-organismes, de parasites ou
de toutes autres substances constituant un danger potentiel pour la santé des personnes et étre
conforme a un certain nombre de limites et de références de qualité » et fixe des références et des
limites de qualités :
- Les limites de qualités sont des parametres (physico-chimiques ou microbiologiques)

susceptibles d’avoir des effets immédiats ou a long terme sur la santé des consommateurs.
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- Les références de qualités sont des parametres sans incidence sur la santé aux
concentrations habituellement rencontrées dans les eaux, mais qui peuvent indiquer une
altération de la qualité de I’eau ou un dysfonctionnement des installations.

Tableau 6 : Limites et références de qualité (parameétres microbiologiques) décrites dans I'arrété du
11 janvier 2007 (Annexes L.I.A. et LILLA)

Limites de qualité

E. coli 0 dans 100 mL

Entérocoques 0 dans 100 mL

Références de qualité

Bactéries coliformes 0 dans 100 mL

Bactéries anaérobies sulfito-réductrices (spores comprises) 0 dans 100 mL

Variation d’un rapport 10 par
Germes aérobies revivifiables a 22 °C et 37 °C PP P

rapport a la valeur habituelle

Les virus ne font actuellement pas partie des parametres microbiologiques utilisés comme
limites et références de qualité (Tableau 6), mais des évolutions sont a prévoir. En effet un projet de
révision de la Directive 98/83/CE est a I'étude par la Commission européenne
(www.consilium.europa.eu). Il vise notamment a revoir la pertinence des parameétres
microbiologiques, qui n’ont pas été révisés depuis 1998, a la lumiére des connaissances scientifiques
récentes. Le nouveau projet de directive, dans sa version datée du 2 février 2018, prévoit ainsi de
modifier certains parametres et d’en introduire de nouveaux tels que les coliphages somatiques
(absence dans 100 mL). Il souligne d’autre part que des concepts fondés sur I’évaluation sanitaire des
risques et la gestion prévisionnelle des risques devraient étre davantage considérés concernant les
agents pathogénes non pris en compte dans la directive actuelle. La nouvelle directive incitera a la

mise en ceuvre d’approches préventives, actuellement sous-représentées.

1.4.3. Ll’évaluation quantitative du risque sanitaire

L’analyse quantitative du risque microbiologique sanitaire (QMRA) est une démarche visant a
apporter une aide a la décision et a la gestion des risques. Elle repose sur I'identification des dangers,
la caractérisation des dangers, et I’évaluation de I'exposition. Différents modéles permettent ensuite
d’intégrer ces parametres pour aboutir a une estimation chiffrée du risque sous forme de

probabilités (Haas et Eisenberg 2001).
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Virus de référence

Une QMRA ne pouvant pas étre réalisée sur chaque danger, des pathogénes de référence,
censés représenter I'ensemble des autres pathogenes de méme nature, sont sélectionnés selon des
critéres prenant en compte leur impact sanitaire et leur persistance. Si un traitement est efficace
pour éliminer le pathogene de référence on considére alors qu’il I'est également pour éliminer
I’ensemble des pathogenes qu’il représente. Historiquement, des modeéles ont été construits a partir
de Giardia et du rotavirus afin de déterminer le niveau de traitement permettant d’atteindre un
niveau de risque acceptable (Regli et al., 1991). L’utilisation du rotavirus pour établir la relation dose-
infection pour I'ensemble des virus transmissibles par voie hydrique est considérée comme un
approche sécuritaire (Gerba et al., 1996; OMS, 2017). Certaines QMRA ont été menées sur d’autres
virus comme le PV ou les HAdV (AFSSA, 2007). La sélection d’un pathogéene de référence repose sur
un faisceau de critéeres tels qu’une transmission par voie hydrique établie, la présence et persistance
dans les ressources, la sensibilité aux traitements d’élimination, I'impact sanitaire, et la disponibilité
de données nécessaire a la réalisation d’'une QMRA. Le choix du pathogene de référence peut étre

adapté dans les contextes spécifiques.

Caractérisation des dangers

La caractérisation des dangers consiste a établir les relations dose-infection puis infection-
maladie pour un virus donné. Pendant longtemps, le concept de la dose infectieuse minimale (DIM) a
prévalu pour définir la relation dose-infection. La DIM était déterminée en administrant différentes
doses de virus a un grand nombre d’individus volontaires (Tableau 7). Or, dans les faits, les études
rapportaient souvent la dose nécessaire pour infecter 50 % de la population testée (Dlso) car sa
détermination nécessitait d’inclure moins de sujets pour étre statistiquement fiable. De plus, les
doses administrées dans ces essais étaient souvent exprimées en TCIDs, (nombre de virus infectant
50 % des puits en culture), et donc le nombre réel de virus infectieux n’était qu’approximativement
connu (Yezli and Otter, 2011). C’'est désormais le concept de contamination unique selon lequel une

unité d’agent pathogéene suffit pour induire une infection qui prédomine (OMS, 2017).
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Tableau 7 : Doses infectieuses minimales de quelques virus entériques. D’aprés (Yezli and Otter,
2011).

Virus Dose infectieuse minimale Référence
Rotavirus 0,9 unités infectieuses (Ward et al., 1986)
Poliovirus Type 1 12 unités infectieuses (Katz and Plotkin, 1967)
Poliovirus Type 3 1 TCIDsq
Norovirus 18 virus (Teunis et al., 2008)
Echovirus 11 10 TCIDs (Saliba et al., 1968)
Echovirus 12 17 unités infectieuses (Schiff et al., 1984)

Des modeles permettent de caractériser la relation dose-infection et renseignent sur la
probabilité d’infection en fonction de la dose ingérée. Ces modéles admettent généralement trois
hypothéses (Haas et al., 1999) :

(1) Une particule virale suffit pour induire une infection (modéle sans seuil), mais avec une
probabilité tres faible ;

(2) IIn’y a pas de synergie entre les différents micro-organismes ingérés ;

(3) Les pathogenes, qui sont supposés étre distribués aléatoirement dans I'eau et présents en

faible quantités, suivent une distribution de Poisson.

La construction des modeles dépend de la prise en compte ou non d’une variabilité de la
probabilité d’infection au sein de la population. Si la probabilité d'infection est considérée comme
constante dans la population, elle suit alors une relation de type exponentielle (Haas, 2002). Si la
probabilité d’infection varie d’un individu a I'autre ou si on veut tenir compte d’une différence de
virulence entre génotypes, la relation dose-infection peut étre modélisées par une loi Béta-Poisson
(Teunis and Havelaar, 2000). D’autre modeéles peuvent étre établis a posteriori lorsque deux
populations présentent des probabilités d’infection distinctes mais qu’aucun marqueur ne permet de

les identifier initialement (Haas et al., 1999).

Caractérisation de |'exposition

Les données de contamination de I’'eau de boisson et de consommation permettent d’évaluer
I’exposition. Généralement, la contamination est estimée a partir de la contamination des ressources
avant traitement et des hypotheses sur I'efficacité des traitements extrapolés a partir de données

concernant des virus modeles.
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1.4.4. Mesure de I'effet sanitaire

Dans le domaine de I'eau potable, les objectifs de sécurité sanitaire font appel au concept de
niveau de risque acceptable ou tolérable qui consiste a définir une valeur seuil telle que la limite
d’incidence annuelle acceptable de gastroentérites dues a I'eau de consommation. Deés 1991, un
niveau de risque acceptable d’un cas d’infection pour 10000 habitants a été proposé par analogie
avec le niveau de risque initialement défini comme acceptable pour les Giardia (Regli et al., 1991). Ce
niveau de risque a conduit a définir un seuil d’efficacité de traitement minimal de 4 log pour la
production d’eau potable a partir d’eaux superficielles (Macler and Regli, 1993).

Depuis 2003, 'OMS définit un risque acceptable exprimé en nombre d’« années de vie
corrigées de l'incapacité » ou DALY qui traduit le temps pendant lequel la qualité de vie ou sa durée
est restreinte du fait de la maladie. La DALY permet d’agréger différents effets sanitaires et d’intégrer
la probabilité d’occurrence, la gravité et la durée de chacun d’eux. En pratique, chaque effet est
pondéré par un coefficient de gravité et multiplié par la durée de l'effet et le pourcentage de
personnes affectées, ce qui se traduit par I'’équation :

DALY = X;c¢; - d; - p;

¢;: coefficient associé a la gravité de I'effet compris entre 0 (bon état de santé) et 1 (déces)

d;:durée de I'effet

p; : probabilité d’apparition de I'effet

L’'OMS propose une valeur de 10° DALY/an comme risque acceptable pour les agents
microbiologiques infectieux. En pratique, ce niveau de risque est appliqué a chaque micro-organisme
de fagon indépendante. Cet objectif correspond généralement a une concentration d’environ un

micro-organisme pathogéne infectieux dans 10 * ou 10 ° litres.
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Figure 7 : Objectifs de performance de traitement pour le rotavirus en fonction du niveau de
revenu et de la qualité de I'eau brute (d’aprés (OMS, 2017))

L’objectif de performance de traitement des agents pathogenes dépend de leur concentration
dans I'eau brute, mais également du statut sanitaire de la population qui peut étre reflété par le
niveau de revenu des pays. Concernant le rotavirus utilisé comme modele pour I’évaluation du risque
viral lié a I'’eau de distribution, cet objectif est respectivement de 5,96 et 7,96 log de réduction, dans
les pays a revenu respectivement élevé et faible, pour une concentration initiale dans I’eau brute de
10 virus/L (Figure 7). Dans la Seine, les concentrations médianes en RV-A (génome) sont de I'ordre de
10% 3 10° copies/L et peuvent ponctuellement atteindre plus de 10* copies/L. Une concentration de
10® copies/L implique un objectif de traitement d’au moins 8 log d’abattement en considérant par

une approche conservative que les génomes détectés correspondent a des virus infectieux.

1.4.5. Limites actuelles d’évaluation du risque sanitaire

Les principaux facteurs limitant I'analyse quantitative du risque sanitaire concernent le
manque de données fiables de contamination (AFSSA, 2007) dont notamment le manque de
données reliant les indicateurs de contamination fécale a la contamination virale (Payment and
Locas, 2011), ou renseignant sur les capacités de survie des virus dans les différents environnements
et face aux traitements. |l n’existe par ailleurs pas de méthode de quantification standard, et en ce
qui concerne les virus non cultivables la distinction entre les génomes infectieux et non infectieux est

difficile a établir, méme avec I'utilisation de plus en plus de tests d’intégrité des particules virales.
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Enfin, les données permettant de caractériser les relations dose-réponse sont insuffisantes en

particulier s’agissant de la sensibilité des populations et de la virulence des différents variants.

1.5. Conclusion

Les infections par les virus entériques humains sont tres fréquentes et peuvent étre
asymptomatiques, ou se manifester par des maladies bénignes a mortelles. Ces virus représentent
un risque de santé publique a I’échelle mondiale dont I'impact sanitaire dépend des conditions socio-
économiques locales et est, entre autres, lié a la qualité de I'eau de consommation. Les co(ts socio-
économiques qui y sont associés peuvent étre importants. Les virus entériques humains peuvent
contaminer toutes les ressources hydriques situées a proximité des activités humaines. Si ces virus
sont généralement présents en faibles concentrations dans les eaux souterraines naturellement
protégées, leur prévalence est trés élevée dans les eaux de surface avec des charges présentant une
forte variabilité spatio-temporelle. Le manque de données concernant le maintien de leur potentiel
infectieux dans I’environnement et au cours des traitements est I'une des limites a |"évaluation du

risque sanitaire qui leur est associé.
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2. Inactivation des virus entériques humains dans les milieux hydriques
2.1. Généralités

Les virus ne sont pas capables de se multiplier dans I'environnement, mais peuvent y persister
longtemps, parfois méme plusieurs années (Seitz et al., 2011). Comme décrit dans les sections
précédentes, des virus infectieux peuvent étre détectés dans de nombreux types d’eaux,
superficielles ou souterraines, ainsi que dans des eaux destinées a la consommation humaine en
sortie des filieres de potabilisation. Ceci démontre leur capacité a se disséminer dans
I’environnement et a résister a différentes conditions environnementales. La persistance des virus
leur permet de se propager dans les milieux aquatiques sur de longues distances et augmente les
probabilités d’infecter un nouvel hote (Fauvel et al., 2017b; Sassi et al., 2018). L’évaluation de la
persistance des virus entériques est donc essentielle pour caractériser le risque sanitaire qui leur est

associé.

La persistance virale dans les milieux aquatiques est la résultante de deux phénomeénes
distincts : d’'une part, des processus d’inactivation par lesquels les virus perdent leur pouvoir
infectieux et, d’autre part, de la vitesse a laquelle les virus s’adsorbent a des particules
sédimentables et sont immobilisés dans les sédiments. Le premier phénomene est discuté dans ce
chapitre 2, tandis que le second, qui met en jeu des interactions physiques entre les virus et d’autres
particules est abordé dans le chapitre 3. Les virus peuvent étre inactivés par une altération des
protéines structurales constituant la capside ou une atteinte du génome (Pinon and Vialette, 2018),
empéchant la réalisation d’au moins une étape nécessaire au processus infectieux telle que
I’adhésion aux cellules cibles, I'internalisation (ou l'injection du génome dans le cas des phages), la
décapsidation, le transport intracellulaire, la réplication du génome, la synthese des protéines virales,

I’encapsidation ou la lyse des cellules pour permettre leur dissémination a d’autres cellules.

Seul un nombre limité de virus entériques sont facilement cultivables in vitro, ce qui est
pourtant le seul moyen de confirmer la présence d’un risque infectieux. En effet, si des modéles
cellulaires existent pour les rotavirus, VHA, VHE, astrovirus et méme désormais norovirus, leur
culture est longue, techniquement fastidieuse ou limitée a certaines souches. Par exemple, seule la
souche vaccinale HM175 du VHA peut étre cultivée, seuls certains sérotypes d’astrovirus sont
cultivables sur cellules Caco-2 (ou HT-29), et la culture des norovirus sur entéroides qui est
expérimentalement complexe ne concerne que quelques génotypes. (Bhar and Jones, 2019;
Herrmann et al., 1988; Johnson et al., 2017; Okamoto, 2011; Provost et al., 1981; Saif et al., 1988).
Pour certains de ces virus, un modele cellulaire adapté peut donc étre utilisé pour évaluer I'efficacité
d’un traitement d’inactivation apres dopage initial d’'un échantillon, mais ne peut renseigner sur le

risque infectieux d’un échantillon inconnu. Dans les faits, lorsque l'infectivité d’un échantillon
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environnemental est analysée, seuls les entérovirus, voire les adénovirus, sont recherchés (Hamza et
al., 2011). Aussi, la détection et la quantification des virus entériques dans I’environnement reste
principalement basée sur des méthodes moléculaires (Hamza and Bibby, 2019). Des modeéles viraux
de substitution sont fréquemment utilisés pour suppléer aux limites et inconvénients des systemes
de culture des virus humains. Ces virus servent notamment a renseigner sur la persistance et la

résistance aux traitements d’inactivation de virus d’intérét non ou difficilement cultivables.

2.2. Modeéles viraux de substitution

Les virus de substitution sont sélectionnés selon différents criteres tels que leur innocuité pour
I'Homme, la possibilité de les dénombrer rapidement a faible colt et surtout leurs cinétiques
d’inactivation idéalement proches de celles des virus d’intéréts et pouvant donc avoir une valeur
prédictive sur leurs cinétiques d’inactivation ou de transfert (Busta et al., 2003). Dans le cadre de la
rétention physique des virus, le choix des virus de substitution repose aussi sur des critéres de
similitude de structure (le plus souvent la taille, mais parfois la charge électrique ou
I’hydrophobicité). Les substituts sont des virus cultivables ayant pour hote des cellules animales ou
bactériennes qui présentent des caractéristiques proches de celles des virus d’intérét, ou bien parfois
des pseudo-particules virales ou virus like particles (VLP) dépourvues de matériel génétique (Cook,
2013). Ces particules sont obtenues par expression dans un systeme cellulaire des génes codant les

protéines de capsides, capables de s’auto-assembler.

A titre d’exemple le bactériophages MS2 présente des similitudes avec les entérovirus par la
taille, la structure icosaédrique, le génome ARN simple brin a polarité positive et le point
isoélectrique (Lim et al., 2010). Les phages Q3, ¢X174 et PRD1 sont également parfois utilisés comme
substituts (Gibson et al., 2012; Hornstra et al., 2018; Kim et al., 2017). La pertinence des substituts
dépend du mode d’élimination considéré. Le phage MS2 est un bon indicateur de l'inactivation du
poliovirus 3 (PV3) par l'ozone (Finch and Fairbairn, 1991) et du poliovirus 1 (PV1) par les UV
(Nuanualsuwan et al., 2002). En revanche, le phage MS2 n’est pas un substitut conservateur de
I’élimination du poliovirus 1 ou de I'adénovirus 40 par coagulation, contrairement au phage X174
(Shirasaki et al., 2016). Bertrand et al.(2012) qui ont conduit une méta analyse sur la sensibilité des
virus entériques a la chaleur suggérent l'utilisation des phages @X174 et PRD1 comme substituts

conservateurs concernant les inactivations thermiques.

Plusieurs virus appartenant a la famille des Caliciviridae sont utilisés comme substituts pour les
norovirus humains. Il s’agit du calicivirus félin (FCV), du calicivirus canin (CaCV), du virus Tulane, ainsi
qgue du norovirus murin (MNV). Ce dernier, décrit pour la premiere fois en 2003, est le substitut le

plus proche des norovirus humains du point des structures biochimique et moléculaire et de la
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pathogenese (Wobus et al., 2006). Cannon et al.(2006) ont comparé la stabilité et I'inactivation du
MNV et du FCV dans différentes matrices et conditions de température et pH pour évaluer leur
pertinence en tant que substitut du norovirus humain. Ils ont montré que le MNV est plus stable que
le FCV en milieu acide comme basique a des pH compris entre 2 et 10. Le MNV a également une
stabilité supérieure au FCV a 56°C. Leur persistance a long terme est comparable a 4°C, mais le MNV
est plus persistant que le FCV a température ambiante. De facon analogue, Bae et al.(2008) ont
étudié la persistance du MNV et du FCV dans les eaux de surface et souterraine. Ils ont montré que
les cinétiques d’inactivation du MNV sont comparables a celles du norovirus humain, tandis que le
FCV est significativement moins stable. Le MNV est ainsi considéré comme un substitut pertinent
pour évaluer la survie dans I’environnement du norovirus humain. Le virus Tulane, isolé du macacque
rhésus et cultivable depuis 2008, est considéré comme faisant partie d’un nouveau genre de
Caliciviradae nommé Recovirus génétiquement plus apparenté au genre Norovirus que tous les
autres genres de Caliciviridae (Farkas et al., 2008; Wei et al., 2008). Il a de ce fait treés vite été
considéré comme un substitut valable pour étudier la persistance du norovirus humain (Drouaz et al.,
2015; Tian et al., 2013). Le virus Tulane et le MNV ont une résistance a la chaleur (50°C a 75°C) ainsi
gu’une persistance dans I'eau a 20°C comparables, mais le MNV est plus stable dans I'eau a 4°C,
résiste mieux aux pH extrémes, et est moins facilement inactivé par le chlore que le virus Tulane. Ce

dernier serait donc un substitut moins approprié que le MNV (Hirneisen and Kniel, 2013).

Des VLP de norovirus humains et de rotavirus peuvent étre produites in vitro par expression
puis auto-assemblage des protéines de capside dans des cellules d’insectes. Les VLP de rotavirus
permettent une évaluation conservative de la persistance des rotavirus dans l'eau et de leur
résistance a différents traitements (Caballero et al., 2004; Loisy et al., 2004). La limite principale de
I'utilisation des VLP est que leur quantification repose sur des méthodes immunologiques, de
microscopie ou de cytométrie, dont les limites de détection sont élevées. De plus, de par sa charge
négative, le génome d’un norovirus ou rotavirus peut influer sur les propriétés de leur surface et
induire une différence de comportement en solution par comparaison aux VLP correspondantes qui

n’ont pas de matériel génétique (Dika et al., 2011).

Enfin, il existe des modeéles viraux non humains qui, outre le fait que ce sont des indicateurs
viraux de contamination fécale, présentent des cinétiques de persistance dans I’environnement
comparables a celles de certains virus humains. Il s’agit par exemple des bactériophages somatiques
et des bactériophages ARN F-spécifiques (FRNAPH). Les premiers s’attachent a un récepteur de la
paroi bactérienne tandis que les seconds s’attachent au pilus présent chez les bactéries porteuses du
plasmide codant le facteur F. Ces bactériophages ont un comportement similaire a celui des virus

entériques humains dans les STEU, ainsi qu’une persistance comparable dans les milieux aquatiques
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(McMinn et al., 2017). Par ailleurs, un intérét croissant se porte sur un pathogene de plante, le virus
de la marbrure bénigne du piment ou PMMoV (Pepper Mild Mottle Virus), identifié pour la premiere
fois par métagénomique dans des feces humaines, dans lesquelles il représentait la majorité des
virus @ ARN (Zhang et al., 2006). Ce virus est un trés bon indicateur de la persistance des virus
entériques humains dans les eaux souterraines ou de surface impactées par des eaux usée
domestiques non traitées (Symonds et al., 2018). Plus récemment encore les CrAssphages, des
bactériophages de bactéries du genre Bacteroides présents dans le tube digestif de la moitié de la
population, dans lequel ils représenteraient 90 % du virome, ont été identifiés par cross-Assemblage
de données métagénomiques (Shkoporov et al., 2018). Des travaux récents indiquent qu’ils seraient
un meilleur indicateur de contamination fécale que le PMMoV, notamment car leur concentration
dans les eaux usées est trés élevée (10° copies/mL) (Malla et al., 2019b, 2019a). La connaissance sur
ces virus est encore parcellaire, et leur persistance dans I’environnement n’a pas encore été

documentée.

2.3. Persistance dans les environnements hydriques
2.3.1. Eau souterraine

De nombreuses études telles que celles citées ci-aprés ont été menées pour évaluer la
persistance des virus, mesurée par culture, dans différentes matrices hydriques environnementales
incubées en laboratoire. Dans la plupart, les incubations ont été réalisées a plusieurs températures.
Yates et al.(1985) ont analysé la vitesse d’inactivation du MS2, du PV1 et de I"échovirus 1 dans des
échantillons d’eau souterraine issus de 11 sites. L’abattement maximal journalier d’infectivité parmi
ces trois virus était de 0,064 log a 4 °C, 0,186 log a 12 °C, et 0,628 log a 23 °C. Bae et Schwab (2008)
ont également analysé la persistance d’un panel de virus dopés dans des échantillons d’eau
souterraine. A 25 °C, 'abattement viral par jour, mesuré par culture, était de 0,09 log pour le MS2,
0,04 log pour le MNV, 0,12 log pour le FCV et 0,09 log pour le PV. A 4 °C 'abattement maximal était
celui du FCV avec 0,06 log par jour. Cette persistance virale élevée a basse température a également
été rapportée par Sobsey et al.(1986) qui ont montré que le PV 1, le VHA et I'échovirus 1 dopés dans
des échantillons d’eau souterraine conservés a 5 °C étaient capables de persister plus 12 semaines
avec moins de 1 log d’inactivation. Charles et al.(2009) ont comparé les cinétiques d’inactivation de
virus entériques et de substituts dans les eaux souterraines a 12 °C. Dans I'ordre du plus au moins
stable, les virus étaient le phage X174, 'adénovirus 2, le phage PRD1, le PV 3 et le coxsackievirus
B1. Le phage X174 pourrait ainsi étre un indicateur conservateur de la persistance des virus
entériques dans les eaux souterraines. S’agissant plus particulierement de I'adénovirus 2, les auteurs
ont observé une diminution biphasique comprenant tout d’abord un abattement initial rapide de

I'infectivité atteignant 4,2 log aprés 21 jours, suivi d’'une phase de persistance accrue caractérisée par
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une vitesse d’abattement de 0,02 log par jour. Dans cette étude, des adénovirus infectieux étaient
encore détectés apres 364 jours. D’autres travaux menés par Ogorzaly et al.(2010) ont confirmé la
forte persistance des adénovirus. Les auteurs ont constaté une cinétique de perte d’infectivité de
I’adénovirus 2 de seulement 0,0076 log par jour a 4 °C et 0,0279 log par jour a 20 °C dans des eaux
souterraines. Des virus infectieux étaient toujours présents aprés 120 jours d’incubation, avec des

abattements de 2,4 et 0,7 log respectivement a 20 °C et 4 °C.

De plus, Espinosa et al.(2008) ont étudié la persistance du rotavirus simien RRV et de
I'astrovirus humain sérotype 8 dans de l'eau souterraine maintenue a 15 °C a l'obscurité. Un
abattement de 2 log d’infectivité du RRV a été observé aprés 90 jours, et 3 log apres 150 jours. Le
RRV est ensuite resté trés stable, a une valeur d’environ 10° FFU/mL, entre 150 jours et 7 mois (fin de
I’expérience). L'astrovirus était moins stable que le RRV, avec un abattement d’infectivité supérieur a
3 log apres 60 jours suivi d’'une phase de persistance sans diminution d’infectivité jusqu’a 120 jours.
La Figure 8 synthétise les vitesses d’inactivation virale dans des eaux souterraines reportées dans les

études précitées.

Enfin, il n’existe pas de données sur la persistance du PMMoV dans les eaux souterraines, mais
sa forte abondance et prévalence dans les aquiferes karstiques suggérent qu’il y serait tres persistant

(Rosiles-Gonzalez et al., 2017).
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Figure 8 : Abattement journalier de virus entériques humains (e) et modeéles (0) dans des eaux
souterraines incubées en laboratoire a différentes températures.
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2.3.2. Eau de surface
Un certain nombre d’études citées précédemment se sont attachées a comparer la persistance
des virus dans les eaux souterraines et les eaux de surface. Toutes s’accordent sur le constat que les

virus sont plus persistants dans les eaux souterraines que dans les eaux de surface.

O’brien et Newman (1977) ont constaté plus de 3 log de réduction d’infectivité du PV1 et du
coxsackievirus B1 aprés 4 jours d’incubation in situ dans de I'eau de riviere (Rio Grande) a une
température comprise entre 23 °C et 27 °C. Dans I’étude de Bae et Swab (2008), I'abattement viral
journalier dans de I'eau de surface maintenue a 25 °C en laboratoire, mesuré par culture, était de
0,13 log pour le MS2, 0,16 log pour le MNV, 0,40 log pour le FCV et 0,19 log pour le PV. A 4 °C les
abattements journaliers étaient de 0,05 log pour le MS2, 0,19 pour le FV et 0,16 pour le PV. Espinosa
et al.(2008) ont étudié la persistance du rotavirus simien RRV et de I'astrovirus humain dans de I'eau
issue d’un canal impacté par des eaux usées chargées en indicateurs bactériens fécaux, conservées a
température ambiante avec une alternance de lumiére naturelle et d’obscurité. L’abattement de RRV
infectieux atteignait 1,6 log aprés 30 jours et 4 log aprés 180 jours. L'inactivation de I'astrovirus était

plus conséquente avec un abattement de 4 log au jour 30.

Enfin, Prevost et al.(2016) se sont intéressés a la persistance d’infectivité de I'adénovirus 41 et
du coxsackievirus B2 ajoutés a des échantillons d’eau de surface et conservés a I'obscurité. La durée
permettant d’atteindre 1 log d’inactivation était a 4 °C de 28,8 jours pour |I'adénovirus 41 et 14,3
jours pour le coxsackievirus B2. A 20 °C, 1 log d’inactivation était atteint pour ces deux virus aprés

environ 3 jours, soit environ 0,3 log/j.

Plusieurs éléments expliquent les différences de persistance virale constatées dans
I’environnement entre les eaux de surface et les eaux souterraines. Les eaux souterraines ont une
température relativement constante, tandis que celle des eaux de surface n’est pas homogene dans
la colonne d’eau et sujette a fluctuations. De plus, les eaux de surface, plus riches en oxygéne dissout
et matiéres en suspension, contiennent une quantité de micro-organismes bien plus importante que
les eaux souterraines. Enfin, contrairement aux eaux de surface, les aquiféres sont protégées de la

lumiére solaire.

2.3.3. Facteurs environnementaux affectant I'inactivation virale dans les ressources en eau
2.3.3.1. Température

L'ensemble des études citées précédemment ayant analysé I'effet de la température ont mis
en évidence une persistance virale accrue a basse température. La température est de fait le
principal facteur déterminant l'inactivation des virus dans les environnements hydriques (Bertrand et

al., 2012; John and Rose, 2005; Yates et al., 1988, 1985). Dans une revue visant a évaluer I'impact de
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différents paramétres sur I'inactivation des virus dans les eaux souterraines, John et Rose (2005) ont
montré que la température, en particulier au-dessus de 20 °C, est un parametre affectant I'ensemble
des virus, contrairement a d’autres paramétres comme I'association aux particules de
I’environnement ou I'activité microbienne dont l'effet sur la persistance dépendent du virus
considéré. Ainsi, I'inactivation des virus dans I’environnement est en partie controlée par le climat et
les saisons. La persistance du coxsackievirus B5 a été évaluée dans de l'eau de mer in situ grace a
I'utilisation de sacs de dialyse. En été (température de I’eau entre 21 °C et 26 °C), un abattement de 5
log (soit la totalité des virus initiaux) a été constaté en 50 jours, tandis qu’en hiver (température de
I’'eau entre 4 °C et 16 °C) seulement 2 log d’inactivation étaient atteints en 80 jours. Les auteurs
attribuent directement cet écart a la température de I'eau, mais ne précisent pas si les sacs de
dialyse utilisés sont opaques, et donc la contribution de I'ensoleillement a I'inactivation (Lo et al.,

1976).

Dans les milieux aquatiques, la température participe a I'inactivation virale de fagon directe en
altérant la structure des capsides virales par dénaturation des protéines structurales, mais peut aussi
avoir un effet indirect en fonction des caractéristiques physico-chimiques des milieux. A température
égale, les virus sont plus lentement inactivés dans les matrices simples comme les eaux souterraines
gue dans les eaux environnementales complexes telles que les lacs, rivieres, mers, tourbiéres,
étangs, certains puits riches en matiéres organiques ou encore les eaux usées. Dans ces milieux, les

températures élevées favorisent I'activité métabolique microbienne et donc les phénomeénes de

prédation ou de dégradation (Bertrand et al.2012).

2.3.3.2. Lumiére solaire

Apres la température, les rayons ultra-violets (UV) de la lumiére solaire sont la seconde cause
d’inactivation des virus dans les environnements non souterrains (Fong and Lipp, 2005). Johnson et
al.(1997) ont constaté 1 log d’inactivation du PV aprés 24 h d’incubation dans de I’'eau de mer a
I’obscurité, contre 2 log a la lumiére solaire. Siton et al.(2002) ont montré que dans une matrice
d’eau de riviere la vitesse d’inactivation des coliphages somatiques et des bactériophages ARN-F
spécifiques était plus de dix fois supérieure a la lumiére solaire qu’a I'obscurité. L'inactivation par les
UV est d’autant plus élevée que la turbidité de I'eau est faible car les matiéres en suspension en
absorbent les rayonnements (Hill et al., 1967). L'inactivation par la lumiére solaire est également
potentialisée par une concentration élevée en sels (Sinton et al., 2002; Susan Springthorpe et al.,

1993).

La lumiere solaire inactive les virus via des mécanismes directs et indirects liés aux

rayonnements ultra-violets (UV). Les UV comprennent des plus aux moins énergétiques les UV-C
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(100-280 nm), les UV-B (280-220 nm) et les UV-A (315-400 nm), mais la totalité des UV-C et une
partie des UV-B sont filtrés par la couche d’ozone et n’atteignent donc pas la surface terrestre. Les
UV-B sont les principaux contributeurs a I'inactivation virale par la lumiéere solaire. D’'une part, ils
alterent directement les génomes viraux en créant des photoproduits inhibant la réplication, et
détériorent dans une moindre mesure les protéines (Schuch and Menck, 2010). D’autre part, en
présence de certaines molécules organiques ou inorganiques (constitutives des virus ou d’origine
exogene) les UV induisent la formation d’espéces réactives de I'oxygene capables (ROS) de dégrader
le matériel génomique ou protéique viral (Romero et al., 2011). Les éléments a I'origine des ROS
peuvent étre la matiere organique naturelle en solution, des sensibilisants produits par des micro-
organismes comme les riboflavines et porphyrines ou encore des éléments métalliques tels que le
cuivre et le fer (Joshi and Keane, 2010; Kohn et al., 2007; Nieto-Juarez et al., 2010). Les UV-A qui sont
les moins énergétiques causent peu de dommages directs mais peuvent contribuer significativement

a I'inactivation virale de fagon indirecte via la formation de ROS (Sun et al., 2016).

2.3.3.3. Microbiote

Un troisieme facteur majeur affectant la persistance virale est la quantité et la composition des
communautés microbiennes. L'ensemble des travaux ayant étudié ce parameétre s’accordent sur le
fait que les virus infectieux persistent moins longtemps dans des eaux environnementales brutes que
dans des eaux stérilisées par filtration, autoclavage, ébullition, ou additionnées d’antibiotiques
(Alvarez et al., 2000; Fujioka et al., 1980; Herrmann et al., 1974; Sobsey et al., 1986; Ward et al.,
1986). Par exemple, Raphael et al.(1985) n'ont pas observé de diminution notable d’infectivité du
rotavirus humain aprés 64 jours d’incubation a 4 °C dans de I’'eau de riviere filtrée (0,22 um), alors
que 1 log d’abattement était observé en 10 jours dans la méme eau non filtrée. Herrmann et
al.(1974) ont montré que les entérovirus étaient inactivés plus rapidement en présence d’un
microbiote autochtone, en particulier de bactéries présentant une activité protéolytique
extracellulaire comme Pseudomonas aeruginosa. Les auteurs ont noté une diminution de 5 log
d’infectivité du coxsackievirus A9 et du PV1 dans I'eau d’un lac, in situ, aprés 9 et 21 jours
respectivement. En revanche pendant la méme durée 2 log de réduction d’infectivité de ces deux
virus ont été observés dans I'eau du lac stérilisée par filtration. Dans une autre étude, Gordon et
al.(2003) ont évalué I'impact de différents parameétres tels que la présence de micro-organismes, la
température et la teneur en oxygéne et nutriments sur la persistance du MS2, du PV et d’un
coxsackievirus dopés dans des échantillons d’eau souterraine incubée au laboratoire. Les durées de
persistance du poliovirus et du coxsackievirus a 28 °C (exposition a la lumiére non précisée) étaient
respectivement de 165 jours et 109 jours dans des échantillons stérilisés par filtration et de 4 jours et

3 jours dans des échantillons non filtrés contenant les micro-organismes endogenes. Dans cette
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étude, pour les trois virus considérés, la présence de micro-organismes autochtones -et donc

I"activité microbiologique et planctonique- était le facteur affectant le plus I'abattement viral.

Ward et al.(1986) ont observé que l'infectivité de I’échovirus 12 décroissait dans de I'eau de
riviere, et que cet effet virucide dépendait de la présence de micro-organismes. lls ont en particulier
constaté gu’une grande proportion d’isolats bactériens (22/27) issus d’eau de riviére remis en culture
dans de l'eau stérile diminuaient fortement l'infectivité virale, et que cet effet s"accompagnait du
clivage des protéines de capside et, dans une moindre mesure, de I’ARN viral. Ces auteurs ont ainsi
suggéré que des enzymes protéolytiques secrétées par les bactéries inactiveraient les virus en clivant
les protéines virales et en rendant les ARN viraux accessibles aux nucléases. Les conditions favorisant
le métabolisme microbien comme une température et une teneur en oxygéne dissous élevées

participeraient donc de fagon indirecte a l'inactivation virale dans I’environnement.

2.4, Traitements d’inactivation
2.4.1. Généralités

Les traitements visent a diminuer le nombre d’agents pathogénes et ramener le niveau de
risque qui leur est associé a une valeur acceptable. La production d’eau potable nécessite, surtout
lorsque la ressource en eau est de mauvaise qualité, la mise en place d’un traitement multi-barriéres,
mettant successivement en jeu différentes techniques permettant soit la rétention des virus, soit leur
inactivation (Figure 9). Ces deux mécanismes participent a I’élimination des virus. La rétention des
virus s’effectue au cours des différentes étapes de filtration (filtration avec procédé chimique,
filtration sur berge, filtration granulaire a grande vitesse, filtration sur sable lente ou rapide, filtration
sur membrane) ainsi que lors de la coagulation, floculation et sédimentation. L'efficacité de
I’élimination mécanique des virus par filtration dépend notamment de leur taille, forme,
hydrophobicité et point isoélectrique (Boudaud et al., 2012). Sur le modele d’une usine de traitement
des eaux de surface a Paris, les premieres étapes de traitement (coagulation, floculation, décantation
ou exceptionnellement flottation, filtration) permettent la clarification de I'eau, c’est-a-dire une
réduction de la teneur en particules et en matiére organique. Une clarification suffisante permet par

la suite d’inactiver de facon efficiente les pathogénes.
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Figure 9 : Filiere de production d'eau potable a partir d'eau de surface : exemple de l'usine d'Orly
(d’aprés une communication interne, Eau de Paris)

Les méthodes permettant I’élimination des micropolluants, telle que la filtration sur charbon
activé, ne permettent pas d’éliminer efficacement les virus, dont I'inactivation nécessite la mise en
ceuvre de traitements de désinfection. La désinfection primaire a pour objectif d’inactiver I’'ensemble
des micro-organismes pathogeénes. Les principaux désinfectants sont le chlore libre, les
monochloramines, le dioxyde de chlore, I'ozone et les rayons ultra-violets (UV). Les quatre premiers
sont des désinfectants chimiques oxydants tandis que les UV sont un traitement physique basé sur
des radiations électromagnétiques. La combinaison de plusieurs traitements permet d’élargir le
spectre d’efficacité a des pathogénes présentant une résistance accrue a un traitement donné
(Figure 10). Un traitement stabilisant rémanent est enfin fréquemment réalisé. Il consiste en
I'introduction d’une faible concentration d’agent oxydant dans I’eau en sortie d’usine avant sa mise

en distribution afin de limiter la croissance bactérienne dans le réseau jusqu’au consommateur.
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Figure 10 : Avantage d’une désinfection multi-barriéres : doses de chlore et d’UV permettant des
abattements respectifs de 3 log et 4 log de micro-organismes pathogénes, et spectre d’efficacité
aux doses recommandées par ’'OMS (issu de Ireland et al.(2011)).

Le traitement thermique est un mode d’inactivation trés couramment utilisé que ce soit dans
les secteurs agro-alimentaire ou médical pour éliminer les organismes pathogéenes dans les denrées
alimentaires ou sur les dispositifs médicaux (pasteurisation, stérilisation, thermisation). L’évaluation
de la sensibilité des virus lors d’expositions a des températures plus ou moins élevées est également
un moyen de caractériser la stabilité de la structure des virus et renseigne indirectement sur leur

capacité a persister dans I’environnement (Bertrand et al., 2012).

Les virus entériques qui forment un groupe hétérogeéne de virus different les uns des autres
notamment en termes d’organisation et de composition de la capside ainsi que de type, taille et
structure du génome. Il existe de ce fait une variabilité de sensibilité aux traitements qui dépend
également des procédés d’inactivation. Cette section 2.4 a pour but de résumer I'efficacité de
plusieurs modes d’inactivation sur différents virus entériques ou substituts, et d’apporter un

éclairage sur les mécanismes sous-jacents.

2.4.2. Méthodes d’étude des mécanismes d’inactivation

Une méthode d’inactivation est efficace lorsqu’elle empéche la réalisation d’au moins une
fonction essentielle au cycle viral telle que la reconnaissance et la liaison aux récepteurs cellulaires,
I'internalisation et la décapsidation, la réplication du génome puis I'assemblage et la libération de
nouvelles particules. S'il est depuis longtemps connu que ces fonctions sont altérées par des
dommages aux protéines et/ou au génome (O’Brien and Newman, 1979; Roy et al., 1981), les
mécanismes moléculaires ont pu étre approfondis ces quinze dernieres années grace au
développement des outils de biologie moléculaire et des méthodes analytiques, dont quelques-unes
sont reportées dans le Tableau 8 (Jin et al., 2012, 2013; Li et al., 2004; Mayer et al., 2015; Page et al.,
2010; Sigstam et al., 2013; Simonet and Gantzer, 2006a; Wigginton et al., 2012a).
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Tableau 8 : Exemples de méthodes utilisées pour I'étude des mécanismes moléculaires

d'inactivation virale

FONCTIONS VIRALES

Exemple

Liaison aux cellules cibles

Titration des virus associés aux cellules

(Wigginton et al.,
2012b)

Liaison aux récepteurs in
vitro

Méthode immuno-enzymatique ELISA

Couplage du récepteur viral a des billes magnétiques

(Nuanualsuwan
and Cliver, 2003)
(Araud et al., 2016)

Injection du génome
(phage)

Co-incubation phage/bactérie en présence d’un
inhibiteur de syntheése protéique (chloramphénicol),
dissociation des pili et quantification des génomes

viraux intracellulaires

(Wigginton et al.,
2012b)

Réplication du génome

Cinétique de synthese de génome viral dans la

(Nguyen et al.,

cellule hote 2019)
Production de virus Lo . . (Zzhongetal.,
] . Cinétique de croissance virale en culture
infectieux 2017b)

STRUCTURE ET CARACTERISTIQUES PYSICO-CHIMIQUES DES PARTICULES

Taille

Microscopie électronique a transmission (MET),
diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

(Brié etal., 2017)

Charge

Mobilité électrophorétique

(Brié et al., 2017)

Hydrophobicité

Adhésion sur billes hydrophobes

(Brié et al., 2017)

Intégrité de la capside

Incubation des particules avec de la RNase, ou
un monoazide photoréactif (PMA, EMA) couplée
a une quantification par (RT)gPCR

(Nuanualsuwan et
al., 2002; Prevost
etal., 2016)

Antigénicité

Capture des virus par des anticorps
monoclonaux et titration

(Nuanualsuwan
and Cliver, 2003)

ALTERATION DES CONSTITUANTS

Dégradation du génome

(RT)gPCR de longs fragments (= 1000 nucléotides)

(Simonet and
Gantzer, 2006b)

Dégradation des protéines

Spectrométrie de masse

(Wigginton et al.,
2012b)

Altération des acides
aminés

Spectrométrie de masse
Détection des groupements carbonyle par biotine-

hydrazide/avidine

(Wigginton et al.,
2010)
(Sano et al., 2010)
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2.4.3. Inactivation thermique
2.4.3.1. Efficacité

L'étude de la stabilité thermique des virus a initialement été motivée par la nécessité
d’identifier les températures permettant d’éliminer le risque d’infection via I'alimentation, mais
également de mettre au point des vaccins a base de virus atténués suffisamment thermostables pour
conserver leur caractere immunogéne lors du transport et du stockage, en particulier dans les pays
en développement a climat tropical. La connaissance de la stabilité des vaccins, notamment le taux
de perte d’activité a une température donnée, aide en effet a déterminer les conditions optimales de
stockage (Galazka et al., 1998; Melnick, 1984). De nombreuses études ont mesuré les niveaux
d’abattement viral dans différentes conditions correspondant aux temps d’exposition et
températures pratiqués dans I'industrie agro-alimentaire. Par exemple, les températures comprises
entre 65 °C et 88 °C maintenues pendant quelques secondes a quelques minutes refletent des
conditions de pasteurisation et permettent un abattement d’au moins 4 log d’infectivité. Les
inactivations a des températures inférieures a 37 °C sont utilisées pour évaluer la stabilité des virus
dans I'environnement, mais la diminution du titre infectieux, lente a ces températures, doit étre
mesurée pendant plusieurs jours a plusieurs mois (Fields et al., 2007). Par exemple, a 20 °C dans de
I’eau potable déchlorée I'infectivité de coxsackievirus B2 et I'adénovirus 41 décroit de 1 log en 12 et
14,2 jours respectivement, et de 4 log en 79,2 et 97,3 jours (Prevost et al., 2016). Néanmoins, les
mécanismes d’inactivation a basses températures sont les mémes jusqu’a environ 50°C (Bertrand et
al.2012), si bien que des inactivations a 50 °C accélérent les cinétiques tout en permettant de pouvoir

comparer la persistance dans I’environnement de différents virus.

Les inactivations a températures intermédiaires comprises entre 45 °C et 65 °C environ
présentent un intérét particulier car dans cet intervalle se situe une température de transition,
variable d’'un virus a l'autre, a partir de laquelle I'infectivité décroit rapidement. Selon la méta-
analyse de Bertrand et al. (2012) la vitesse d’inactivation des virus entériques augmente a partir de
50 °C, mais les auteurs soulignent que relativement peu de données ont été publiées sur des
inactivations autour 50 °C et que des travaux sont encore nécessaires pour évaluer la sensibilité des
virus entre 40 °C et 60 °C. A ces températures I"abattement viral n’est souvent pas total, ce qui
permet de comparer la stabilité des différents virus et substituts et renseigne indirectement sur la

persistance relative des différents virus dans I’environnement.

L'efficacité de I'inactivation thermique dépend de la température et du temps d’exposition, et
varie selon le virus considéré (Figure 11, Tableau 9). Les calicivirus murin et félin, les norovirus

humains et le bactériophage ¢X174 sont les plus résistants aux températures élevées. Un traitement
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a une température comprise entre 60 °C et 65 °C est néanmoins généralement suffisant pour abattre

4 |log du titre infectieux de la plupart des virus entériques.
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Tableau 9 : Inactivation des virus entériques et de virus modeles par traitement thermique,
mesurée par culture. PBS : Phosphate buffered saline ; TBS : Tris-buffered saline

. Temps de
Virus Temp:e rature contact Abattement Matrice Référence
(°C) (min) (Log1o)
Adénovirus 5 45 10 1
55 10 3 PBS (Leifels et al., 2015)
65 10 5,5
FCV 50 30 3,5 Eau (Lee and Gillespie, 1973)
(Gibson and Schwab,
60 30 2,1 PBS 2011)
MNV 45 10 0
55 10 2,5 PBS (Leifels et al., 2015)
65 10 4
60 10 3,6 PBS (Seoetal., 2012)
(Gibson and Schwab,
60 30 2,2 PBS 2011)
Poliovirus 1 45 10 2
55 10 3 PBS (Leifels et al., 2015)
65 10 7
55 30 >5 Eau (Strazynski et al., 2002)
Rotavirus A 45 10 0,8
55 10 3 PBS (Leifels et al., 2015)
65 10 4
50 10 2
30 4
55 10 3 DMEM (O’Mahony et al., 2000)
30 5
60 10 7
siﬂanv'srﬁi . 50 30 2 8BS (Estes et al., 1979)
VHA 55 4 1
60 4 2 PBS (Parry and Mortimer,
65 4 4 1984)
70 4 >6
Bactériophage 45 10 0
X174 55 10 0 PBS (Leifels et al., 2015)
65 10 3,5
Bactériophage Tampon
M52 72 3 8 (;arlr:rll/l (Pecson et al., 2009)
NaH2PO)
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Figure 11 : Abattement de quelques virus entériques ou modeles, inactivé pendant 10 min a 45 °C,
55 °C ou 65 °C dans du PBS (d’apreés Leifels et al.(2015)).
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Figure 12 : Abattement de virus entériques ou modeéles a différentes températures et en fonction
du temps, dans de l'eau ou un tampon salin (données issues du Tableau 9)
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2.4.3.2. Mécanisme

L'inactivation des virus non enveloppés par la température repose principalement sur
I’altération des protéines de capside. L'augmentation de la température a pour effet de détruire les
liaisons hydrogéne et d’affaiblir, au sein de la capside, les interactions nécessaires au maintien de
I'intégrité structurale. Ce phénoméne se manifeste notamment par une expansion des capsides
virales de quelques nanometres (Belnap et al., 2000; Brié et al., 2016). Les génomes viraux sont au
contraire particulierement stables et sont trés peu dégradés lors des inactivations thermiques, méme

a des températures de pasteurisation (Bertrand et al., 2012; Pecson et al., 2009).

Dés 1955, des travaux ont montré qu’un traitement de 20 min a 60 °C altere les motifs
antigéniques des trois types de PV (Le Bouvier, 1955). Breindl (1971) a étudié le mécanisme
d’inactivation du PV 1 (souche Mahoney) traité a 50 °C pendant 10 min ou 30 min en mesurant la
densité des différents constituants viraux a l'issue de l'inactivation. Dans cette étude, le premier
évenement observé était la désolidarisation de la protéine de capside VP4 du reste de la particule.
VP4 est une petite protéine normalement située sur la face interne de la capside dont elle stabilise la
structure mais qui protrude a la surface de la capside a partir d’'une certaine température. La
seconde étape était la libération de I’ARN viral. Dans le cas des adénovirus, la chaleur provoque la
destructuration de la base du penton, principale zone de fragilité de la capside, et la dissociation des

fibres nécessaires a la liaison aux cellules cibles (Russell et al., 1967).

Le mécanisme d’inactivation dépend de la température. Jusqu’a une température de transition
comprise entre 45 °C et 72 °C selon les virus, la perte d’infectivité est le fait de I'altération des
récepteurs viraux et des structures nécessaires a la liaison aux cellules cibles, sans perte d’intégrité
des capsides. Au-dela de la température de transition des changements structuraux s’operent et la
cinétique d’inactivation s’accélere (Bertrand et al., 2012; Volkin et al., 1997). Ces modifications
structurales s’accompagnent d’une évolution des propriétés de surface. Par exemple le point
isoélectrique du PV change a 56 °C (O’Brien and Newman, 1979). Quelques travaux présentés ci-
dessous décrivent les modifications physico-chimiques ou fonctionnelles s’opérant au voisinage de la

température de transition.

Volkin et al.(1997) ont étudié les modifications structurales du VHA soumis a une
augmentation graduelle de température, par spectroscopie a fluorescence. Cette technique permet
de mesurer la longueur d’onde du pic d’émission de la fluorescence intrinseque du virus, qui
renseigne sur les modifications de la capside. L'ajout de molécules fluorescant aprés liaison a I’ARN
viral ou a des structures hydrophobes a ensuite permis d’affiner la compréhension des modifications
structurales. Les auteurs ont reporté des changements discrets d’émission de fluorescence entre

40 °C et 60 °C, puis une transition majeure et irréversible de la longueur d’onde du pic d’émission (de
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330 nm a 350 nm) entre 60 °C et 62 °C. Cette transition traduit I'exposition des résidus tryptophane
initialement localisés dans les régions hydrophobes internes de la capside, et s"accompagne d’une
perte d’antigénicité. Cette transition correspond aussi a une perte d’intégrité des capsides a 62 °C.
De plus, une deuxiéeme phase de dénaturation plus avancée des protéines, se manifestant par

I’exposition de nouvelles régions hydrophobes, a été mise en évidence a 65 °C.

Brié et al. ont observé une modification de la capside par exposition réversible des résidus
hydrophobes du MS2 a 60 °C. La température critique associée a la déstructuration et a la
perméabilité irréversibles des capsides serait autour de 67 °C pour le MS2, et 72 °C pour le MNV (Brié
et al., 2016, 2017a). La perte d’infectivité est néanmoins déja notable en dessous de la température
critique de destructuration, que ce soit pour MNV ou les autres virus (Figure 11). S’agissant du
norovirus, Ausar et al.(2006) ont observé que la capside des VLP expose des résidus hydrophobes a
55 °C mais demeure stable jusqu’a 60 °C (a pH compris entre 3 et 7), température qui correspond a
un début de transition se manifestant par une perturbation des structures secondaires (repliements
locaux des chaines polypeptidiques), tertiaires (structure tridimensionnelle) et quaternaires
(agencement des protéines entre elles). A 65 °C les VLP perdent leur structure icosaédrique et leur

morphologie est irréguliere.

Wigginton (2012b) ont étudié les conséquences des différents modes d’inactivation sur trois
fonctions nécessaires a l'infectivité du MS2 : la capacité a se lier aux cellules hotes, a y injecter leur
génome, et a I'y répliquer. lls ont montré que la perte d’infectivité du MS2 apres inactivation a 72 °C
était entierement attribuable a la perte de capacité d’adhésion aux cellules cibles. En revanche, il n’y

avait pas de modification chimique détectable par MALDI-TOF des protéines.

Nuanualsuwan et al. (2002) ont également décrit les changements fonctionnels des capsides
du VHA, du PV et du FCV induits par différents modes d’inactivation, notamment lors d’inactivations
thermiques complétes a 72 °C (quelques secondes) et a 37 °C (plusieurs semaines). Cette derniéere
température permet d’étudier la facon dont les virus perdent naturellement leur potentiel infectieux
dans l'organisme a température physiologique. Les génomes des trois virus inactivés a 37 °C puis
traités a la RNase et a la protéine K étaient détectables par PCR, démontrant I'intégrité des capsides.
En revanche, apres inactivation a 72 °C, les génomes étaient dégradés. De plus, tous les virus

inactivés thermiquement avaient perdus leur capacité de liaison aux cellules cibles.
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2.4.3.3. Facteurs influengant I'inactivation thermique

La composition de la matrice peut avoir un impact conséquent sur I'efficacité de I'inactivation
thermique. Bertand et al.(2012) ont montré qu’a partir de 50 °C, les cinétiques d’inactivation
thermiques sont plus rapides dans les matrices simples (tampons salins, milieu de culture, eau
potable, eau souterraine) que dans les matrices complexes (eau de surface et toute autre matrice).
Des effets protecteurs ont en particuliers été constatés dans les matrices alimentaires a teneur
élevée en protéines, lipides ou sucres (Bidawid et al., 2000; Deboosere et al., 2004; Strazynski et al.,
2002). Plusieurs composés ont été identifiés comme pouvant stabiliser le PV lors d’un traitement
thermique. Ces molécules incluent certains acides gras comme |'acide myristique (Dorval et al.,

1989), le collagéne (Milo, 1971) ou encore le glutathion (Abdelnabi et al., 2017).

Il existerait également des différences d’inactivation au sein des matrices simples. Un
abattement de 1 log d’infectivité du FCV a 72 °C a été obtenu apres 19,5 s dans du PBS et 3,6 s dans
du milieu DMEM (Bozkurt et al., 2013; Lamhoujeb et al., 2008). La variabilité observée entre les
différents tampon ou milieu de culture pourrait en partie étre attribuable a leur composition saline

(Arthur and Gibson, 2015).

Il est connu depuis longtemps qu’une teneur élevée (supérieure a 1 M) en certains sels
cationiques a un effet stabilisateur des entérovirus vis-a-vis l'inactivation thermique (Wallis and
Melnick, 1961). L’ajout de chlorure de magnésium (MgCl,) ou d’autres cations divalents est d’ailleurs
un moyen de stabiliser les vaccins a base de virus atténués (Dorval et al., 1989; Melnick et al., 1963;
Mirchamsy et al., 1978). En particulier, une concentration élevée en NaCl permet le maintien de
I'intégrité de la capside du poliovirus et de son infectivité a 50 °C (Majer and Thomssen, 1965). Un
grand nombre d’autres cations stabilisent le PV avec une efficacité variable (Dorval et al., 1989).
L'effet dépend ainsi de la nature de I'ion, mais également du virus considéré. En effet, les adénovirus
sont stabilisés & 50 °C par les ions sodium (Na*) mais pas par les cations divalents (Mg** et Ca**) qui au
contraire favorisent leur inactivation (Wallis et al., 1962). De fagon similaire, certains auteurs ont
observé une augmentation de la thermorésistance des adénovirus lorsque la force ionique décroit

(Sprunck and Wigand, 1981).

De maniere générale la teneur en sels influence la stabilité et la conformation des protéines
selon un phénoméne nommé « effet de Hofmeister » lié aux interactions entre les molécules d’eau
et les ions (Zhang and Cremer, 2006). En solution, les sels se dissocient en ions qui attirent des
molécules d’eau et diminuent leur disponibilité pour hydrater les protéines qui tendent donc a
précipiter. De plus les ions n’ont pas la méme affinité pour I'eau: en solution les cations sont
généralement plus hydratés que les anions. Ainsi, a partir d’une certaine concentration, les ions et

notamment les cations, induisent I'agrégation des virus, favorisant leur stabilité. Par exemple, le VHA
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tend a s’agréger a une teneur en NaCl de 240 mM, une concentration inférieure a salinité de I'’eau de
mer (environ 600 mM de NaCl) (Volkin et al., 1997). Les processus d’agrégation et les conséquences

en termes de stabilité virale sont traités dans le chapitre 3.

Les abattements viraux reportés dans la littérature dépendent enfin des modes opératoires.
Dans une revue visant a comparer diverses méthodes utilisées pour évaluer l'inactivation thermique
des virus, Arthur et Gibson (2015) indiquent que des différences peuvent étre liées au type de
chaleur (seche ou humide), a un éventuel préchauffage de la matrice avant introduction des virus,

ainsi qu’au volume des échantillons et a leur concentration initiale en virus.

2.4.4. Rayons ultra-violets
2.4.4.1. Efficacité

Les propriétés germicides des rayons UV sont connus depuis 1878 (Downes, 1879) et ont été
utilisées pour la production d’eau potable pour la premiére fois en 1910 (Henry et al., 1910). Les
lampes UV équipent désormais la plupart des usines de potabilisation. La généralisation de la
désinfection aux UV s’explique par sa grande efficacité sur les parasites Cryptosporidium et Giardia
particulierement résistants a la chloration, un temps de contact relativement court, et le fait qu’elle
ne nécessite pas d’ajout de réactif chimique. De plus, aux longueurs d’onde supérieures a 240 nm, les
UV ne génerent pas de sous-produits de désinfection comme peuvent le faire les méthodes de
désinfection chimiques (Betancourt and Rose, 2004). La désinfection aux UV s’effectue avec des
lampes a basse pression émettant principalement un rayonnement monochromatique a environ 254
nm (UV,s4) ou avec des lampes moyenne pression émettant sur un spectre plus large un

rayonnement polychromatique (Sommer et al., 2008).

L'efficacité des UV dépend de la longueur d’onde, de l'intensité et de I'exposition des micro-
organismes. La dose d’UV ou fluence (mJ/cm?) recue par un micro-organisme est le produit de
I'intensité lumineuse qui I'atteint et du temps d’exposition. La dose la plus communément appliquée

dans les usines de potabilisation est de 40 mJ/cm?. Le
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Tableau 10 indique les doses d’UV permettant d’abattre 1 a 4 log d’infectivité de différents
virus entériques et modeles au moyen de lampes basse pression. Les virus les plus sensibles sont les
entérovirus, les virus de la famille des Caliciviridae, les rotavirus et le VHA pour lesquels une dose de
40 ml/cm® (radiation monochromatique) est suffisante pour abattre 4 log d’infectivité. Viennent
ensuite les bactériophages MS2 et ©X174 pour lesquels le méme abattement requiert plus de
100 mJ/cm? et enfin les adénovirus, trés résistants, qui nécessitent une dose pouvant atteindre a 200

ml/cm?®.
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Tableau 10 : Doses de rayons UV requises pour une inactivation (mesurée par culture) de 1 log
(90 %) a 4 log (99,99 %) de virus entériques et modeles au moyen de lampes monochromatiques

(254 nm) dans de I’eau ou un tampon salin.

Dose UV (mJ/cm?)
Virus Référence
1log 2log 3log 4 log
Adénovirus 40 50 109 167 226 (Jeanette A. Thurston-Enriquez
etal., 2003)
Adénovirus 41 15,5 40 60 93,3 (Prevost et al., 2016)
Coxsackievirus 8,6 25 40 49,8 (Prevost et al., 2016)
B2
Coxsackievirus 9 17 25 34 (Hijnen et al., 2006)
B> 9,5 18 27 36 (Gerba et al., 2002)
FCV 9 19 28 38 (Hijnen et al., 2006)
5 15 20 25 (Park et al., 2011)
6 16 26 36 (Jeanette A. Thurston-Enriquez
etal., 2003)
MNV 8 18 22 29 (Park et al., 2011)
Poliovirus 1 7 9 22 30 (Hijnen et al., 2006)
<5 15 20-25 30-35 (Simonet and Gantzer, 2006a)
8 15.5 23 31 (Gerba et al., 2002)
Rotavirus simien 10 20 29 39 (Hijnen et al., 2006)
SA-11 10 20 30 40 (Li et al., 2009)
VHA 6 11 17 22 (Hijnen et al., 2006)
Bactériophage 18 48 55 70 (Park etal., 2011)
Ms2 23 55 87 119 (Jeanette A. Thurston-Enriquez
etal., 2003)
Bactériophage 20-25 55-60 90-95 120-125 (Hoetal., 2016)

PX174
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2.4.4.2. Mécanisme

Aux longueurs d’ondes utilisées pour la désinfection I'énergie des photons est absorbée par les
cycles aromatiques ce qui induit majoritairement des dommages aux acides nucléiques, mais peut
également dans une moindre mesure altérer les protéines (Nuanualsuwan and Cliver, 2003).
L'inactivation dépend donc en particulier de la réactivité des UV,s4 sur les nucléotides et acides

aminés cycliques (tyrosine, tryptophane, phénylalanine) (Wigginton et al., 2012b).

Au niveau des acides nucléiques, les UV induisent la formation de diméres de pyrimidines,
d’adduits aux pyrimidines, de cassures ou encore des pontages acides nucléiques - protéines. A
254 nm la perte d’infectivité est principalement due a la formation de diméres ou d’hydrates de
pyrimidine, qui empéchent la progression de la polymérase virale. Dans le cas des virus a ARN
I'inactivation est en particulier liée a des photoproduits ciblant les uridines. Chez le bactériophage
MS2, les UV générent notamment des hydrates d’uridine (Yamada et al., 1973). Selon les travaux de
Smirnov et al.(1991), la formation de photodiméres d’uridine est le principal mécanisme
d’inactivation du rotavirus SA11 par les UV a des doses conventionnelles. Ces auteurs n’ont observé
la formation de pontage ARN-protéine qu’a des doses trés élevées. La taille du génome ainsi que
I"abondance de doublets de pyrimidines, pouvant se dimériser sous |'action des UV, ont été proposés
comme parametres prédictifs de I'efficacité d’inactivation par les UVC (Lytle and Sagripanti, 2005).
Simonet et Gantzer (2006a) ont constaté que, alors que les cinétiques d’inactivation du PV et du MS2
étaient corrélées a la dégradation de leur génome, I’ARN du poliovirus était plus sensible que celui de
MS2 malgré une taille équivalente. Il semblerait ainsi que les structures secondaires et la compaction

du génome modulent la sensibilité aux UV.

Les conséquences des UV sur les protéines de capside sont moins documentées, mais plusieurs
études suggerent qu’elles contribueraient significativement a I'inactivation virale dans certains cas.
Ainsi, le PV, le FCV et dans une moindre mesure le VHA inactivés par les UV,s4 perdent leur capacité
de liaison aux cellules cibles (Nuanualsuwan and Cliver, 2003). Au contraire, Wigginton et al.(2010;
2012b) ont montré que les UV,s4 induisent I'oxydation des protéines du MS2 sur des acides aminés
impliqués dans le maintien de la structure de la capside et la liaison de I’ARN a la capside, mais la
capacité de liaison du MS2 n’était pas affectée. En revanche, l'injection et la réplication du génome
étaient inhibées. Mayer et al.(2015) ont étudié I'impact de la composition des capsides d’un panel de
virus sur l'inactivation par les UV,s4 et ont constaté une corrélation significative entre I’'abondance
relative de certains acides aminés et la sensibilité au UV des virus. L'altération des protéines de
capside pourrait favoriser la pénétration des UV jusqu’au génome ainsi que participer, via un

phénoméne de photolyse, a la formation de radicaux libres tres réactifs. Cependant, des capsides

55



riches en acides aminés aromatiques pourraient d’autre part absorber les UV ce qui limiterait leur

transmission au génome (Mayer et al., 2015).

Les adénovirus se révelent étre particulierement résistants aux UV a 254 nm, non pas parce
gu’ils subissent intrinsequement moins de dommages que les virus a ARN, mais parce que les lésions
de leur ADN double brin peuvent étre éliminées par les systémes de réparation de la cellule héte en
culture (Guo et al., 2010; Rainbow, 1977). L'utilisation de lampes moyenne pression a la place de
lampes basse pression permet d’augmenter I'inactivation des adénovirus (Beck et al., 2018; Linden et
al., 2007), plus sensibles aux faibles longueurs d’onde que d’autres virus comme le MS2 (Linden et
al., 2015). Par exemple, une dose de 40 ml/cm® d’UV,ss (lampe basse pression) induit 1 log
d’inactivation de I'adénovirus 2 tandis que 3 log d’inactivation sont atteints avec la méme dose avec
une lampe moyenne pression (Shin et al., 2009). Les lampes moyenne pression sont particulierement
efficaces car elles émettent a des longueurs d’onde inférieures a 240 nm ciblant les protéines virales.
Par exemple, des doses de 9 a 25 mJ/cm? a des longueurs d’onde de 210 nm, 220 nm et 230 nm
permettent d’inactiver 4 log d’infectivité de ’adénovirus 2. A ces longueurs d’onde, 'inactivation est
directement corrélée a des dommages sur les protéines (Beck et al., 2018, 2015). A noter que dans le
cas d’usage industriel des lampes UV, les longueurs d’ondes inférieures a environ 240 nm, dont
I’énergie élevée favorise la formation de sous-produits de désinfection, sont coupées par des gaines

de quartz dopées en titane (ANSES, 2010).

Enfin, des phénomeénes de transcomplémentation se produisant lorsqu’au moins deux
particules virales inactivées par les UV infectent la méme cellule hote ont été décrits dans certaines
conditions expérimentales et concerneraient des virus a ADN comme a ARN (McClain and Spendlove,

1966; Yamamoto and Shimojo, 1971).

2.4.4.3. Facteurs influengant I'inactivation par les UV

La turbidité de I’eau est le principal parametre pouvant affecter I'efficacité des rayonnements
UV car les matieres dissoutes ou en suspension absorbent I’'énergie des rayons ce qui diminue la
transmittance du rayonnement dans 'eau (loi de Beer-Lambert) et donc I'exposition effective des
pathogenes (Luckiesch, M., and Holladay, L. L., 1944). Les virus associés a des particules sont
protégés des rayons (Templeton et al., 2005). Néanmoins, dans les usines de production d’eau
potable I'eau n’est traitée aux UV que lorsque la turbidité est suffisamment basse. Pour assurer une
bonne transmission des rayonnements UV dans I'eau a traiter, la turbidité de I'eau a I'entrée du

réacteur ne doit pas dépasser 0,3 NFU (ANSES, 2010)

D’autres facteurs peuvent affecter la fluence a laquelle est exposée I'eau a traiter comme le

flux ou les propriétés hydrauliques des lampes UV (Cabaj et al., 1996). Ainsi la dose de 40 mJ/cm?
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usuellement recommandée est en réalité plus faible lorsque la qualité de I’eau est insuffisante ou son
flux trop rapide. C’est pourquoi le flux de I'eau a traiter est normalement adapté en fonction de sa
turbidité. Différents protocoles de validation assurent les performances de traitement au niveau des

usines (National Water Research Institute, 2012; USEPA, 2006).

Dans les études d’inactivation virale a I’échelle du laboratoire, les conditions expérimentales
peuvent également influencer les abattements observés. Selon Thurston-Enriquez et al.(2003)
I'inactivation est plus efficace sur les productions virales les plus clarifiées (dépourvues de débris
cellulaires) car elles naugmentent pas la turbidité de I’échantillon. De plus, les étapes de
congélation-décongélation fréquemment réalisées dans les protocoles de production virale pour
libérer un maximum de particules intracellulaires fragiliseraient les capsides et augmenteraient la
sensibilité aux UV (Nwachuku et al., 2005). Il existe d’autres disparités dans les protocoles
expérimentaux (longueur du trajet optique dans I'eau ; échantillon statique, sous agitation ou en flux

continu) qui pourraient modifier les performances d’inactivation mesurées.

2.4.5. Chlore
2.4.5.1. Efficacité

L'utilisation du chlore comme désinfectant de I’'eau s’est développée a partir des années 1900,
bien que quelques utilisations isolées ait été rapportées auparavant (Parkes, 2014). La chloration de
I’eau de distribution a permis une réduction conséquente des maladies transmissibles par I'eau
comme la typhoide, le cholera ou la dysenterie. C'est désormais le traitement de désinfection le plus
répandu dans les usines de production d’eau potable. Le chlore est un agent oxydant peu couteux et
rémanent qui est utilisé aussi bien en désinfection primaire pour inactiver les micro-organismes
pathogénes qu’en désinfection secondaire sous forme résiduelle pour limiter la prolifération des
micro-organismes dans le réseau de distribution. L'inconvénient majeur du chlore est qu’en
réagissant avec la matiére organique ou les ions bromates, il engendre la formation de sous-produits
de désinfection nocifs pour la santé tels que des trihalométhanes, des acides holoacétiques ou
d’autres composés halogénés (Krasner et al., 2006; Rook, 1976).

La désinfection chimique fait appel au concept de Ct qui définit la dose de désinfectant comme
le produit de sa concentration résiduelle C (mg/L) par le temps de contact t (min). Dans l'eau, le
chlore libre existe sous la forme d’un acide (acide hypochloreux, HOCI) et de sa base conjuguée (ion
hypochlorite, OCI"). La dissolution du chlore gazeux (Cl,) dans I'eau et la dissociation de I'acide
hypochloreux sont régies par des équilibres suivants :

(1) Cl, + H,0 © HOCI + HCI
(2) HOCl © H*+0CI™ (pKa=7,5a25°C)
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Fraction des espéces
du chlore

Figure 13 : Diagramme de distribution des espéces du chlore en fonction du pH a 25 °C (Ghernaout,
2018)

Lors de la chloration, le pH est un parametre essentiel a contréler car il définit la
prédominance des deux formes (Figure 13), I'acide hypochloreux étant un oxydant beaucoup plus
réactif que I'ion hypochlorite et donc la principale forme active. L'inactivation est ainsi plus efficace a
pH inférieur a 7,5 lorsque I'acide hypochloreux est majoritaire. Thurston-Enriquez et al.(2003) ont par
exemple noté qu’un abattement de 2 log du FCV nécessitait une dose de chlore pres de dix fois
supérieure a pH 8 (0,18 mg.min.L™) qu’a pH 6 (0,02 mg.min.L™). Les doses de chlore nécessaires pour
atteindre 2 ou 4 log d’abattement de virus entériques humains et modeéles sont indiqués dans le
Tableau 11. A pH 7, une dose de chlore inférieure a 1 mg.min.L’1 , voire 0,1 mg.min.L’1 suffit a
inactiver plus de 4 log d’infectivité des Caliciviridae, adénovirus, et bactériophages MS2 ou @X174. En
comparaison, les entérovirus, le rotavirus A et le VHA sont plus résistants et requierent une dose
supérieure a 1 mg.min.L" pour un abattement similaire. Il existe de plus une variabilité de sensibilité
au sein d’une méme espece virale. Dans les mémes conditions expérimentales, la dose de chlore
permettant un abattement de 2 log d’infectivité de cinq sérotypes d’entérovirus a pH 7,5 varie de 1,4
a 5,4 mg.min.L"* (Black et al., 2009). De plus, le PV 1 Brunhilde est deux fois plus résistant que la

souche Mahoney (Sharp and Leong, 1980).
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Tableau 11 : Doses de chlore (CT) nécessaires pour un abattement d'infectivité de 2 log (99 %) et 4
log (99,99 %) de virus entériques et modeles, dans de I’'eau ou un tampon salin.

Virus CT (mg.min.L?) Température Référence
2log 4log (°c)
Adénovirus 40 0.04-0.17 0,75 5 7 (J. A. Thurston-Enriquez et al.,
2003)
<0,02 <0,04 5 7 (Cromeans et al., 2010)
Adénovirus 41 0,2 0,8 20 7 (Prevost et al., 2016)
Coxsackievirus B2 1 2,5 20 7 (Prevost et al., 2016)
Coxsackievirus B5 3,6 7,4 5 7 (Cromeans et al., 2010)
5,4 11,5 5 7,5 (Black et al., 2009)
FCV <0,08 <0,08 5 7 (J. A. Thurston-Enriquez et al.,
2003)
MNV <0,02 <0,07 5 7 (Cromeans et al., 2010)
0,141 0,314 5 7,2 (Lim et al., 2010)
Poliovirus 1 1-2,75 <10 5 6 (J. A. Thurston-Enriquez et al.,
2003)
0,12 0,24 5 6 (Shin and Sobsey, 2008)
Rotavirus A 2,3 4,5 20 7,5 (Caballero et al., 2004)
VHA n.i. 1,8 5 7 (Sobsey et al., 1988)
Bactériophage MS2 1,6 3,3 5 6 (Shin and Sobsey, 2008)
0,071 0,247 5 7,2 (Shin and Sobsey, 2008)
Bactériophage X174 n.i. 0,2 5 7 (Sobsey et al., 1988)

* non indiqué

2.4.5.2. Mécanisme

Comme pour la plupart des traitements oxydants, l'inactivation par le chlore est en grande

majorité due a la dégradation des capsides mais peut également affecter le génome si le potentiel

oxydant est suffisant. En effet, d’une part les capsides sont les premiéeres structures virales exposées

aux agents oxydants, et d’autre part les cinétiques de réaction du chlore sont beaucoup plus rapides

avec les protéines qu’avec les acides nucléiques (Wigginton and Kohn, 2012). Les oxydants affectent

a la fois le squelette carboné et les résidus d’acides aminés, les sites les plus réactifs étant I'extrémité

N-terminale des chaines protéiques ainsi que les acides aminés soufrés, aromatiques, ou contenant

une fonction amine libre (Mayer et al., 2015). Lorsque le chlore atteint le génome, des produits de
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chloration des bases azotées peuvent se former (5-chlorocytidine, 8-choloroguanosine, 8-

chloroadenosine) mais leurs effets sur la réplication virale sont peu documentés.

L'infectivité des virus inactivés par le chlore décroit bien plus rapidement que la quantité de
génomes détectés par (RT)gPCR, ce qui indique que I'inactivation par le chlore est en premier lieu
due a l'altération des capsides (Prevost et al., 2016; Sobsey et al., 1998). Nuanualsuwan et Cliver
(2003), ont montré que I'inactivation au chlore du VHA, du PV1 et du FCV induit chez ces trois virus
une perte de la fonction de liaison a leurs récepteurs cellulaires. Dans cette étude les virus ont été
inactivés avec la dose minimale permettant I'inactivation totale d’infectivité. La perte de capacité de
liaison n’est donc pas liée a une forte dose de chlore. De plus, il existe une certaine disparité entre les
virus. Selon les travaux de Brié et al.(2017, 2018), la chloration engendre une faible perte de
capacité de liaison du MS2 aux cellules cibles, mais impacte plus fortement celles du MNV. S’agissant
des caractéristiques physico-chimiques des particules, la chloration augmente la charge négative
globale du MS2 mais ne modifie pas la charge du MNV, et n’engendre aucune augmentation de

I’hydrophobicité de ces deux virus (Brié et al., 2017, 2018).

Cependant, dans d’autres études, I’altération des protéines de capsides et la perte résultante
de la fonction de liaison aux cellules n‘ont pas été identifiées comme les principaux mécanismes
d’inactivation. Wigginton et al. (2012b) ont montré que l'inactivation du phage MS2 par le chlore
affecte les fonctions d’injection et de réplication du génome, respectivement causés par des
dommages au génome et aux protéines, sans toutefois impacter la faculté de liaison aux cellules
cibles. Dans cette étude, la diminution d’intégrité du génome, mesurée par amplification de
segments d’ARN, était comparable a celle de virus inactivés par les UV. Ces travaux ont confirmé que
le chlore a un effet non négligeable sur le génome, ce qui avait été constaté précédemment sur
d’autres virus. En 1979, l'inactivation du PV1 avait été attribuée a la dégradation du génome dans
une étude identifiant comme premier événement responsable de l'inactivation virale le clivage de
I’ARN qui, dans un second temps, se dissocie de la capside. Dans cette étude, le PV1 inactivé au

chlore avait conservé sa capacité de liaison aux cellules cibles (O’Brien and Newman, 1979).

De plus, l'inactivation du VHA a été plus particulierement attribuée a la dégradation de la
région 5’ non codante par Li et al (2002) selon qui la perte d’antigénicité du VHA est un phénoméne
secondaire se produisant uniquement a dose de chlore élevée (60 min a 10 mg/L). Les auteurs ont
montré par RT-PCR que la région 5’ non codante n’était plus amplifiable apres inactivation (30 min a
10 mg/L), contrairement aux segments couvrant la séquence codante. La région 5’ non codante
contient en particulier I'IRES (internal ribosome entry site) et une structure en boucle ayant un réle

de signal pour l'initiation de la réplication.
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Enfin, Page et al.(2010) ont observé que I’ADN de I'adénovirus 2 inactivé par le chlore était
suffisamment intact pour étre amplifié par PCR. Les virus étaient également capables de se lier aux
récepteurs CAR des cellules cibles. Cependant, I'expression d’'une protéine précoce transactivatrice
(E1A) dans les cellules infectées était inhibée. L'ensemble de ces travaux tend a montrer que les
mécanismes d’inactivation par le chlore dépendent d’une part de la dose et d’autre part de la

structure de chaque virus.

2.4.5.3. Facteurs influengant I'inactivation par le chlore

Comme décrit précédemment, le principal parameétre affectant I'efficacité de la chloration est
le pH dont la valeur détermine I’'abondance relative d’acide hypochloreux et d’ion hypochlorite : pour
I’ensemble des virus, la chloration est plus efficace lorsque I'acide hypochloreux prédomine
(Engelbrecht et al., 1980; J. A. Thurston-Enriquez et al., 2003). La température impacte également les
cinétiques d’inactivation. La vitesse d’inactivation du PV 1 double lorsque la température passe de
5°C a 25 °C (Scarpino et al., 1972). A pH constant, I'augmentation de température engendre
pourtant une légere diminution de I'acide hypochloreux au profit de I'ion hypochlorite, mais cet effet

est négligeable en comparaison de I'augmentation concomitante de la vitesse de réaction.

L'efficacité de la chloration ainsi que de tous les traitements oxydatifs est enfin
particulierement dépendante a la composition de I'eau, dont la charge en molécules organique ou
inorganique exerce une demande en désinfectant correspondant a la différence entre la quantité de
désinfectant initialement ajoutée et la quantité résiduelle (Dow et al., 2006; LeChevallier et al.,
1981). Une forte demande en chlore diminue donc la dose a laquelle les pathogenes sont
effectivement exposés. La mesure de la concentration résiduelle aprés un temps de contact donné,
dans les usines de potabilisation comme dans les expériences d’inactivation, permet de controler
|’efficacité du traitement. Une certaine proportion des études de désinfection menées a I'échelle du
laboratoire ne détermine cependant pas la demande en chlore des matrices hydriques ou la
concentration résiduelle en fin de traitement. Méme dans le cas d’expériences conduites dans de
I’eau a demande nulle en chlore, I'ajout des virus peut étre associé a un apport plus ou moins

important de matiéres oxydables selon le niveau de purification des productions virales.

Barbeau et al.(2005) ont étudié la contribution de plusieurs parametres (température, pH,
turbidité, matiére organique) sur I'efficacité d’inactivation du phage MS2 par le chlore dans des
matrices hydriques synthétiques. Le pH et la température étaient les deux facteurs contribuant le
plus a la variabilité de I'efficacité. De plus, lorsque la demande en chlore de I'eau était prise en
compte pour déterminer I'exposition, la présence de matiére organique naturelle (0.5 mg/l)

n’influencait pas l'inactivation.
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Enfin la chloration peut étre affectée par la présence d’ions. A pH 10, I'ajout de NaCl, KCI et
CsCl (0,1 M) augmente I'inactivation du PV et des coxsackievirus B5 et B3 sans altération du rapport
HOCI/OCI" (Jensen et al., 1980). A 5 °C et pH 9, I’ajout de KCI (0,0169 M) augmente d’un facteur 15 la
vitesse d’inactivation du PV1 (Berg et al., 1990). L'effet potentialisateur du KCl a également été
observé a ph 4,5 (Berg and Sanjaghsaz, 1995). L'ajout de sels permet notamment d’accroitre le
potentiel virucide de la forme la moins active du chlore, OCI". Ainsi la vitesse d’inactivation du PV est

plus de trente fois supérieure a pH 10 avec du NaCl (0,1 M) qu’a pH 6 (Sharp and Leong, 1980).

2.4.6. Dioxyde de chlore
2.4.6.1. Efficacité

Le dioxyde de chlore (ClO,) a été utilisé dans une usine de traitement de I’eau pour la premiére
fois 1944 aux Etats-Unis afin d’éliminer les phénols (Vincent et al., 1946). Son utilisation comme
agent de désinfection s’est par la suite répandue a partir de 1956, a mesure que des sous-produits de
désinfection du chlore ont été identifiés. Le dioxyde de chlore est ainsi utilisé en remplacement du

chlore en désinfection primaire ou en désinfection secondaire apres traitement UV.

Le dioxyde chlore est un agent oxydant qui présente en effet de nombreux avantages par
comparaison avec le chlore : il est cing a dix fois plus soluble dans I'eau tout en étant inodore ; il ne
réagit pas avec les composés azotés, les bromures et la matiére organique et ne forme donc pas de
nitrosamines, bromates ou trihalométhanes ; il est plus efficace pour oxyder le fer et le manganése
et son action désinfectante est également supérieure notamment sur les virus, avec une efficacité
stable sur une grande étendue de pH (entre 4 et 10) ; il est enfin moins corrosif a long terme pour les
installations (Aieta and Berg, 1986; Backer, 2017; Gray, 2014). Les inconvénients du dioxyde chlore
sont son instabilité, nécessitant une production sur site qui génere du chlore en grande quantité, et
le fait qu’il peut former des sous-produits de désinfection de type chlorite ou chlorate nocifs pour la
santé. Le Tableau 12 présente les doses de dioxyde de chlore nécessaires pour inactiver 2 log

d’infectivité de différents virus entériques ou substituts.
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Tableau 12 : Doses de dioxyde de chlore (CT) nécessaires pour un abattement d'infectivité de 2 log
(99 %) de virus entériques et modeles

. CcT Température L.
Virus .4 pH Référence
(mg.min.L™) (°C)
Adénovirus 40 0,38 5 6 (Thurston-Enriquez et al., 2005a)
Coxsackievirus B5 0,12-0,63 20 7 (Zoni et al., 2007)
0,3-15 5-25 6-8 (Jacangelo et al., 2002)
FCV
0,5-2,2 20 7 (Zoni et al., 2007)
< 0,001 20 .
MNV 7,2 (Lim et al., 2010)
0,071 5
Poliovirus 1 0,2-6,7 5 6-7 (Hoff, 1986)
Rotavirus 0,2-2,1 5 6-7 (Hoff, 1986)
VHA <0,5 20 7 (Zoni et al., 2007)
0,079 5 .
Bactériophage 7,2 (Lim et al., 2010)
0,027 20
MS2
0,16 20 7,2 (Jinetal., 2013)

2.4.6.2. Mécanisme

Selon Wigginton et al. (2012b), I'inactivation du phage MS2 par le dioxyde de chlore est
exclusivement due a la perte de la capacité de liaison aux cellules cibles. Le dioxyde de chlore ne
provoque aucun dommage a I’ARN viral mais dégrade la protéine de capside (180 exemplaires par
virus) et la protéine de maturation (1 exemplaire par virus), qui serait impliquée dans l'interaction du
phage au pilus bactérien. C’est un oxydant relativement sélectif qui réagit principalement avec la
cystéine, la tyrosine et le tryptophane. L'inhibition de la capacité de liaison par le dioxyde de chlore
du fait de l'altération des protéines de capside a été rapportée pour d’autres phages (Noss et al.,

1986).

Dans le cas des virus humains, Alvarez et O’Brien (1982) ont constaté que le dioxyde de chlore
augmente la charge négative du PV mais n’altére pas I'absorption aux cellules cibles, la pénétration
et la décapsidation. lls ont en revanche constaté une inhibition de la réplication virale et ont donc
conclu a une atteinte de I’ARN. Le dioxyde de chlore altere de méme le génome du PV1 en ciblant
plus particulierement les régions 5’ et 3’ non codantes. De plus, les ARN extraits et dénaturés sont
moins sensibles au dioxyde de chlore ce qui indique que la structure tridimensionnelle de I’ARN
favorise sa dégradation (Simonet and Gantzer, 2006b). Le dioxyde de chlore cible notamment le
segment comprenant les nucléotides 40 a 80 de la région 5 non codante du PV1 nécessaire a

I'initiation de la réplication (Jin et al., 2012). Sur le VHA, le dioxyde de chlore provoque des
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dommages dans la région 5’ non codante (nucléotides 1 a 671) comme le fait le chlore. Les régions
les plus structurées du génome du VHA, qui sont les régions 5’ et 3’ non codantes, sont également
des cibles préférentielles du dioxyde de chlore. De plus, a la différence du chlore, il provoque
également une destruction compléete de I'antigénicité. L'inactivation du VHA peut donc étre liée a
|’atteinte des protéines de capsides et/ou a la dégradation du génome (Li et al., 2004). D’autres
travaux sont nécessaires pour une meilleure compréhension des contributions respectives des

altérations génomiques et protéiques, qui semblent dépendre des virus considérés.

2.4.6.3. Facteurs affectant I'inactivation par le dioxyde de chlore

Il est parfois admis qu’une augmentation de dix degrés induit une augmentation de
I'inactivation microbienne par inactivation chimique d’un facteur 2 a 3 (Hoff, 1986). Cette
considération vaut pour I'effet virucide du dioxyde de chlore. En effet, a pH 7 la vitesse d’inactivation
du PV1 est environ 3,5 fois supérieure a 15 °C qu’a 5 °C (Cronier et al., 1978), et a pH 6 les doses
permettant I'inactivation de 4 log d’infectivité de I'adénovirus 40 et du FCV sont respectivement 1,4
et 2,9 fois supérieures a 5 °C qu’a 15 °C (Thurston-Enriquez et al., 2005a). Cependant, en tant que gaz
dissous non dissocié dans I'eau, le dioxyde de chlore est volatil, ce qui peut ralentir la cinétique de

désinfection lors d’une exposition de longue durée a température élevée (Hoff, 1986).

L'efficacité du dioxyde de chlore est largement moins dépendante du pH que ne I'est celle du
chlore, mais est supérieure a pH 10 qu’a pH 6, ce qui serait lié a une fragilité des capsides en milieu
basique (Alvarez and O’Brien, 1982; Cronier et al., 1978; Noss et al., 1986). Enfin, d'importantes
guantités de matieres organiques auraient moins d’impact sur activité désinfectante du dioxyde de

chlore que celle du chlore (Benarde et al., 1965; Hirneisen et al., 2010).

2.4.7. Ozone
2.4.7.1. Efficacité

L'ozone (0O3) est un oxydant puissant qui a été utilisé pour la premiére fois comme traitement
de désinfection en 1906 dans une usine de potabilisation francaise (Rice et al., 1981). Son spectre
d’action antimicrobienne est trés étendu (bactéries, virus, protozoaires, spores, champignons) et son
efficacité désinfectante est supérieure a celle du chlore. En solution, I'ozone se décompose pour
former trois espéces réactives qui sont les radicaux libres hydroperoxyl ("HO,), hydroxyl ("OH) et

superoxide ("0,).

Par comparaison avec les autres méthodes de désinfection chimique, relativement peu de
données sont disponibles sur les abattements viraux par I'ozone. Cela est lié a sa forte réactivité qui

d’une part nécessite la possession d’équipements nécessaires a sa production in situ, et d’autre part
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impose de maintenir une concentration stable et basse en milieu réactionnel afin que les cinétiques
d’inactivation soient suffisamment lentes pour étre mesurables. Par ailleurs, différentes méthodes
sont utilisées pour I'exposition a I’ozone (ajout d’ozone dissous en solution, ou générateur d’ozone a
bulles) et le calcul des doses d’exposition, ce qui complique la comparaison entre différentes études.
A titre d’exemple, Sigmon et al.(2015) et Thurston-Enriquez et al.(2005b) effectuent une premiére
mesure de I'ozone 10 a 15 secondes apres le début de la réaction, tandis que Wolf et al.(2018)
soulignent que la premiéere phase de consommation de I'ozone qui se produit avant 10 secondes est
cruciale pour le calcul de I'exposition. Ainsi les approches expérimentales qui ne considerent pas la

diminution initiale de la concentration en ozone tendent a surestimer |’exposition.

Le Tableau 13 indique les doses d’ozone conduisant a un abattement de 2 log d’infectivité de
quelques virus entériques et modeéles. Concernant le phage MS2, Shin et Sobsey (2003) ont mesuré
3,5 log de réduction d’infectivité aprés 10 s a 0,37 mg/L d’ozone (pH 7, 5°C), contre 2,96 log de
réduction aprés 60 s a 0,60 mg/L (pH 6,9, 22 °C) dans I'étude de Finch et Fairbairn (1991). Herbold et
al.(1989) rapportent une réduction de 2,7 log d’infectivité du VHA aprés 1,2 s a 0,25 mg/L (pH 7,2,
20 °C). Enfin, une étude indique un abattement de 2 log du rotavirus humain aprés 60 s a 5,2 mg/L
(pH7, 25 °C) (Vaughn et al., 1987) tandis qu’une autre donne un abattement de 3 log pour une dose
largement supérieure de 5,2 mg/L pendant 60 s (pH 7, 25 °C) (Khadre and Yousef, 2002). Cet écart
traduit I'importance du mode opératoire, dont la méthode de purification des virus. Des composants

annexes peuvent en effet réagir trés rapidement et réduire I'ozone disponible.

Il est néanmoins possible de comparer la sensibilité des virus étudiés dans le cadre d’'un méme
protocole expérimental. Selon Wolf et al.(2018), le phage MS2 et I'échovirus 11 (souche Gregory)
sont les plus sensibles a I'ozone, suivis par le phage X174 et I'adénovirus 2, tandis que le virus le
plus résistant est le coxsackievirus B5 (souche Faulkner). Ce classement est en accord avec Sigmon et
al.(2015) qui ont déterminé que les virus étaient, par ordre de résistance croissante, le phage MS2,
I’échovirus 11 et le PV1, 'adénovirus 2 et le phage ¢X174, puis le coxsackievirus B5. Il existe enfin
comme pour les autres modes d’inactivation des variabilités de sensibilité au sein d’'une méme
espece virale. Le PV2 serait par exemple plus résistant que le PV1, et le rotavirus simien SA-11 plus

résistant que le rotavirus humain Wa (Roy et al., 1982; Vaughn et al., 1987)
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Tableau 13 : Doses d’ozone (CT) nécessaires pour un abattement d'infectivité de 2 log (99 %) de
virus entériques et modeles

. CcT Température L.
Virus .4 pH Référence
(mg.min.L™) (°C)
Adénovirus 40 <0.01- 0.02 5 7 (Thurston-Enriquez et al., 2005b)
0.0041 22 6,5 (Wolf et al., 2018)
Coxsackievirus B5 0.072 20 7,2 (Roy et al., 1981)
0.51 16 7,6 (Sigmon et al., 2015)
<0.01-<0.14 5 7 (Jacangelo et al., 2002)
FCV
<0.01 5 5 (Thurston-Enriquez et al., 2005b)
0,70-0,72 20 7 .
MNV (Lim et al., 2010)
0,13-0,17 20 5,6
Poliovirus 1 0,2 5 6-7 (Hoff, 1986)
Rotavirus 0,006 — 0,06 5 6-7 (Hoff, 1986)

2.4.7.2. Mécanisme

D’aprés les travaux de Mayer et al.(2015), I'altération des protéines de capside du MS2 et de
I’adénovirus de type F est théoriquement intégralement responsable de |'inactivation par I'ozone, qui
réagit beaucoup plus fortement avec les acides aminés qu’avec les acides nucléiques. Le niveau
d’altération des capsides peut de plus différer selon la composition protéique du virus considéré. Il
en effet connu que I'ozone réagit plus spécifiquement avec certains acides aminés soufrés ou
aromatiques (cystéine, méthionine, tyrosine, histidine, et phénylalanine) (Mudd et al., 1969). Chez
les bactériophages f2 et T4, I'ozone dissocie la capside en plusieurs sous-unités, ce qui induit une

perte de capacité d’adhésion a la bactérie et engendre la libération du génome (Kim et al., 1980).

D’autres résultats laissent penser que le génome est également une cible notable de I'ozone.
Des études ont en effet reporté des atteintes des protéines de capsides des virus inactivés par
I’ozone, sans toutefois toujours parvenir mettre en évidence le dysfonctionnement d’une fonction
virale liée aux protéines comme I'adhésion aux récepteurs ou le maintien de |'antigénicité (Riesser et
al., 1977; Roy et al., 1981; Vaughn et al., 1987). Par exemple, Roy et al.(1981) et ont mis en évidence
par électrophorese une modification des protéines structurales VP1 et VP2 (mais pas VP3 et VP4) du
PV1. Cependant, ni l'intégrité des particules (évaluée par détermination de leurs coefficients de
sédimentation), ni I'adhésion aux cellules cibles, n’étaient suffisamment affectées pour expliquer le
niveau d’inactivation observé. Selon ces auteurs, qui ont par ailleurs mis en évidence une

fragmentation de I’ARN des virus inactivés, le génome serait la principale cible de I'ozone aprés
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diffusion a l'intérieur de la capside. Les conclusions de cette étude sont que, dans le cadre d’une
exposition de 2 min avec une concentration résiduelle inférieure 0,3 mg/L, I'ozone diffuserait a

I'intérieur des capsides ou il réagirait avec I’ARN viral.

Cette hypothese va dans le sens de I'étude de Shin et Sobsey (2003) qui montre que la
diminution d’infectivité du PV1 et du MS2 correspond aussi a la diminution de la détection des
génomes par amplification de long fragments (long range PCR). L'ozone altére donc rapidement
I’ARN viral mais cette étude ne permet pas d’affirmer qu’il s’agit du premier mécanisme
d’inactivation. Plus récemment la dégradation de la région 5’ non codante a été identifiée comme
étant la cause majeure de linactivation du PV1 par l'ozone (liang et al., 2019). Des études
complémentaires sont néanmoins nécessaires pour confirmer que ce mécanisme s’étend a d’autres

virus entériques humains.

2.4.7.3. Facteurs affectant I'ozonation

La stabilité de I'ozone dépend surtout de la température, du pH et de la présence de matiere
organique. L'augmentation de la température diminue la solubilité et la stabilité de I'ozone dans
I’eau mais ces phénomenes peuvent étre compensés par une augmentation de la vitesse de réaction
avec les substrats oxydables (Khadre and Yousef, 2002; Kim et al., 1980). L’inactivation du VHA a 10
°C (pH 7,2) requiert une dose plus faible qu’a 20 °C (Herbold et al., 1989). A I'inverse, la constante
d’inactivation du MS2 augmente d’un facteur 1,8 lorsque la température augmente de 2 °C a 22 °C

(pH 8,5) (Wolf et al., 2018).

La stabilité de I'ozone dans I'eau décroit lorsque le pH augmente (Kim, 1998), ce qui conduit a
une diminution de I'inactivation des rotavirus et du PV1 en milieu alcalin (Vaughn et al., 1987). A pH
4,3, le PV1 est 4 fois plus résistant qu’a pH 7,2 (Roy et al., 1982). L'étude de Wolf et al.(2018) qui ont
tenu compte de la cinétique de diminution de I'ozone pour calculer précisément I’exposition indique
que le passage en milieu alcalin, d’'un pH 6,5 a 8,5 (22 °C), augmente d’'un facteur 2 la constante
d’inactivation du MS2. Cela suggére qu’en milieu basique les virus seraient intrinsequement plus

sensibles a I'ozone.

Enfin la matiére organique peut impacter négativement [|'efficacité de linactivation en
réagissant avec I'ozone et donc diminuant la concentration réelle d’exposition (Farooq and Akhlaque,
1983), mais aussi en conférant une protection aux virus. A titre d’exemple, Emerson et al.(1982) ont
premiérement déterminé qu’une concentration de 0,28 mg/L d’ozone pendant 10 s permettait
d’inactiver totalement une suspension de PV1. Dans une autre expérience sur du PV1 associé a des
débris cellulaires, 2 min d’exposition a une concentration supérieure a 6 mg/L ont été nécessaire

pour une inactivation totale, la concentration en ozone résiduel en fin de réaction étant pourtant
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supérieure a 4 mg/L. Cette étude montre que la matiére organique (débris cellulaires) confére aux

virus une protection qui n’est pas attribuable a la consommation de I'ozone.

2.4.8. Conclusion sur les méthodes d’inactivation

Les mécanismes des différents modes d’inactivation considérés précédemment sont
synthétisés dans le Tableau 14 dont émergent deux points majeurs. Le premier est la spécificité des
mécanismes moléculaires mis en jeu par chaque méthode, qui distingue méme les désinfectants
chimiques tous pourtant basés sur un processus d’oxydation. Le second est qu’un méme mode de
désinfection peut affecter différemment les fonctions de virus considérés comme structurellement
proches comme le phage MS2 et le PV1. Il est de plus important de noter que la connaissance des
parametres affectant les mécanismes d’inactivation est encore trés parcellaire. Pour conclure,
I'inactivation virale est un processus complexe mettant en jeu une grande variété de mécanismes
moléculaires, qui dépend de l'intensité ou dose de traitement, de la structure et de la composition

des virus, ainsi que des parameétres physico-chimiques.

Tableau 14 : Récapitulatif des mécanismes de différentes méthodes d'inactivation sur un modeéle
de phage (MS2) et un modeéle de virus humain (PV1), et doses approximatives permettant un
abattement de 2 log d’infectivité du PV.

Fonction virale inhibée Parameétres
Mode d’action physico-chimiques
Ms2 PV1 altérant Pefficacité
Protéines : dénaturation conduisant a
Chaleur - - Sels
des changements structuraux et perte Adhésion Adhésion

(45 °C, 10 min) Matiére organique

d’intégrité

Génome : modifications de bases,
uv diméres, pontages Réplication | Réplication Turbidité

(15 mJ/cm?) Protéines : altération de certains acides Injection Adhésion Matiére organique

aminés (F, Y, W), pontages

. . (g pH
Protéines : oxydation peu spécifique e . . . .
, . R Réplication Adhésion Matiére organique
Chlo.re 1 Génome : dommages sur la région 5 p . e . ganiq
(2 mg.min.L™) on codante Injection Réplication Température
Sels

Protéines : oxydation spécifique de

Dioxyde de , e i€ [
y certains acides aminés (C, Y, W) . . Réplication Matiere olrganlque
chlore , . ) Adhésion . Température
. Génome : dommages sur les régions 5 Adhésion
(5 mg.min.L") et 3’'non codantes
Protéines : oxydation préférentielle de Température
Ozone certains acides aminés (C, F, H, M, Y, W) .. L e pH
. 1 , , R Adhésion Réplication . .
(0.2 mg.min.L™) Génome : dommages sur la région 5 Matiere organique

non codante
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2.5. Phénomeénes impactant I'efficacité des traitements

Actuellement, la prédiction de I'efficacité d’un traitement multi-barriére repose sur le postulat
que l'abattement viral global est la somme des abattements atteints par chaque étape de
traitements (Kwok-Keung and LeChevallier, 2013). Plusieurs phénomenes documentés dans la
littérature scientifique incitent a remettre en perspective la validité du principe d’additivité des

traitements.

2.5.1. Effets synergiques

Lorsque les traitements sont combinés, c’est a dire réalisés simultanément ou de fagon
séquentielle, I'efficacité globale réelle peut dans certaines situations s’écarter de I'efficacité prédite
par additivité. Rattanakul et al.(2015) ont observé un effet synergique en prétraitant I'adénovirus 5
au chlore avant exposition aux UV, mais pas lorsque la chloration était réalisée aprés I'exposition aux
UV ou simultanément. Des effets synergiques ont aussi été mis en évidence lors d’une exposition
simultanée comme séquentielle du phage MS2 au chlore et aux UV (Rattanakul et al., 2014). Dans
cette étude, I'application simultanée des deux traitements a engendré une vitesse d’inactivation 2,3
fois supérieure a la vitesse prédite a partir des traitements conduits séparément. Cho et al.(2011),
étudiant l'inactivation séquentielle du MS2 par irradiation aux UV basse pression puis chloration, ont
seulement décrit un effet additif. Cependant, I'ajout d’'un agent oxydant (H,0,) en amont du
traitement UV-chlore a permis d’augmenter l'inactivation virale via deux mécanismes : la formation
d’especes réactives de I'oxygene par photolyse, puis I'augmentation de la sensibilité des phages au
chlore. U'effet synergique global a conduit a un abattement viral de 1,5 log supérieur a I'abattement
prévu. Enfin, des effets synergiques ont également été constatés sur l'inactivation du MS2 apres
application séquentielle UV-ozone ou ozone-UV et dans une moindre mesure lors d’une co-

exposition (Fang et al., 2014).

2.5.2. Déviation par rapport au modeéle d’inactivation log-linéaire

Le premier modele décrivant I'inactivation d’un micro-organisme pathogéne a été construit en
1908 par Chick puis généralisé la méme année a d’autres désinfectants par Watson (Chick, 1908;
Watson, 1908). Le modele Chick-Watson correspond a une décroissance logarithmique de la
concentration en pathogénes infectieux au cours du temps décrit par la relation :

In (c/co) = -kew.C".t

ol ¢y et ¢ et sont les concentrations en pathogenes infectieux initiale et au temps t; kew est une
constante d’inactivation ; C est la concentration en désinfectant et n un coefficient souvent

expérimentalement déterminé comme égal a 1 (cas d’une inactivation de premier ordre).
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Des profils d’inactivation s’écartant de ce modele log-linéaire ont fréquemment été décrits
dans les expériences d’inactivation virale (Battigelli et al., 1993; Harakeh and Butler, 1984; Mattle et
al., 2011; Mattle and Kohn, 2012; Nieuwstad and Havelaar, 1994). Un profil épaulé traduit une faible
vitesse initiale d’inactivation, tandis qu’un profil avec un plateau (tailing) est interprété comme une
inactivation biphasique avec une vitesse d’inactivation élevée a faible dose et basse a haute dose
(Figure 14). Le profil épaulé a été observé lors d’inactivations thermiques (Bozkurt et al., 2015;
Tuladhar et al., 2012a), tandis que I"apparition d’un plateau est plus commun lors d’inactivation par
les UV ou par désinfection chimique. Ce phénomene peut étre a |'origine d’une inactivation virale

incompléte lors de la désinfection.

Dose

Epaulement (Inactivation thermique)

log(NINg)

Plateau

i (UV ou désinfection chimique)

-3

Figure 14 : Types de courbes de désinfection. La courbe linéaire correspond au modeéle de Chick-
Watson (issu de Jensen et al.(2010)).

Des mécanismes permettant d’expliquer la décroissance de la vitesse d’inactivation au cours
du temps ont été initialement proposés par Hiatt (1964), qui a distingué les effets mécanistiques liés
au processus de réaction des effets inhérents a I'hétérogénéité des virus. Selon les travaux de
Sigstam et al.(2014), les mécanismes possibles incluent une modification des propriétés physico-
chimiques du milieu réactionnel, une modification des propriétés des virus augmentant leur
résistance, la préexistence d’agrégats viraux ou leur formation au cours du processus, et enfin
I’existence de sous-populations virales de sensibilité variable. Ces différentes hypothéses ont été
testées dans le cas de l'inactivation du phage MS2 par le dioxyde de chlore. Il s’est avéré que la

désinfection engendrait la formation d’un adduit capable de se lier réversiblement (un lavage
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permettant de I’éliminer) aux capsides et de leur conférer une protection (Sigstam et al., 2014). Dans
le cas d’une inactivation aux UV a 254 nm, Mattle et Kohn (2012) ont montré que I'apparition d’un
plateau était lié a la présence d’agrégats viraux (initialement générés en diminuant le pH) qui
favorisent les événements de co-infection et de recombinaison permettant de produire des virus
viables a partir de plusieurs virus au génome endommagé. lls ont de plus observé qu’un retour a pH
neutre permettait de dissocier les agrégats des suspensions non exposées aux UV, mais qu’une partie
des agrégats exposés aux UV n’était pas redispersée par 'augmentation de pH. Cela signifie que les
UV stabiliseraient la cohésion des agrégats, peut-étre en créant des pontages protéine-protéine

entre virus.

2.5.3. Adaptation des virus aux traitements

Il existe pour finir des différences de sensibilités notables non seulement au sein des
représentants d’'une méme espéce virale comme illustré par Black et al.(2009) qui ont comparé la
sensibilité au chlore de plusieurs sérotypes d’entérovirus, mais également entre variants appartenant
a un méme sérotype. Avec un taux de l'ordre de 10™ substitution par nucléotide et par cycle
d’infection, I’évolution particulierement rapide des génomes de virus a ARN leur confere la capacité
de s’adapter trés rapidement a certaines pressions de sélection auxquelles ils sont soumis entre deux
cycles infectieux (Elena and Sanjuan, 2005; Sanjudn et al., 2010). Ce phénomene a permis de générer
en laboratoire des variants ayant une résistance accrue a certains modes d’inactivation, en les
exposant sur plusieurs cycles a des doses sublétales des divers agents désinfectants. Il expliquerait
par ailleurs que des souches environnementales, potentiellement exposées a des conditions physico-
chimiques adverses au cours de leur circulation, puissent étre plus résistantes que les sérotypes de
laboratoire correspondants entretenus dans des conditions n’exercant pas de pression de sélection
notoire. La détermination des caractéristiques génétiques des populations virales, qui s’est
développée depuis la démocratisation du séquencage haut débit au début des années 2010 (Posada-
Cespedes et al., 2017), a permis d’identifier des polymorphismes participant aux phénotypes

résistants et d’approfondir la connaissance des mécanismes d’inactivation.

Un des premier PV thermorésistants, survivant a une inactivation de 1h a 50 °C, a été obtenu
en 1957 (Youngner, 1957). Des virus pouvant résister jusqu’a 75°C ont par la suite été isolés
(Medearis Jr et al., 1960). En 1975, des variants des PV1 et PV2 thermorésistants ont été obtenus
aprés douze passages entrecoupés d’une inactivation partielle de 2 h a 50 °C. Une analyse par
électrophorése des polypeptides a démontré |'existence de mutations dans les protéines de capside
VP1 a VP3, tandis qu’aucune différence n'a été détectée parmi les protéines non structurales. Par

ailleurs, la thermorésistance a résulté d’un processus de mutation multi-étapes (Fennell and Phillips,
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1974). Récemment, une mutation unique dans la protéine VP1 (M132V) a été identifié comme
suffisante pour conférer une thermorésistance au PV (Nguyen et al., 2018). Un variant du PV (souche
LSc) ayant une résistance accrue au chlore a été obtenu pour la premiere fois en 1977 apres dix
passages, les virus ayant été exposés entre chaque passage a une dose sub-létale de chlore (30 min a
une concentration de 0,6 a 0,8 mg/L) (Bates et al., 1977). Plus récemment, une série de travaux
conduits par I'équipe de Tamar Kohn a décrit les caractéristiques phénotypiques et génétiques de
populations virales présentant une résistance accrue aux UV et au dioxyde de chlore obtenues par
évolution expérimentale. Chez le phage MS2, la résistance au dioxyde de chlore a été associée a des
mutations engendrant un enrichissement des sites de liaison en acides aminés plus stables vis-a-vis
du dioxyde de chlore, n‘impactant pas la fonction d’adhésion aux cellules cibles aprés traitement
(Zhong et al., 2016). Dans le cas de I’échovirus 11, la résistance au dioxyde de chlore était due a
I'apparition de la capacité a utiliser un récepteur cellulaire alternatif (Zhong et al., 2017b). Par
ailleurs, il a été montré que des échovirus 11 ayant une résistance accrue aux UV-C ont une fidélité
réplicative supérieure a celle des populations sauvages. Cette résistance aux UV impliquerait des
mécanismes analogues a ceux mis jeu dans la résistance a la ribavirine, un antiviral mutagene
(Carratala et al., 2017). Enfin, des MNV résistants au chlore ont été générés in vitro dés trois
passages. Quatre a six mutations non synonymes dans les protéines VP1 et VP2 ont été détectées
dans les deux réplicats expérimentaux au dixieme passage, dont une dans VP2 commune aux deux

populations (Rachmadi et al., 2018b).

L'émergence de variants résistants n’est pas un phénomene observé exclusivement en conditions
artificielles au laboratoire. Des variants du PV1 résistants au chlore ont été isolés dans de I'eau de
distribution contenant une concentration résiduelle de chlore de 1 mg/L (Shaffer et al., 1980). De
plus, parmi sept isolats de coxsackievirus B4 ou B5 issus d’eau de distribution désinfectée par
chloration ou d’eaux usées, six présentaient une résistance au chlore supérieure a la souche de
laboratoire correspondante (Payment et al., 1985). Plus récemment, Meister et al. (2018) ont
caractérisé les cinétiques d’inactivation de neuf souches d’entérovirus (coxsackievirus B1, B4 et B5)
isolés d’eaux usées et de deux souches de laboratoire (coxsackievirus B5 Faulkner, échovirus 11
Gregory), au cours de plusieurs traitements d’inactivation (chaleur, UV, chlore, dioxyde de chlore,
lumiére solaire). Les auteurs ont mis en évidence d’'importantes variabilités inter- comme intra-
sérotypiques dans les cinétiques de désinfection. Ils ont en particulier démontré par une analyse
statistique bayésienne qu’au moins la moitié des six isolats de CVB5 avaient une probabilité
supérieure a 90 % d’étre plus résistants que la souche de laboratoire Faulkner a la chaleur, au chlore,
au dioxyde de chlore et aux UV. Cette étude illustre les limites de l'utilisation des souches de

laboratoire pour évaluer la sensibilité des virus circulants aux traitements d’inactivation. Selon
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Rachmadi et al.(2018a), les traitements de désinfection de I'eau exerceraient une pression de
sélection sur les virus a ARN en sélectionnant les virus les plus résistants. Les pratiques de
désinfection, en exercant une pression de sélection, pourraient ainsi contribuer a I'évolution des

populations virales (Figure 15).

@ : souche sensible . : souche résistante

Désinfection Hote Désinfection

Ressource Eau potable Eaux usées Ressource

Figure 15 : Sélection naturelle des virus entériques due a la désinfection de I'eau (adapté de
Rachmadi et al.(2018a)).

2.6. Conclusion

Chaque mode d’inactivation virale met en jeu une combinaison différente de mécanismes
moléculaires affectant les protéines et/ou le génome. Dans les milieux hydriques environnementaux,
la persistance virale est majoritairement déterminée par la stabilité des capsides, sous l'influence
principalement de la température. Les performances des méthodes de désinfection dépendent d’une
part des caractéristiques de chaque virus, et d’autre part des conditions physico-chimiques. Cette
partie montre l'importance de mener les expériences d’inactivation dans des conditions
parfaitement maitrisées, en contrélant notamment I'exposition réelle des virus aux agents
inactivants. De plus, compte-tenu des capacités d’adaptation des virus et des différences de
sensibilité entre les souches circulantes et les modeles entretenus en laboratoire, il serait tres
informatif que les travaux évaluant I'efficacité des traitements puissent également caractériser la

sensibilité d’isolats environnementaux.
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3. Interactions des virus entériques humains dans leurs environnements
3.1. Généralités

Le cycle des virus entériques peut étre divisé en deux grandes phases, la premiere débutant au
moment de l'entrée en contact avec I’h6te et la seconde commencant a partir de I'excrétion des
particules nouvellement synthétisées dans le milieu extérieur. La premiére phase dure quelques
jours a quelques semaines et comprend toutes les étapes nécessaires a la génération de nouvelles
particules : fixation aux cellules hotes (cellules de [I'épithélium intestinal le plus souvent),
internalisation, décapsidation, réplication du génome, synthése protéique et assemblage de
nouvelles particules, puis relargage des virions hors de la cellule avant excrétion dans le milieu
extérieur. La seconde phase est une dissémination et une persistance dans I’environnement qui peut

se prolonger plusieurs mois avant que les virus soient ingérés par un nouvel hote.

Les virus entériques sont ainsi soumis a des milieux extrémement variés caractérisés par
d’importantes variations de température, de salinité, de pH ou d’humidité et peuvent entrer au
voisinage d’une diversité conséquente de molécules, micro-organismes, et autres particules
biologiques ou minérales. Dans I'hGte, les virus sont confrontés a un pH bas, a des enzymes
protéolytiques, et au microbiote intestinal entouré de mucus. Dans le systeme digestif de I’hote, les
virus établissent en particulier des interactions avec des bactéries ou des produits bactériens, qui
peuvent favoriser leur infectivité et pathogénese. Dans les environnements hydriques, les virus sont
soumis a des variations de température ou salinité, et peuvent s’agréger ou s’associer a des éléments

biotiques ou abiotiques.

3.2. Interactions avec le microbiote intestinal et pathogénése
3.2.1. Types d’interactions

Le systéme digestif humain abrite de 10" & 10 micro-organismes et est a ce titre le systéme
de I'organisme qui contient le plus grand nombre de bactéries commensales (Adak and Khan, 2019).
Le nombre d’espéeces bactériennes qui y est représenté suit une sorte de gradient qui varie de 200
dans la cavité buccale a environ 1000 dans le colon (Lozupone et al., 2012). Le nombre de bactéries y
est aussi croissant : 10 a 10° cfu (colonies formant unités) /mL dans I'estomac, 10* 4 10’ cfu/mL dans
I'intestin gréle, et 10" 3 10" cfu/mL dans le colon. Le microbiote commensal est connu pour son réle
protecteur contre les micro-organismes pathogénes, entre-autres en formant une barriere a la
surface des cellules de I'épithélium intestinal (Ubeda et al., 2017). Plus méconnu est le réle
facilitateur d’infection qu’il exerce vis-a-vis de certains virus entériques, qui auraient évolué en tirant

profit des bactéries commensales (Berkhout, 2015).
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Les interactions virus-bactéries peuvent étre classées en deux groupes: les interactions
directes et les interactions indirectes (Erin A. Almand et al., 2017a). Les interactions directes font
références aux liaisons physiques entre les virus et des bactéries ou des produits générés par celles-
ci. Elles favorisent le processus infectieux des virus, généralement la fixation aux cellules hotes. Elles
sont donc au bénéfice des virus et neutres pour les bactéries. Les interactions indirectes ne mettent
pas en jeu de contact direct entre les virus et les bactéries. Elles font référence au fait qu’une
premiére infection bactérienne ou virale peut affaiblir I’'h6te et favoriser un second processus
infectieux. Nous nous intéresserons ici plus particulierement aux interactions directes, qui sont

résumées dans le Tableau 15.

Tableau 15 : Interactions directes entre des virus entériques et des bactéries du systéeme digestif
(d’apres Almand et al.(2017a))

Virus Bactéries ou molécules Description Références
Norovirus Enterobacter cloacae Les pseudo-HBGA* sont des (Erin A Almand et
humain cofacteurs nécessaires a al., 2017; Jones et
I'infection des lymphocytes B al., 2014; Miura et
al., 2013)
MNV E. cloacae, bactéries Les pseudo-HBGA sont des (Baldridge et al.,
intestinales, gangliosides cofacteurs de l'infection 2015; Jones et al.,
Les bactéries intestinales 2014)
favorisent la persistance de
I'infection
Poliovirus Bactéries intestinales, Augmentation de la fixation (Kuss etal., 2011;
polysaccharides contenant de au récepteur cellulaire PVR Robinson et al.,
I’acétyl-N-glucosamine 2014a)
Réovirus Bactéries intestinales, Augmentation de la fixation (Kuss et al., 2011)
T3SA+ Escherichia coli, Ochrobactrum  des virus aux cellules et de la
intermedium, Bacillus réplication virale

cereus, Enterococcus faecalis,
certains polysaccharides

Rotavirus Bactéries intestinales Augmentation de la fixation (Erin A Almand et
des virus aux cellules et de la al., 2017)
réplication virale

* HBGA (histo-blood group antigen) : antigénes de groupes sanguins tissulaires
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3.2.2. Entérovirus

Les interactions directes virus-bactéries font I'objet d’un nombre croissant d’études depuis les
travaux pionniers de Julie K. Pfeiffer et son équipe en 2011 (Kuss et al., 2011). Par des expériences in
vivo, les auteurs ont premiérement montré que des souris ayant recu un traitement antibiotique
déplétant le tube digestif du microbiote intestinal présentaient, aprés ingestion d’un inoculum de
PV1 (Mahoney), une mortalité deux fois inférieure a celle des souris contréle. Dans ces souris, le
génome viral était répliqué en moins grand nombre. Les auteurs ont donc prouvé que le microbiote
intestinal augmente in vivo l'infectivité du PV. Ils ont ensuite constaté que certaines bactéries ou
composants bactériens augmentaient in vitro la viabilité virale. Ces bactéries étaient aussi bien des
bactéries a Gram-positif (paroi constituée de peptidoglycane a 90 %) comme Bacillus cereus et
Enterococcus faecalis, que des bactéries a Gram-négatif (paroi pauvre en peptidoglycane mais
enveloppe externe riche en LPS) comme E. coli et O. intermedium. Plus particulierement, la bactérie
B. cereus, identifiée comme augmentant le plus la viabilit¢é du poliovirus, ainsi que le
lipopolysaccharide (LPS) de E. coli ont favorisé la fixation du poliovirus aux cellules Hela. Parmi le
panel de polysaccharides, ceux qui ont montré un effet promoteur d’infectivité du PV in vitro (a une
concentration de 1 mg/ml) étaient des polysaccharides de plus de six monosaccharides contenant
I"acétyl-N-glucosamine comme le LPS, le peptidoglycane, la chitine et la mucine (Kuss et al.2011 ;
Robinson, Jesudhasan, et Pfeiffer 2014).

Le mode d’action du LPS est schématisé sur la Figure 16 qui montre que les LPS facilitent la
liaison du PV a son récepteur (PVR). En effet, il n’a pas d’effet promoteur de fixation sur des cellules
n’exprimant pas le PVR, ou dont les PVR ont préalablement été bloqués par des anticorps spécifiques

(Robinson et al., 2014a).
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pas étre infectées par le PV, avec ou sans LPS

N

Figure 16 : Le LPS favorise la fixation du poliovirus aux cellules cibles en augmentant I'affinité du
poliovirus pour son récepteur PVR. D’apres Karst et al.(2016) et Robinson et al.(2014a).

L’équipe de Julie K. Pfeiffer a ensuite testé un panel de 41 souches bactériennes pour identifier
certains déterminants bactériens influencant le processus infectieux du PV. Les deux tiers des
bactéries testées (13/41) aussi bien a Gram-positif que a Gram-négatif ont augmenté in vitro
I'infectivité du virus sur des cellules Hela. La bactérie Lactobacillus johnsonii, issue d’un isolat fécal,
est celle qui a été capable de fixer le plus de particules virales. Leurs expériences ont confirmé que
I'interaction virus-bactérie nécessite des exopolysaccharides bactériens. Les auteurs ont enfin
montré que l'augmentation de la fixation du PV aux cellules cibles induite par certaines bactéries
était associé a un accroissement du nombre d’événements de co-infection (jusqu’a six particules
virales au sein d’'une méme cellule) et donc de recombinaison des génomes viraux (Erickson et al.,
2018). D’autres entérovirus comme le coxsackievirus B3 peuvent interagir avec des bactéries ou du

LPS (Aguilera et al., 2019).

Des exopolysaccharides bactériens et en particulier le LPS favorisent donc in vitro comme in
vivo l'infectivité d’entérovirus, via des interactions directes, en augmentant |'affinité pour leur
récepteur. Une des conséquences est I'augmentation des co-infections et donc des événements de

recombinaisons participant a la diversité génétique des virus.
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3.2.3. Norovirus

Les norovirus utilisent une grande variété de polysaccharides pour infecter les cellules
eucaryotes, en particulier les antigenes de groupes sanguins tissulaires (HBGA) qui facilitent la
fixation aux cellules (Harrington et al., 2002; Tan and Jiang, 2005). Certaines bactéries intestinales
expriment des pseudo-HBGA, des polyméres extracellulaires dont la structure est proche des HBGA
humains, auxquelles les norovirus peuvent se fixer (Miura et al., 2013; Springer et al., 1961). Mirua et
al. ont par exemple observé la fixation des norovirus Gl.1 et GI.6 a la bactérie Enterobacter cloacae.
Dans le cas du norovirus Gl.1, I'interaction implique les antigenes A présents sur les pseudo-HBGA, et
plus particulierement |’acétyl-N-galactosamine terminal. Par ailleurs une mutation ponctuelle
(W375A) abolit I'interaction. Il semble ainsi exister une forte spécificité d’interaction, de méme
gu’avec les HBGA humains (Huang et al., 2005). D’autres auteurs ont montré que les norovirus GI.6
et G1.4 peuvent se fixer a un panel de bactéries représentatives du microbiote intestinal, sans pour

autant préciser le role des pseudo-HBGA dans ces interactions (Erin A. Almand et al., 2017b).

L'interaction entre les norovirus et les pseudo-HBGA aurait un rble prépondérant pour
I'initiation du processus infectieux. En effet, des pseudo-HBGA ou la bactérie E. cloacae sont
nécessaires a l'infection des lymphocytes B par le norovirus (Gll.4) dans le systéeme de culture
développé par Jones et ses collegues (2014a) (Figure 17 A). De plus, de la méme fagcon qu’évoqué
précédemment avec le poliovirus la déplétion du microbiote intestinal de souris inhibe I'infection par
le norovirus murin (Jones et al., 2014), et les souris dont on restaure le microbiote redeviennent
sensibles au MNoV (Baldridge et al., 2015). Chez ’homme il existe par ailleurs un lien entre
I'abondance de certains groupes de bactéries et la susceptibilité de linfection les norovirus

(Rodriguez-Diaz et al., 2017).

Certiains norovirus (Gll.4 et Gl.3) peuvent également se lier a d’autres molécules comme des
gangliosides (glycolipides acides dont les chaines oligosaccharidiques sont terminées par des résidus
d’acides sialiques) qui sont des lipopolysaccharides présents sur la membrane externe des bactéries a
Gram-négatif (Han et al., 2014). Dans le cas des MNoV, les acides sialiques terminaux des

gangliosides sont des facteurs de fixation aux macrophages murins (Figure 17 B) (Taube et al., 2009).

Le microbiote intestinal a enfin un réle plus indirect, en modulant la composition cellulaire de
I’épithélium intestinal. Chez la souris, le récepteur protéique du MNoV, nommé CD3001f, est exprimé
par des cellules de I'épithélium trées peu abondante appelées tuft cell (cellules chimiosensible riches
en microvillosités). L'équipe ayant découvert I'existence de ce récepteur (Orchard et al., 2016) a
également montré que le microbiote intestinal stimule chez la souris la prolifération de ces cellules et

favorise donc l'infection par le MNoV (Figure 17 C et D) (Wilen et al., 2018).
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Enfin, les sels biliaires ont un réle important pour permettre l'infection par les norovirus, mais
cela n’impliquerait pas d’interactions directes entre les deux. Dans le modéle de culture ex vivo sur
entéroides humains développé par Ettayebi et al.(2016), la bile est un élément indispensable a la
réplication du génome viral (Figure 17 B). Le mécanisme est lié a un effet des sels biliaires sur les
cellules et non sur les virus, dans la mesure ou la réplication du virus est stimulée lorsque les cellules

sont prétraitées par des sels biliaires, mais non lorsque seuls les virus le sont.
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Figure 17 : Influence du microbiote intestinal sur le processus infectieux du norovirus (d’apres
(Sullender and Baldridge, 2018)).

3.2.4. Réovirus

De méme que pour le PV ou le norovirus, la déplétion du microbiote intestinal de la souris par
des antibiotiques diminue la réplication du réovirus T3SA+ dans l'intestin ainsi que les symptomes
associés a une infection (Kuss et al., 2011), et inhibe également I'infection par rotavirus (Uchiyama et
al., 2014). Le reovirus (T1L et T3D) interagit avec des bactéries a Gram-positif (B. subtilis) ou a Gram-
négatif (E. coli) ainsi qu’avec des polysaccharides bactériens de facon sérotype dépendante (Berger
et al., 2017a). On trouve parmi ces polysaccharides le LPS, le PG, la mucine, le mannane et |'acide
lipoique. Par ailleurs le rotavirus est connu pour reconnaitre des glycannes exposant des motifs
d’acide sialiques a la surface des cellules hotes (Stencel-Baerenwald et al., 2014). lls se pourrait donc
gu’il puisse également se fixer a des acides sialiques bactériens, mais cela ne semble pas avoir été
décrit. Le mécanisme exact de I'effet promoteur d’infectivité des réovirus par le microbiote intestinal
n’a pas été détaillé. En revanche certaines bactéries augmentent la thermorésistance du rotavirus

(Berger et al., 2017a), ce qui pourrait participer a maintenir son potentiel infectieux au sein de I’héte.
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3.2.5. Autres virus entériques

Il n’a pas été démontré que les virus entériques autres que ceux mentionnés ci-dessus puissent
interagir directement avec le microbiote et en tirer bénéfice pour infecter I’hote. Les astrovirus
infectent de la méme fagon des souris normales ou celles dont le microbiote intestinal a été déplété
(Ingle et al., 2019). De plus il a été montré que parmi des enfants atteints de diarrhées persistantes
des astrovirus étaient plus souvent détectés chez ceux ayant suivi un traitement antibiotique
(Unicomb et al., 1998). Dans le cas des adénovirus, le processus infectieux serait indirectement
inhibé par le microbiote intestinal qui stimule la production de défensines antivirales (Wilson et al.,

2013).

3.2.6. Effet stabilisateur des interactions virus -microbiote in vitro

En plus d’augmenter la pathogenése de certains virus entériques, les exopolysaccharides
bactériens ont également un réle stabilisateur des particules virales. Julie K. Pfeiffer et ses colleégues
(Robinson et al., 2014a) ont noté que le LPS et certains autres polysaccharides a une concentration
de 1 mg/ml maintiennent le potentiel infectieux du poliovirus exposé a deux modes d’inactivation :
six heures d’incubation & 42 °C ou un traitement au chlore & 1 mg.min. L™}, qui inactivent tous deux
totalement le virus mis dans du PBS seul. Lorsque I’ARN viral est relargué, les virus opérent une
transition 160S-80S traduisant une diminution de leur densité. Cette transition se produit au cours du
processus infectieux normal, ou bien lorsque les particules subissent une inactivation thermique in
vitro. Les auteurs ont montré qu’a l'issu du traitement thermique les particules virales incubées avec
du LPS conservent leur structure initiale de 160S. Ainsi le LPS stabilise la structure du virus et

empéche le relargage de I’ARN lors d’une élévation de température (Figure 18).
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Figure 18 : Stabilisation du poliovirus par le LPS. Le LPS augmente la thermostabilité et la résistance
au chlore du poliovirus en favorisant la stabilité et I'intégrité de la capside (d’aprés Karst (2016)).

Le mécanisme moléculaire de I'interaction poliovirus-LPS implique la tyrosine en position 99 de
VP1 située dans la BC-loop exposée a la surface des particules. La substitution de cette tyrosine par
une lysine (T99K) induit une diminution de la liaison au LPS, a température inférieure a 40 °C. Si cette
position n'est pas le site d’interaction avec le LPS (la délétion de I'acide aminé 99 n’abolit pas
I'interaction), les auteurs suggerent qu’elle influencerait I'accessibilité au site de liaison situé dans
une poche. Ainsi la mutation T99K bloquerait I'acces au site de liaison a température physiologique,
mais au-dela de 40°C, la température induirait I'ouverture de cette poche. Le coxsackievirus B3 est
également protégé d’une inactivation thermique (4h30 min a 44°C) par du LPS ou les bactéries E. coli,
Prevotella ruminicola, Bacillus badius et Lactobacillus johnsonii. |l existe toutefois des distinctions
liées au sérotype viral dans la mesure ou tous protegent le CVB3-H3, mais seul le LPS protege le

CVB3-Nancy (Aguilera et al., 2019).

La liaison entre les norovirus et les bactéries produisant des pseudo-HBGA participe a leur
stabilisation. En effet, la liaison des norovirus Gl.1 et GIl.4 aux bactéries E. coli produisant des
pseudo-HBGA leur conférent une protection lors d’'un choc thermique de 2 min a 90°C, en
maintenant l'intégrité des sites antigéniques et la capacité a se lier a la mucine. Cette protection

n’est pas observée avec de bactéries E. coli ne produisant pas de pseudo-HBGA (Li et al., 2015).

Enfin, les réovirus T1L et T3D, dont I'infectivité décroit apres 2h a température ambiante, sont
stabilisés en présence des polysaccharides auxquels ils peuvent se fixer (LPS, PG, mannane, mucine,
acide lipoique) (Berger et al., 2017a). La stabilité et le niveau de protection induite par les

polysaccharides dépend du sérotype.
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3.3. Interactions dans les milieux hydriques
3.3.1. Généralités

Les analyses des virus dans les matrices hydriques consistent le plus souvent en une étape de
concentration (nécessaire pour atteindre une limite de détection suffisamment petite) suivie d’'une
guantification, qui peut étre réalisée par culture ou biologie moléculaire. Elles renseignent sur la
contamination des milieux considérés (milieux aquatiques environnementaux, qualité des
ressources, réseau de distribution, eau produite...) afin par exemple d’adapter les traitements de
désinfection et de contréler leur efficacité, ou d’évaluer le risque sanitaire lié a la présence de virus
dans des eaux récréatives ou de consommation. Ces analyses n’apportent pas de renseignements
directs sur le comportement des particules virales, tel que leur état libre, agrégé, ou associé a
d’autres constituants. En revanche, une littérature abondante s’est attachée a décrire les différentes
interactions pouvant s’établir entre les virus et les autres particules des milieux hydriques, et a en

discuter les implications en matiére de transport, persistance et inactivation.

3.3.2. Les virus entériques en milieu hydrique

En milieu aqueux, les virus forment de suspensions colloidales du fait de leur taille sub-
micrométrique et des effets négligeables de la gravitation par comparaison a ceux de I’agitation
thermique (la sédimentation des virus libre nécessite une ultracentrifugation). La nature protéique
des capsides leur confere une charge dans les milieux polaires. Les virus entériques ont
généralement des points isoélectriques inférieurs a 7 (Tableau 16) et sont donc chargés
négativement dans des milieux proches de la neutralité. Ce sont ainsi des particules hydrophiles dont
les interactions sont régies par des forces de van der Waals de faible intensité, des mouvements
Browniens liés a I’énergie thermique et des interactions électrostatiques. Cela implique que, selon les
caractéristiques physico-chimiques des milieux hydriques, les virus entériques ne forment pas
nécessairement une suspension monodisperse de particules individualisées (stabilité colloidale), mais

peuvent interagir physiqguement et s’agréger.
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Tableau 16 : Points isoélectriques estimés de quelques virus entériques (d'aprés Michen et Graule
(2010) et complété)

Virus Point isoélectrique (pHi) Référence
Adénovirus 5 45 (Trilisky and Lenhoff, 2007)
Coxsackievirus B5 4,75 et 6,75 (Butler et al., 1985)
Echovirus 1 4,0 (Butler et al., 1985)
Coxsackievirus A21 48et6,1 (Murray et al., 1978)
Poliovirus 1 40et7,4 (Nasser et al., 1991)
Virus de I'hépatite A 2,8 (Nasser et al., 1991)
Virus de I'hépatite E 59a6,4 (Vikram and Kumar, 2018)
Norovirus (Gl et GllI) 55a6,0 (Goodridge et al., 2004)
Rotavirus simien SA11 8,0 (Butler et al., 1985)

3.3.3. Concept de double couche électrique

Les virus ont une charge nette négative en solution lorsque le pH est supérieur a leur point
isoélectrique, ce qui est le plus souvent le cas dans les milieux hydriques environnementaux. Cette
charge négative est notamment due a la dissociation des groupements carboxyles situés sur la face
externe de la capside. En solution, des contre-ions sont attirés au voisinage de ces charges négatives
pour constituer une couche compacte de cations (couche de Stern), suivie d’une couche plus diffuse
constituée d’anions et de cations (couche de Gouy-Chapman). Cette double couche détermine les
interactions électrostatiques auxquelles sont soumis les virus (Figure 19). Les virus sont individualisés
(suspension colloidale) lorsque les forces de répulsion prédominent. Lorsque la valence ou la
concentration des contre-ions augmente ou que le pH diminue, la couche diffuse s’amincit et forces
de répulsion sont annulées, permettant aux particules négativement chargées de se rapprocher
suffisamment pour étre soumises aux forces attractives de faible portée comme les forces de Van der

Waals et les liaisons hydrogene. Il s’agit du phénomene de coagulation (Rao and Melnick, 2019).
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Figure 19 : Schéma de la double couche électrique au voisinage des virus et autres colloides
électronégatifs.

3.3.4. Agrégation

L’agrégation des virus fait référence a une association physique, durable dans des conditions
données, d’au moins deux particules virales. On nomme homo-agrégat une association de virus
semblables, et hétéro-agrégat une association impliquant différents virus. Analyser I'agrégation au
cours du temps d’une suspension de virus monodispersés revient a en étudier la stabilité colloidale.
La stabilité d’un systeme colloidale peut par exemple étre étudiée a travers la distribution de la taille

des particules, la diffusion de la lumiére ou le potentiel zéta.

Historiquement, le phénoméne d’agrégation a premierement été étudié sur le virus de la
mosaique du tabac et d’autres virus de plante. Les biochimistes avaient noté que leurs propriétés
variaient selon qu’ils était produits en laboratoire ou isolés de I'environnement, et avaient montré
par microscopie électronique a transmission (MET) que le mode de purification des productions

virales pouvait engendrer leur agrégation (Bawden and Pirie, 1938; Crook and Sheffield, 1946).

Les conditions favorisant I'agrégation du PV et du réovirus ont été extensivement étudiées a la
fin des années 1970 par Floyd, Sharp et Young, qui ont utilisé une méthode d’évaluation du nombre
de particules individualisées basée sur leur vitesse de sédimentation (single particle approximation
test ou SPA) couplé a la microscopie électronique a transmission (MET) et a une titration par culture.
Dans les lysats cellulaires bruts obtenus par congélation-décongélation, les particules de PV forment
des amas qui peuvent étre dissociés par dilution dans du PBS puis séparation sur gradient de sucrose
(Young and Sharp, 1977). Cependant, le simple fait de diluer des suspensions de PV monodisperses
dans de I'eau distillée (ou autre solution a faible force ionique) ou dans une solution acide induit la
formation d’agrégats atteignant parfois plusieurs centaines de particules (Figure 20). Ce phénomeéne

est virus-dépendant, dans la mesure ou il affecte moins le réovirus, et est réversible par dilution dans
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une solution modérément saline ou retour a pH neutre (Floyd and Sharp, 1977). A travers ces études,
les auteurs avertissent que la dilution de suspensions stocks de virus dans de I'eau, dans le cadre des
expériences de désinfection, peut conduire a des résultats ambivalents liés a la présence de
populations hétérogénes de particules agrégées et individualisées. Les mémes auteurs ont ensuite
caractérisé l'influence du pH, des sels, et plus généralement de différents tampons salins sur la
formation d’agrégats (Floyd and Sharp, 1979, 1978). Leurs résultats ont indiqué que le PV et le
réovirus tendent a s’agréger fortement lorsque leur charge globale est positive mais seulement dans
certaines conditions salines lorsque leur charge est négative. A la différence du PV (pHi de 8,2 dans
cette étude), le réovirus s’agrége a son point isoélectrique (3,9). Ainsi pour des pH compris entre 7 et
10,5 les particules sont monodispersées, sauf rare exception (tampon borate). A pH acide, les cations
mono- et divalents tendent a inhiber I'agrégation, tandis que les cations trivalents favorisent
I'agrégation (Floyd and Sharp, 1978). Les auteurs soulignent que des conditions favorisant

I"agrégation d’un virus donné n’ont pas nécessairement le méme effet sur un autre virus.

Ayant caractérisé la formation d’homo-agrégats de PV et de réovirus, Floyd (Floyd, 1979) s’est
enfin penché sur les hétéro-agrégats d’une suspension mixte. Aucun agrégat n’a été détecté a pH 7
(tampon Tris). A pH 6 (tampon phosphate), le PV a formé des agrégats contrairement au réovirus, qui
a cependant eu tendance a se lier aux agrégats de PV. A pH inférieur, les auteurs ont constaté la

formation d’hétéro-agrégats massifs.

Pour conclure sur cette série de travaux, les auteurs affirment que les virus en milieu hydrique
se comportent comme des suspensions colloidales a trois exceptions pres qui sont : leur tendance a
s’agréger a faible force ionique, I'influence des ions et notamment des cations, et les différences de

comportement selon le type de virus.

Figure 20 : Observation par microscopie électronique de particules de PV apres dilution dans du
PBS (a; x 24 800) ou de I'eau distillée (b ; x 29 000). Issu de (Floyd and Sharp, 1979).
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Tableau 17 : Principales méthodes ayant été utilisées pour étudier I’agrégation virale

Méthode Remarques

) . Permet d’observer la composition des agrégats (hétéro-agrégats)
Microscopie . B . . . . L, 9
i . . Mais : nécessite une concentration de virus tres élevée (>10
électronique a - , . . . ]
L. particules/mL) ; la préparation peut induire des artefacts ; méthode non
transmission (MET) L
quantitative

Fournit une estimation approximative du pourcentage de particules
formant des agrégats

. . Mais : nécessite une manipulation trés précautionneuse ; seuls peuvent
Ultracentrifugation

(Single particle
approximation test)

étre comparés les échantillons issus d’'une méme centrifugation ; seul un
virus est étudié a la fois et pour lequel les conditions de centrifugation
doivent avoir été déterminées ; ne renseigne pas sur la taille des
agrégats.

Fournit une distribution précise de la taille des agrégats sur une large
Diffusion dynamique de

la lumiére (DLS)

étendue ; nécessite un faible volume d’échantillon; analyse rapide
(quelques minutes) ; faible encombrement.

Plusieurs techniques permettent d’étudier I'état agrégation virale (

Tableau 17). La premiere historiquement utilisée permettait de séparer les agrégats des
particules individualisées sur la base de leur vitesse de sédimentation par ultracentrifugation. Les
fractions devaient ensuite étre titrées ou analysées par microscopie. Cette méthode, qui impliquait
nombre de contraintes et d’imprécision a rapidement été délaissée au profit d’'une technologie
beaucoup plus robuste. Dans les années 1980, le développement des applications des lasers ont
permis I’étude de la taille des particules virales et des agrégats par diffusion dynamique de la lumiére
(DLS), une technique d’analyse spectroscopique permettant de mesurer la distribution de la taille de
particules de 1 nm a 10 um. La technologie repose sur le phénomene de diffusion se produisant
lorsque la lumiére d’un laser rencontre une particule en solution. Le principe est que plus une
particule est volumineuse, moins elle est mobile et moins I'intensité de la lumiere diffusée varie au
cours du temps. Une mesure de l'intensité réémise a un angle donné au cours du temps permet
aprées traitement mathématique de renseigner sur le rayon hydrodynamique et donc la taille des

particules (Mainard and Jacob, 2016).
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Figure 21: Principe de la séparation des particules individualisées et agrégées par
ultracentrifugation (single particle approximation test) réalisée par Young et Sharp (1977).
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Figure 22 : Schéma général du principe de DLS (A) et étapes de I'analyse des mesures (B). Issu de
Mainard et Jacob (2016).
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Le principe de la DLS est schématisé sur la Figure 22. Premieérement une source laser polarisée
éclaire a une longueur d’onde A I’échantillon et un détecteur de photons collecte la lumiere diffusée
a un angle 0 par les particules animées d'un mouvement Brownien (1). Une fonction
d’autocorrélation permet ensuite de comparer le signal a lui-méme aprés un intervalle de temps tres
court : plus la fonction décroit rapidement, plus la vitesse de la particule est rapide et sa taille faible

(2). Des algorithmes permettent enfin d’extraire la distribution des tailles (3).

Cette méthode a été employée par Langlet et al. (2008) pour comparer la stabilité colloidale de
quatre bactériophages a ARN (SP, GA, QB8, MS2) en fonction du pH et de la force ionique (NaNO3).
Aucune tendance commune a ces phages de taille (21 a 30 nm) et de point isoélectrique (environ 4)
pourtant comparables n’a été observée : le MS2 s’agrége a pH bas a toute force ionique, le phage Q8
a pH bas également mais seulement si la force ionique est élevée, et les phages SP et GA quel que
soit le pH (1,5 - 7,5) et la force ionique (1-100 mM) considérés. Ainsi comme affirmé précédemment
par Floyd et Sharp, les auteurs concluent qu’au moins trois parametres influencent I'agrégation
virale : le pH, la force ionique et le type de virus. lls suggérent en particulier une influence de Ila

densité de charge et de I’"hydrophobicité des particules.

La densité de charge a la surface des particules est notamment influencée par la taille du
génome, chargé négativement. L’hypothése d’une influence du génome sur |'agrégation a été testée
en comparant le comportement du phage MS2 et de VLP correspondantes ayant le méme point
isoélectrique (Dika et al., 2011). Alors que les phages forment des agrégats a pH inférieur au pHi
guelle que soit la force ionique, les VLP ne s’agregent qu’au voisinage du pHi, a faible force ionique.

Ces données confirment le role de I’ARN sur le comportement des particules.

L'ensemble de ces travaux suggere que dans les eaux douces environnementales peu turbides
a pH neutre et faible salinité, les virus ont tendance a étre individualisés et peuvent donc étre
transportés sur de longues distances. En conditions plus salines, comme en milieu marin, les virus

tendent a s’agréger ce qui favorise leur sédimentation (Wong et al., 2012).

3.3.5. Adsorption aux particules
3.3.5.1. Types de particules des milieux hydriques

Les milieux aquatiques contiennent une grande diversité d’éléments qui peuvent étre sous
particulaire ou colloidale. Les particules réferent généralement a des matiéres solides en suspension
d’une taille supérieure a 0,45 um. Les sédiments sont des particules de densités élevées qui se
déposent au cours du temps sous I'effet de la pesanteur. Leur diamétre varie de quelques dizaines de
micrométres a plusieurs millimeétres. Un colloide est une particule que le petit diamétre, de I'ordre

du nanometre au micromeétre, rend mobile et non sédimentable. Les colloides ont un pouvoir
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d’adsorption trés élevé du fait d’'une grande surface spécifique et d’une forte capacité d’échange
d’ions et peuvent donc fortement influencer le transport des contaminants et pathogénes dans

I’environnement (McCarthy and Zachara, 1989).

Les particules et colloides des milieux hydriques environnementaux sont de nature abiotique
ou biotique. Les particules abiotiques sont en majorité issues de I"érosion des roches. On trouve dans
la classe des colloides des oxydes métalliques, des argiles, des limons et des grains de quartz. Les
argiles en particulier sont ubiquitaires et fréquemment associées a des micro-organismes. Le quartz
est le minéral principal des sédiments inorganiques (Rao and Melnick, 2019). Certaines particules
abiotiques comme les microplastiques sont d’origine anthropique. Les particules biotiques incluent
les matieres organiques associées a des particules, des débris de plantes, animaux et micro-
organismes, ou encore des particules issues de rejets d’effluents domestiques et industriels (Tadros

and Gregory, 1993).

3.3.5.2. Forces impliquées

Les associations entre les virus et les autres particules sont premierement régies par des
interactions électrostatiques qui dépendent du point isoélectrique des virus et des autres particules.
Les virus tendent a s’associer avec des particules chargées plus positivement, dont le pHi est
supérieur au leur. Selon cette considération, les virus s’adsorbent par ordre d’affinité décroissante
avec les métaux, les composés soufrés, certains oxydes métalliques, la silice (quartz) et la matiere
organique (Gerba, 1984; Moore et al., 1981). De plus, les virus peuvent s’adsorber sur les sites
négatifs échangeurs de cations des argiles, malgré un apparent paradoxe. En effet, le pH a proximité
des argiles peut étre localement trés inférieur au pH global du milieu, ce qui conduit a la protonation
locale des virus venant se loger sur les sites échangeurs de cations des argiles (Lipson and Stotzky,
1984). Les virus et les particules négativement chargées peuvent également se complexer par
I'intermédiaire de cations divalents (Ca**, Mg”") formant des ponts cationiques entre des

groupements carboxylates (Gutierrez and Nguyen, 2013; Pham et al., 2009).

D’autre part, des liaisons hydrophobes s’établissent via certains résidus de la surface des
particules virales. Bien que les virus soient considérés comme globalement hydrophiles, ils portent
localement des groupements apolaires en plus ou moins grand nombre (Armanious et al., 2016). Des
liaisons hydrophobes sont possibles avec des particules inorganiques comme des oxydes métalliques
et des argiles, ou des matieres organiques comme des protéines, certains acides humiques et

fulviques, ainsi que des hydrocarbures et surfactants (Larry B. Barber et al., 2001; Imai et al., 2002a).

Enfin, d’autres forces agissant a courte distance sont susceptibles de moduler les interactions,

comme les forces de van der Waals attractives (Moore et al., 1981) ou des effets de répulsion
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stérique lorsque des irrégularités de surface limitent le rapprochement des particules (Armanious et
al., 2016).
3.3.5.3. Facteurs modulant les interactions

L'adsorption varie considérablement d’un virus a l'autre mais aussi en fonction de Ia
température et de I'état statique ou dynamique. L'adénovirus humain 35 s’associe davantage aux
argiles (bentonite et kaolinite) a 4 °C qu’a 25 °C, et également plus en condition statique que
dynamique. L’agitation du milieu inhiberait donc son adsorption aux argiles ou augmenterait sa
désorption. En revanche dans le cas des bactériophages MS2 et X174 I'adsorption est globalement
supérieure a 25 °C qu’a 4 °C et aussi bien en condition dynamique que statique malgré des
différences liées au type d’argile. Cet effet de la température peut s’expliquer par une meilleure

stabilité des interactions hydrophobes a température plus élevée (Bellou et al., 2015).

Dans les eaux de surface, la matiére organique dissoute (MOD) est une classe de composés
particulierement abondante dont la concentration est de I'ordre de quelques milligrammes de
carbone par litre. Selon une définition opérationnelle généralement admise, la MOD comprend les
composés organiques de taille inférieure a 0,45 um. La MOD est amphiphile et amphotere mais peut
étre qualifiée respectivement d’hydrophile ou d’hydrophobe et d’acide ou basique selon les
propriétés prédominantes (Leenheer and Croué, 2003; Perdue and Ritchie, 2003). La MOD est
généralement chargée négativement aux pH des milieux aquatiques du fait de la déprotonation des
groupements carboxyles et phénols, si bien que les virus interagissent théoriquement peu avec
(Moore et al., 1981). Des interactions sont néanmoins possibles avec les virus les moins
électronégatifs (Zhuang et Jin, 2003 ; Armanious et al., 2016a). De plus, la répartition des charges de
la MOD peut étre inégale et favoriser des interactions locales avec le virus. La MOD peut par ailleurs
modifier les interactions entre les virus et les autres particules, et notamment entrer en compétition
pour certains sites d’interaction (Cao et al., 2010). Armanious et al.(2016b) ont montré que la MOD
affecte de différentes facons I'adsorption des virus sur une surface chargée positivement : elle peut
entrer en compétition avec les virus pour les sites d’adsorption et ainsi diminuer leur adsorption ou
méme induire leur désorption, ou bien ne pas affecter I'adsorption si la MOD et les virus s’adsorbent
également entre eux. Dans d’autres situations, la MOD peut favoriser I'adhésion des virus aux autres
particules via des interactions hydrophobes (Bales et al., 1993) (Figure 23). Pour résumer,
I’adsorption dépend des caractéristiques physico-chimiques du virus et de la surface considérés
(taille, pHi, charge nette, hydrophobicité...) ainsi que de celles du milieu (pH, température,

concentration et type d’ions, matiére organique dissoute...).
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Figure 23 : Effets de la matiére organique dissoute sur I’adsorption des virus a une surface.

3.3.5.4. Part des virus associés aux particules dans les environnements hydriques

Quelques études ont déterminé la part des virus associés a des particules sédimentables dans
les milieux hydriques. En revanche, aucune information ne semble disponible sur les interactions
physiques avec des composés dissous, plus difficiles a mettre en évidence. Des taux d’absorption aux
particules de 37 % a 100 % ont été mesurés aprés contamination artificielle en laboratoire de
sédiments de diverses origines et compositions par des entérovirus (Bitton et al., 1982; Gerba et al.,
1977; Johnson et al., 1984; LaBelle and Gerba, 1980). Cette importante capacité d’adsorption et
d’accumulation a été confirmée par des analyses environnementales (Elmahdy et al., 2016; Farkas et
al., 2018a; Fauvel et al., 2017b). Par exemple, dans une étude de Payment et al.(1988), la majorité
des virus entériques (77 %) contaminant des riviéres étaient associés a des particules en suspension.
Par ailleurs, dans une riviere impactée par des rejets domestiques, des adénovirus humains
infectieux ont été détectés dans 58 % (14/24) des échantillons d’eau & des concentrations de 4.10° &
10* PFU/L, et dans 25 % (6/24) des échantillons de sédiments a des concentrations de 10° 3 8.10*
PFU/kg (Elmahdy et al., 2016). D’autre part, dans la colonne d’eau d’une riviere en milieu urbain 15,5
% a 54,9 % des FRNAPH infectieux étaient associés a des particules sédimentant a 3000 xg (10 min).
De plus les concentrations moyennes de FRNAPH infectieux dans la colonne d’eau et le lit de la
riviere, analysées sur une période d’un an, étaient respectivement de 2,8 log PFU/mL dans I'eau et

1,4 log PFU/g de sédiments (Fauvel et al., 2017b).
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3.3.6. Interactions avec d’autres micro-organismes

Dans I'environnement, les virus peuvent interagir avec d’autres types de micro-organismes
comme des bactéries ou des amibes, sous forme planctonique ou au sein de biofilms. La premiere
relation est le parasitisme exercé par différents types de virus sur tous ces micro-organismes. Ainsi,
de nombreuses relations ont par exemple été démontrées entre des protozoaires et des virus géants
(Scheid, 2015). S’agissant des virus entériques, il existe aussi plusieurs preuves d’interactions avec

des amibes libres et des biofilms.

En 1981, Dane et Cerva (1981) ont observé I'adsorption de particules virales a la surface
d’amibes aprés avoir infecté une culture Acanthamoeba Castellanii avec quatre sérotypes de PV et
d’échovirus. Toujours in vitro, Mattana et al.(2006) ont montré que le coxsackievirus B3 s’adsorbe a
la surface de trophozoites d’Acanthamoeba Castellanii avant d’y étre internalisé. Les virus peuvent y
demeurer infectieux pendant un cycle complet d’enkystement et dékystement de six mois. Une
étude plus récente de co-culture a aussi constaté la persistance du coxsackievirus B5 dans I'amibe
Vermamoeba vermiformis souvent isolée de I'eau de distribution, que celle-ci soit sous forme de
trophozoite comme de kyste (Atanasova et al., 2018). L'internalisation des adénovirus 40 et 41 dans
différentes espéces d’Acanthamoeba a enfin été constatée in vitro (Scheid and Schwarzenberger,
2012). Les associations entre amibes et adénovirus ont été mises en évidence dans de I'eau de
distribution. Parmi 236 souches d’Acanthamoeba isolées d’eau du robinet, 34 (14 %) étaient positives
pour la présence d’adénovirus humain détecté par PCR. De plus, une certaine spécificité

d’association de génotype amibien et de sérotype viral a été établie (Lorenzo-Morales et al., 2007).

Un biofilm est une communauté de micro-organismes associée a une surface et incluse dans
une matrice de substances polymériques extracellulaires (Donlan, 2002). Les biofilms forment des
surfaces hydratées globalement anioniques avec des domaines hydrophobes. Quelques travaux ont
étudié les interactions entre des virus et des biofilms en conditions artificielles. Dans un réacteur a
biofilm artificiellement contaminé avec un virus de plante, le virus de la chlorose du piment ou
capiscum chlorosis virus (CaCV) a une charge d’environ 9.10° unités génome/mL, les virus ont été
rapidement intégrés au biofilm puis lentement relargués dans |'eau circulante. Au sein du biofilm des
concentrations supérieures a 10° unités génome/cm” ont été quantifiées sur une période de trois
semaines (Lehtola et al., 2007). Cependant, la détection de génome viral peut correspondre a du
génome libre ou correspondant a des particules non infectieuses. De fait, Helmi et al.(2008) ont
constaté une diminution plus rapide de PV1 infectieux que du génome correspondant dans des
biofilms produits en réacteur. A I’échelle d’une usine pilote, Quignon et al.(1997) ont quantifié deux
fois plus de PV1 associé un biofilm d’un mois sur du PVC que dans le flux d’eau. En revanche, selon

Helmi et al.(2010) moins de 1 % des particules d’adénovirus 5 ou phages MS2 et X174 adherent a
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un biofilm de deux mois sur du PVC dans des conditions hydrodynamiques semblables a celles des
usines de potabilisation. Comme pour les autres types de surfaces, I'adsorption aux biofilms dépend
des caractéristiques des virus. Pelleieux et al.(2016) ont par exemple montré qu’un biofilm de deux
mois produit sur une surface de polyéthyléne haute densité (un matériau fréquent au sein des
réseaux de distribution) peut soit augmenter, soit diminuer I'adhésion des bactériophages MS2, GA,

et QP en fonction de leurs propriétés de surface.

3.4. Impact des interactions sur le transport, la persistance et I’élimination des virus
3.4.1. Transport

Le transport des virus dans les eaux superficielles détermine leur répartition spatiale et leur
capacité a se disséminer a distance du point initial de contamination. Les virus libres ou associés a
des particules colloidales sont les plus mobiles, en particulier lorsque le flux est élevé. Fauvel et
al.(2017a) ont analysé la dynamique des FRNAPH sur un trongon de riviére et ont ainsi estimé que les
virus ont parcouru une distance de 2,8 km a 9,5 km avant que leur infectivité ne décroisse d’un log.
De plus, I'inactivation des FRNAPH infectieux le long de leur transit dans la riviere a été le mécanisme
principal de I’élimination des virus, la sédimentation étant par comparaison un phénomeéne
négligeable sur la période étudiée. A plus long terme, les mémes auteurs ont observé une

accumulation des bactériophages dans les sédiments.

L'adhésion aux particules sédimentables rend les virus moins mobiles car elle favorise leur
dépot. La sédimentation impacte surtout le devenir des virus dans les milieux peu agités comme les
lacs. Une analyse de la répartition des rotavirus en milieu estuarien a montré que les virus infectieux
étaient plus fréguemment détectés dans la phase particulaire (> 0,45 um) que dans la phase dissoute
et qu’ils pouvaient étre transportés sur plus de 1,8 km. Les virus étaient aussi fréquemment détectés
dans la couche superficielle de sédiments peu dense et facilement remobilisable. La sédimentation
ne constitue ainsi pas nécessairement une immobilisation durable car les virus associés aux
sédiments les moins denses peuvent étre facilement remis en suspension. De plus, I'adsorption aux
sédiments est un mécanisme réversible et les virus peuvent dans certaines conditions se désorber et

réintégrer la colonne d’eau (Hassard et al., 2016).

Dans le sol, en milieu poreux saturé, les colloides jouent un réle déterminant sur le transport
des virus. lls peuvent étre considérés comme une troisieme phase en plus des phases solide et
aqueuse (McCarthy and Zachara, 1989). L'association a divers colloides facilite le transport des virus
en milieu saturé, mais certains colloides trés peu mobiles peuvent au contraire limiter le transfert des
virus (Jin et al., 2000; Walshe et al., 2010). En présence de colloides minéraux, le transfert des virus

dans le sol est favorisé par un flux élevé, la présence de MOD, un pH élevé et une faible salinité
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(Pieper et al., 1997; Walshe et al., 2010). Le transport des virus dans le sol, et donc leur transfert
dans les ressources hydriques souterraines peut ainsi étre facilité par I'association a des colloides

eux-mémes fortement mobiles.

3.4.2. Persistance dans I’environnement

Dans I’environnement, 'association aux sédiments peut allonger la durée d’infectivité des
virus. Smith et al.(1978) ont mesuré la persistance de quatre entérovirus dans des sédiments ou de
I'eau prélevés en zone estuarienne sur différents sites. Dans chaque cas, les virus infectieux ont
persisté plus longtemps en présence de sédiments que dans I'eau seule. Par ailleurs, la persistance la
plus longue a été observée avec des sédiments issus d’une zone fortement polluée par des
indicateurs fécaux bactériens, indiquant un effet protecteur de I'adsorption aux bactéries ou a de la
matiere MOD. Les bactéries et la MOD favorisent en effet la persistance de virus infectieux (Bitton
and Mitchell, 1974; Mitchell and Jannasch, 1969). LaBelle et Gerba (1980) ont de méme rapporté une
persistance accrue des entérovirus dans les sédiments, avec un abattement de 1 log d’infectivité du
PV1 en 1,4 jours dans I'eau de mer contre 6 jours dans les sédiments prélevés sur le méme site. Cet
effet a été attribué a une augmentation de la thermorésistance virale car les sédiments marins
conferent aussi une protection aux entérovirus lors d’une inactivation a 55 °C (Liew and Gerba,
1980). L'immobilisation et la persistance des virus dans les sédiments expliquent qu’ils puissent s’y

accumuler (Skraber et al., 2009).

Par ailleurs, la trés grande majorité des études visant a évaluer la persistance virale ne
distinguent pas la contribution des phénomenes d’adhésion ou d’agrégation, ce qui peut conduire a
une surestimation de linactivation virale. Réciproquement, lorsque les virus s’adsorbent aux
surfaces, la diminution résultante dans la phase liquide peut étre improprement attribuée a une
inactivation. D’autre part, lorsque les virus sont quantifiés par culture, les agrégats constitués de
plusieurs virus infectieux sont comptabilisés comme des unités infectieuses au méme titre que les
virus individualisés. En effet, Gassilloud et Gantzer qui ont analysé la persistance du PV1 dans de
I’eau souterraine placée dans un contenant en propyléne hydrophobe pendant 20 jours, ont
démontré que sur 2,8 log d’abattement d’infectivité apparent, 1,5 log et 0,66 a 0,92 log de
diminution étaient en réalité les conséquences respectives de I'adhésion et de I'agrégation. Ainsi,
I'inactivation virale seule n’était responsable que de 0,34 a 0,68 log de diminution d’infectivité. Enfin,
en plus de diminuer le nombre apparent d’unités infectieuses ce qui peut conduire a sous-estimer le
nombre réel de particules virales, les agrégats rendent les virus résistants a la température et

finalement a leur dégradation naturelle dans I’environnement (Tuladhar et al., 2012b).
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3.4.3. Elimination

Une eau turbide impacte négativement I'efficacité des traitements de désinfection en exercant
une demande en agent oxydant ou en occultant les pathogenes des rayons UV, deux cas conduisant a
une diminution de la dose d’exposition a laquelle ceux-ci sont effectivement soumis (Haas et al.,
1996). Par comparaison avec des pathogénes de plus grande tailles, les virus entériques sont du fait
de leur petite taille, mieux protégés a faible turbidité ou des petites particules, car celles-ci occultent
plus complétement les petits virus que les autres micro-organismes pathogénes plus volumineux

(Templeton et al., 2008).

Les premieres étapes de traitement incluent généralement une coagulation, ce qui implique
que les virus sont vraisemblablement agrégés et associés a des flocs (hydroxydes d’aluminium ou de
fer principalement) lorsqu’ils atteignent les étapes de désinfection. L’association a certains types de
particules est susceptible de protéger les virus de la chloration, et ce indépendamment de la
demande additionnelle en chlore résultante. Cette protection a été observée dans le cas
d’association avec des argiles ou des agrégats de matiére organique (Hejkal et al., 1979; Stagg et al.,
1977), ainsi qu’avec des flocs d’hydroxydes d’aluminium tels qu’il peut réellement s’en trouver dans
les usines (Ohgaki and Mongkonsiri, 1990). Plusieurs études n’ont pourtant pas rapporté de
modification de l'inactivation virale par ozonation ou chloration en présence de particules
organiques ou inorganiques (Barbeau et al., 2004; Boardman and Sproul, 1977). Ainsi, les
conséquences en matiere de désinfection chimique semblent étre intrinsequement liées aux
caractéristiques de chaque virus et type de particule. La nature des particules définit également leur
capacité a conférer une protection vis-a-vis des UV. En effet, Templeton et al.(2005) ont observé une
protection des bactériophages en présence de matiéres organiques mais pas avec des particules
inorganiques, les doses ayant été ajustées et normalisées pour tenir compte dans chaque cas de la
diminution de la transmittance des UV. De méme, Passentino et al.(2004) ont montré qu’a turbidité
égale des particules de nature organique ou minérale affectent différemment la cinétique

d’inactivation du MS2 par les UV.

Les conséquences de |'agrégation virale sur 'efficacité des traitements de désinfection ont été
extensivement étudiées. En présence d’agrégats, de nombreux auteurs ont observé des profils
d’inactivations virales non linéaires caractérisés par une décroissance de la pente d’inactivation au
cours du temps (Figure 24). La présence d’agrégats augmente les doses de traitements oxydants
nécessaires pour atteindre des abattements cibles, quel que soit le virus considéré (entérovirus,
rotavirus, adénovirus, VHA, FCV, MS2) (Pancorbo et al., 1987; Sobsey et al., 1991; J. A. Thurston-

Enriquez et al., 2003). De plus, I'effet protecteur est d’autant plus manifeste que I'agent oxydant est
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réactif. En effet, les oxydants les moins réactifs (monochloramines, anion hypochlorite) seraient les
plus efficaces car ils diffuseraient a lI'intérieur des agrégats a la différence des oxydants les plus
réactifs (ozone, acide hypochloreux) qui réagiraient entierement en surface (Mattle et al., 2011).
Parfois, le traitement génére par lui-méme des agrégats en modifiant les propriétés de surface des
virus comme cela a pu étre observé sur le phage MS2 avec le dioxyde de chlore mais non le chlore

libre (Barbeau et al., 2005, 2004).
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Figure 24 : Inactivation d'une suspension de PV1 contenant des agrégats par un désinfectant
chimique. D’apres les observations de Young et Sharp (1977) schématisées par Gerba et Betancourt
(2017).

L’agrégation ou |'association a d’autres particules peut au contraire favoriser I’élimination des
virus lors de la décantation, coagulation-floculation ou au cours des différentes étapes de filtration
(van Voorthuizen et al., 2001). L’évaluation des performances des membranes de microfiltration et
d’ultrafiltration doit donc étre réalisée sur des suspensions virales monodispersées afin de ne pas
surestimer leurs capacités de rétention (Herath et al., 1999). Les travaux de Langlet et al.(2008) ont
montré que |'agrégation n’est pas systématiquement prédictible sur la base des propriétés physico-

chimiques des virus et du milieu.

Enfin, les interactions engageant d’autres micro-organismes pourraient affecter I'élimination
des virus selon plusieurs mécanismes comme I'accumulation des virus dans les biofilm,
I'internalisation dans des amibes ou encore l'association a certaines bactéries ou composants
bactériens. L'incorporation des virus dans du biofilm observée a I’échelle d’une usine pilote (Quignon
et al., 1997) implique qu’ils pourraient constituer un réservoir de virus. Les biofilms forment en effet

des matrices protectrices au sein desquelles peuvent s’incorporer et persister une grande variétés de
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micro-organismes pathogenes (Wingender and Flemming, 2011). Le principal risque a I’échelle des
usines de potabilisation est le décrochement soudain de biofilm qui peut s’accompagner d’une
libération de pathogénes dans le réseau (Dawley and Gibson, 2019). Les amibes libres sont un autre
vecteur potentiel de micro-organismes pathogénes incluant les virus entériques. Elles sont en effet
ubiquitaires dans toutes les ressources hydriques environnementales, et sont particuliéerement
résistantes aux traitements de désinfection, notamment sous la forme de kystes, si bien qu’elles sont
trés fréquemment retrouvées dans I'eau produite (Loret and Greub, 2010). Différents auteurs leur
ont donc attribué un potentiel réle de « cheval de Troie » pour la transmission des virus entériques
infectieux a travers les filieres de traitement (Atanasova et al., 2018; Loret and Greub, 2010; Scheid
and Schwarzenberger, 2012). Enfin, Amarasiri et al. (2016), ont constaté que les interactions
physiques entre les bactéries possédant des motifs pseudo-HBGA et des VLP de norovirus favorisent
leur rétention par des membranes de 0,45 um. De plus, en présence de ces bactéries, la rétention
des VLP était génotype-dépendante, le Gll.4 étant davantage retenu que le GlI.3 et GII.6 du fait de sa
capacité a reconnaitre un spectre d’épitopes plus large. Ces interactions ont surtout des implications

dans le traitement des eaux usées, chargées en matiéres organiques et bactéries (Miura et al., 2015).

3.5. Conclusion

Le devenir des virus entériques dans I’hote et dans les environnements hydriques est directement
sous la dépendance des interactions qu’ils établissent avec les éléments qui les entourent. Dans
I’héte, la pathogénese et I'infectivité de certains d’entre eux est directement sous la dépendance de
leur capacité a établir des interactions physiques spécifiques avec des polysaccharides bactériens.
Ces interactions sont par ailleurs fréquemment associées a une augmentation de la thermorésistance
virale. Dans les milieux aquatiques, les virus interagissent entre eux ou avec d’autres colloides et
particules, ce qui impacte notamment leur dynamique spatiale et temporelle. Enfin, plusieurs études
suggerent que de telles interactions pourraient faciliter le passage des virus a travers les filieres de

traitements, bien que cela n’ait pas été confirmé en conditions réelles (Figure 25).
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Figure 25 : Exemple d’interactions pouvant affecter le transport, la persistance et I'inactivation des virus entériques dans les milieux hydriques.
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Objectifs de la these

Si la contamination manuportée des virus entériques est la principale voie de transmission
interhumaine des virus entériques, des épidémies de gastro-entérites virales liées a la consommation
d’eau contaminée sont toutefois régulierement rapportées. Dans ce cas, leur transmission implique
que les virus aient conservé leur potentiel infectieux au cours de leur transit a travers les matrices
hydriques. Entre deux cycles infectieux, les virus entériques transmis par voie hydrique entrent au
voisinage de nombreux micro-organismes dans les différents milieux qu’ils traversent tels que les
eaux usées ou les eaux de surface. Il est par ailleurs connu que les propriétés de surface des virus
entériques permettent leur association avec des matiéres sédimentables ou colloidales des rivieres.
Les récentes découvertes relatives aux interactions virus-bactéries au sein de I'organisme et a leurs
conséquences sur la stabilité virale justifient de s’interroger sur I'existence et les enjeux de telles
interactions dans I’environnement. Par analogie, ces interactions seraient en effet susceptibles de
moduler la persistance des virus, voire leur résistance vis-a-vis de conditions adverses, deux
parametres cruciaux conditionnant la survie des virus dans I'environnement et donc la probabilité
d’atteindre un héte, d’initier un nouveau cycle infectieux avant de se propager a nouveau.

Ces travaux de these portent sur I'étude des interactions entre les virus entériques et les
composés organiques, et plus spécifiguement sur leurs conséquences en termes de stabilité,
résistance aux traitements d’inactivation, et enfin dynamique d’évolution. L'objectif général de ce
travail est d’apporter des éléments permettant de mieux comprendre le role de la matiere organique
sur la persistance virale. Considérant la diversité des virus entériques, le choix a été fait de
concentrer ce travail de recherche sur un genre facilement cultivable dont les caractéristiques
structurales et génétiques ont été extensivement analysées, le genre Enterovirus.

Le premier objectif de la thése a été de décrire comment certains composés organiques
microbiens interagissent avec les entérovirus et affectent leur stabilité thermique ou I'efficacité de la
chloration et des rayonnements UV, deux traitements de désinfection couramment appliqués dans
les usines de production d’eau potable. Il est connu que la matiere organique diminue I'efficacité des
traitements oxydatifs ou lirradiation aux UV en diminuant I'exposition réelle des virus par
consommation de I’'agent désinfectant ou absorption des rayonnements. Les doses de traitement ont
donc été ajustées afin de s’affranchir de ces effets triviaux. Plusieurs sérotypes viraux et composés

microbiens ont été considérés ce qui a permis de rechercher une potentielle spécificité d’interaction.
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Dans un second temps, l'existence d’interactions analogues dans l’environnement a été
envisagée afin de déterminer dans quelle mesure la matiére organique particulaire ou dissoute
naturellement présente dans les rivieres urbaines peut influencer la stabilité des virus. Les résultats
obtenus ont notamment fourni des éléments sur la nature des interactions impliquant les virus et la
matiére organique dissoute. Cette partie a permis de se rapprocher expérimentalement des
conditions auxquelles les virus sont naturellement confrontés dans les environnements hydriques.

La troisieme partie s’est intéressée a l'influence des interactions virus-matiére organique sur la
dynamique de I’évolution des populations virales soumises a une pression de sélection. L'évolution
des quasi-espéces a la suite d’un stress thermique a été analysée afin d’évaluer si la sélection des
virus au cours de plusieurs générations s’effectue principalement sur leur thermostabilité intrinseque
ou bien également sur leur capacité a s’associer a de la matiere organique stabilisatrice. Les
phénotypes de sensibilité thermique des différentes populations virales ayant évolué en présence ou
en absence de matiére organique ont été comparés et leurs génotypes ont été analysés par

séquencage haut débit.
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Matériel et méthodes

1. Cellules, virus et quantification du titre viral
1.1. Culture cellulaire

Deux lignées cellulaires ont été utilisées : des cellules de rein de singe vert Buffalo BGMK
(Buffalo Green Monkey Kidney) et des cellules humaines embryonnaires de rein 293A. Les cellules
BGMK ont été utilisées pour les productions virales initiales et la détermination des titres infectieux
avant et aprés les traitements d’inactivation. Les cellules 293A ont été utilisées pour les productions
virales successives au cours de I'expérience d’évolution (troisiéme partie).

Les cellules ont été maintenues a 37°C en atmosphere régulée a 5 % de CO, dans un milieu
composé de Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high glucose medium (Dutscher, no. L0103)
supplémenté avec 5 % de sérum de veau fecetal (SVF) (PanBiotech, no. 3301-P113103), 1 % d’acides
aminés non essentiels (Dutscher, no. X0557), et 1 % d’une solution de pénicilline (100 U/mL) et
streptomycine (100 pug/ mL) (PanBiotech, no. P06-07100).

Ce milieu a été utilisé comme milieu de base pour toutes les étapes impliquant la culture
cellulaire, mais la teneur en SVF a été diminuée a 2 % pour les titrations virales par dilution limite
(milieu de titration). Pour limiter la quantité de protéines dans les productions virales destinées a

étre utilisées dans les expériences de chloration, les virus ont été produits dans un milieu sans SVF.

1.2. Production et purification des virus

Quatre entérovirus ont été utilisés dans ces travaux: coxsackievirus A21 (CV-A21),
coxsackievirus B5 (CV-B5), échovirus 30 (E30) et poliovirus 1 souche Sabin (PV1). Ces virus sont des
isolats environnementaux gracieusement fournis par le laboratoire LABEO (Caen). lls ont été
génotypés par séquencage de la région VP1. Les virus ont été cultivés sur des cellules BGMK a
confluence dans du milieu de production décrit ci-dessus. Apres manifestation de [|effet
cytopathogéene, soit environ six jours, les cellules ont été lysées par trois cycles de congélation-
décongélation et le surnageant de culture a été clarifié par centrifugation durant 15 min a 2000 x g.
Pour chaque virus, le surnageant a été ultracentrifugé 2h a 4°C et a 150 000 x g sur 1,5 mL de sucrose
(40 %). Le culot a été repris dans 1 mL de sucrose puis dilués dans 19 mL de tampon phosphate salin
pH 7.4 (PBS) et centrifugés sur des unités de filtration (Vivaspin 20 centrifugal concentrators 10,000
MWCO, Sartorius) selon les recommandations du fournisseur. Cette étape a été répétée deux fois
puis le volume a été ajusté a 500 pL avec du PBS 1 X.

Pour étudier la stabilité des particules par Particle Stability Thermal Release Assay (PASTRY), le

volume de 500 pL a été déposé sur 10 mL d’un gradient de chlorure de césium (1,2 g/La 1,5g/L) et a
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subi une étape additionnelle d’ultracentrifugation pendant 18h a 4 °C a 100 000 x g. Des fractions de
500 ulL ont été récupérées, et celle contenant les particules virales a été identifiée par RT-gPCR. Cette
fraction a été dessalée sur des unités de filtration Vivaspin 20, comme décrit précédemment pour
I’élimination du sucrose. Les virus ont été conservés a -80°C. Chaque production virale a été aliquotée

(25 pL) et conservée a -80 °C jusqu’a utilisation.

1.3. Détermination du titre viral infectieux par dilution limite

Apreés purification, les suspensions de virus ont été titrées par dilutions décimales en plaques
96 puits sur cellules BGMK (environ 10* cellules/puits) dans 200 pL de milieu de dénombrement.
Apres 6 jours d’incubation correspondant au délai d’apparition des effets cytopathogénes et de lyse
des tapis cellulaires, les cellules ont été fixées avec une solution d’acide chlorhydrique (0,1M), elles
ont été colorées par une solution de cristal violet (4 g/L), et les puits ont été rincés a I’eau déionisée.
Les puits positifs pour la présence de virus ont été dénombrés, et le titre viral a été estimé par la
méthode de Spearman-Karber (Hierholzer and Killington, 1996). Les résultats sont exprimés en

TCIDso/ml (nombre de virus infectant 50% des cellules en culture par mL).

2. Pré-incubation avec des composés organiques

Pour étudier I'impact des interactions virus-matiere organique sur |'efficacité de I’'abattement
viral, les traitements d’inactivation ont été précédés de 2 heures a 9 jours d’incubation a
température ambiante avec des composés organiques commerciaux, des fractions d’eau de riviere
séparées selon leur densité, ou des fractions de matieres organiques dissoutes purifiées et séparées
selon leurs propriétés hydrophobes. Pour cela, des suspensions virales ont été préparées dans du
PBS 1X a une concentration finale d’environ 10° a 10’ TCIDso/ml et ont été incubées avec des volumes
d’échantillons représentant 10 a 20 % du volume final selon les expériences, ou un volume

correspondant d’eau ultrapure (contréle).

2.1. Composés organiques commerciaux

Les composés testés sont des petites molécules ou des polymeéres appartenant a différents
groupes de molécules biologiques (saccharides et dérivés, acides aminés et dérivés, lipides et
dérivés). Certains sont des constituants communs de la paroi des bactéries, et d’autres entrent dans
la composition des biofilms (Mann and Wozniak, 2012) et sont susceptibles d’étre retrouvées dans
I’environnement ou les réseaux d’eau. Les composés testés sont listés dans le Tableau 18. Ils ont été
dissous ou remis en suspension dans de I’eau ultra pure a une concentration de 10 mg/mL (solutions

stocks), et ajoutés aux suspensions virales une concentration finale de 1 mg/L (rapport 1 : 9).
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Tableau 18 : Composés organiques commerciaux

Matériel et méthodes

Molécule Fournisseur Référence Origine
Alanine Sigma A7377 n.i.*
Arabinogalactane Sigma 10830 Bois de méleze
Arginine Sigma A5131 n.i
Asparagine Sigma A0884 n.i
Cellulose Sigma C6429 n.i
Chitine Sigma C9752 Exosquelette de crevette
Cysteine Sigma C7755 n.i.
Dextran Sigma 31424 Leuconostoc mesenteroides
Acide glutamique Sigma G2128 n.i.
Glycine Dominic P1013 n.i.
Dutscher
Glycogéne Sigma G1767 Mytilus edulis
Heparane sulfate Sigma H7640 Rein de bovin
Acides humiques Sigma 53680 Matiere organique
décomposée

Acide hyaluronique (sel de Sigma 41897 Streptococcus equi

sodium)

Levan Sigma L8657 Erwinia herbicola
Lipopolysaccharide Sigma L4268 Klebsiella pneumoniae
Lipopolysaccharide Sigma L9143 Pseudomonas aeruginosa

N-acétyl-D-glucosamine Sigma A8625 n.i.
N-acétyl-D-mannosamine Sigma A8176 n.i.

Acide N-acétylnuraminique Sigma A2388 Escherichia sp.
Peptidoglycane Sigma 69554 Bacillus subtilis
Peptidoglycane Sigma Saccharomyces cerevisiae

Acide polygalacturonique Sigma P3889 Orange (fruit)
Polylysine Sigma P8920 n.i.
Rhamnolipide Sigma R90 Pseudomonas aeruginosa
Alginate de sodium Sigma W201502 Algue brune
B-glucane Sigma 89862 Euglena gracilis

* n.i. : non indiqué par le fabricant
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2.2. Fractions dissoutes et particulaires d'eau de surface

De la matiére organique naturelle a été isolée d'échantillons d'eau de surface. Pour cela, des
fractions dissoutes, particulaires et colloidales ont été obtenues par centrifugation différentielle
d’eau de la Seine collectée a limite Est de Paris en amont de la ville. Un volume de 500 mL a été
échantillonné et immédiatement laissé a décanter a température ambiante pendant 30 min. Le
surnageant a été séquentiellement centrifugé pendant 15 min a 4°C a 100 x g, 1000 x g et 6000 x g.
Entre chacune des trois centrifugations, le culot a été récupéré et re-suspendu dans 50 mL de PBS. Le
dernier surnageant contenant les particules non sédimentables dans les conditions de la derniéere
centrifugation a été filtré sur unité de filtration (Vivaspin 20 centrifugal concentrators 100,000
MWCO, Sartorius) et le retentdt contenant les particules et molécules de tailles supérieures a 100
kDa a été conservé. La fraction particulaire fait référence a la fraction sédimentable par décantation
ou centrifugation, et la fraction dissoute renvoie aux colloides et aux éléments non sédimentables

dans les conditions expérimentales appliquées.

2.3. Matiéres organiques dissoutes (MOD) naturelles

Des matiéres organiques dissoutes naturelles issue d’eaux de rivieres ont été purifiées par
Pernet-Coudrier et al. (2011) et fractionnées sur des colonnes de résine non polaires sur la base de
leur polarité (Figure 26). Deux échantillons d’eau de riviere ont été prélevés, le premier (1) issu de la
Marne en amont de Paris, et le second (2) issu de la Seine en aval de Paris (Tableau 19).. On distingue
les fractions hydrophobes (HPO) et transphiliques (TPI) retenues respectivement sur les résines DAX-
8 et XAD-4 a pH acide et les MOD hydrophiles (HPI) non retenues sur ces deux résines dans les
mémes conditions expérimentales. Les six fractions ont été lyophilisées et conservées dans un
dessiccateur a I'obscurité.

Les MOD ont été dissoutes dans de I'eau ultra-pure a une concentration finale de 5 mg/mL. La
solubilisation a été effectuée sous agitation continue en ajustant trés progressivement le pH avec
une solution a 0,1 M de NaOH jusqu’a stabilisation a pH 7,5. Une fraction HPO a été refractionnée
selon le poids moléculaire. Pour cela, 10 mL d’une solution a 5mg/mL ont été séquentiellement
filtrés sur des unités de filtration avec un seuil de coupure a 30 kDa, puis 10 kDa (Vivaspin 20
centrifugal concentrators, Sartorius). Le dernier perméat contenant les molécules inférieures a 10
kDa a été conservé, ainsi que les deux concentrats (molécules supérieures a 30 kDa et molécules
comprises entre 10 kDa et 30 kDa). Les volumes des trois fractions ont été réajustés a 10 mL avec de

I’eau ultra-pure.
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Figure 26
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présente dans les échantillons d'eau de riviére. Issue de Pernet-Coudrier et al. (2011).

Tableau 19 : Origine et composition des échantillons d'eau de riviére (Pernet-Coudrier et al.(2011)).

Distribution du COD*

Echa Oriei CcoD Fraction Fraction Fraction
rigine
ntillon & (mgC.LY) HPO (%) TPI (%) HPI (%)
Méry-sur-
1 2,0 69 21 10
Marne
Méricou
2 ; 4,0 51 18 31
r

* COD : carbone organique dissous
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3. Traitements d’inactivation

Les virus pré-incubés avec les différents échantillons organiques décrits ci-dessus ont été
soumis a différents traitements d’inactivation : traitement thermique, exposition aux rayons ultra-
violets (UV) et chloration. Apres traitement, les échantillons ont été filtrés sur membrane de 0.22 um
(Millipore, #SLGV01352) avant quantification du titre infectieux (section 1.3) pour limiter les effets
potentiateur/inhibiteur de I'infection ou cytotoxiques induits par les échantillons organiques.

Les inactivations thermiques ont également été effectuées a différentes températures en
I'absence d’échantillons organiques afin de caractériser la sensibilité intrinseque des quatre

sérotypes d’entérovirus décrits dans la section 1.2.

3.1. Inactivation thermique

Les inactivations ont été effectuées dans un thermocycleur (LightCycler 96, Roche) en
microplaques de 96 puits ou en microtubes (50 pl par puits). Des incubations de 1 h a 50 °C ont été
effectuées pour évaluer I'effet protecteur des différents échantillons organiques, et des incubations
de 1 h a 48°C ont été effectuées dans le cadre de I'expérience d’évolution (section 6). Les
échantillons ont été placés sur glace immédiatement apres traitement.

Afin de caractériser la sensibilité intrinseque des quatre sérotypes d’entérovirus, des
incubations de 1 h a des températures comprises entre 44 °C et 52 °C ont été effectuées. Un modele
de dose-réponse sigmoide a été sélectionné pour représenter les données d’abattement avec le

logiciel GraphPad Prism version 6.01 (GraphPad, La Jolla, CA), selon I’équation suivante :

] (Nx)_M 4 Max — Min
°9\No) = " T 1 ¥ 10%50-x)

Avec X, la température (°C) et Np et Nx les titres viraux (TCIDso/ml) initial et aprés 1 h
d’incubation a la température X°C. Min est la valeur de Log (Nx/NO) au plateau minimum ; Max est la
valeur de Log (Nx/NO) au plateau maximum et X50 est la température pour laquelle la réponse est la

moyenne de Max et Min.
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3.2. Traitement aux ultra-violets (UV)

Deux cents microlitres de suspensions ont été exposés a des doses de 40 mJ/cm?® UV (dose
communément appliquée dans les usines de potabilisation) ou 80 mJ/cm? sous une lampe de
longueur d’onde 253,7 nm (Phillips, Amsterdam, Netherlands) a température ambiante. Un
photométre UV (IL Metronic Sensortechnik GmbH, Germany) a été utilisé pour les mesures de

fluence. Le temps d’exposition a été déterminé avec la relation :

dose(mj/cm?)
fluence(mw /cm?2)’

temps (s) = et 'équivalence 1] = 1 W.s

L’absorbance a 254 nm des composés (1 mg/ml) a été mesurée par un spectrophotometre
Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech, Cambridge, England) dans des cuves en quartz avec un chemin

optique de 1 cm afin de vérifier que les composés n’altéraient pas la transmittance.

3.3. Chloration

La verrerie a été mise a tremper durant la nuit dans une solution a 50 mg/L de chlore libre,
rincée a 'eau ultra pure (PURELAB Ultra, ELGA Labwater, Antony, France) et autoclavée 1h a 135 °C.
Une solution stock d’hypochlorite de sodium (100 mg/L) a été préparée extemporanément. Les
dosages de chlore ont été réalisés avec un colorimeétre colorimeterTMIlI (HACH LANGE, Dusseldorf,
Germany) apres ajout de diéthyl-p-phénylénediamine en excés. Les cinétiques de consommation du
chlore en présence des composés organiques ont d’abord été déterminées et ont permis de calculer
le temps d’exposition au chlore nécessaire pour atteindre une dose de chlore libre correspondant a
une valeur de Ct de 3 mg.min.L’". Le Ct est la valeur résultant du temps de contact t (min) multiplié
par la concentration résiduelle en agent oxydant C (mg/L). Pratiquement, le temps d’exposition T a
été déterminé pour chaque échantillon en calculant le temps correspondant a une aire sous la
courbe de la fonction C=f(t) égale & 3 mg.min.L™.

A la fin des temps de contact correspondant (compris entre 3 min et 12 min), une solution de
thiosulfate de sodium a été ajoutée a une concentration finale de 4 mg/L pour neutraliser le chlore

libre actif et stopper la réaction.
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4. Particle stability thermal release assay (PASTRY)

Les suspensions virales ont été graduellement chauffées en présence de SyBR Green I, qui
fluoresce spécifiquement lorsqu’il se lie a des structures d’ARN double brin. La mesure en temps réel
de la fluorescence permet de suivre l'accés du fluorochrome au génome viral, permis par la
déstructuration des capsides. L'expérience a été réalisée dans un thermocycleur ViiA 7 (Life
Technologies, Carlsbad, CA) dans un volume de 20 pl. Du SyBR Green Il (Molecular Probe, Life
Technologies) a été utilisé pour suivre I'accessibilité de I’ARN. Une solution mére a 200 x dans de
I’eau RNase free (Sigma-Aldrich) a été préparée et stockée a -20 °C. Le SyBR green Il a été utilisé a
une concentration finale de 10 x en mélangeant 1 pl de solution mere a 19 pl de suspension virale a
une concentration d’environ 10 TCIDso/mL. Les échantillons ont été soumis a gradient thermique
s’étendant de 22 °C a 95 °C avec une vitesse d’augmentation de 0,05°C/s et une lecture de

fluorescence chaque seconde.

5. Microscopie électronique a transmission

Les échantillons qui ont été visualisés par microscopie électronique a transmission sont des
suspensions de CV-B5 (10® TCID50/ml) incubées pendant 2 h avec du PBS 1X, du LPS de P. aeruginosa
(1 mg/ml) ou du PG de B. subtilis (1mg/ml). Une goutte de poly-L-lysine (0,1 %) a été déposée sur des
grilles de cuivre de 200 mesh recouvertes d’un film de carbone/formvar (Oxford Instruments, réf.
$162). Les échantillons (10 ul) ont ensuite été déposés sur les grilles pendant 5 min puis rincés trois
fois avec une goutte d’eau ultra pure. Les grilles ont enfin été contrastées avec de l'acide
phosphotungstique (Oxford Instruments, réf. R1213) préparé a 2% et ajusté a pH 7, pendant 1 min
puis séchées a l'air libre. Les grilles ont été analysées avec un appareil Jeol-100 CXIl a 100 keV a un

grossissement x 72 000.
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6. Expérience d’évolution par sélection thermique
6.1. Evolution expérimentale sous pression de sélection thermique sur 20 cycles

Une population initiale de virus CV-B5, notée NO, a été exposée a 10 cycles de traitement
thermique en présence ou en absence de LPS (1 mg/mL), ou de dilution sans traitement
d’inactivation pour le contréle non traité. Les trois conditions ont été réalisées en triplicats : les
populations correspondantes sont notées T1 a T3 pour les populations traitées en |'absence de LPS,
LT1 a LT3 pour les populations traitées en présence de LPS et NT1 a NT3 pour les populations
contrble non traitées (Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Chaque cycle a été constitué d’une
tape de traitement thermique (ou de dilution au milliéme pour la condition contréle) et d’'une étape

de culture sur cellules 293A.

%
. l S
aa # 2 e
S S

CV-BS traités (T) CV-BS traités avec LPS (LT) CV-B5 non traités (NT)
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Figure 27 : Populations virales issues de la sélection thermique

Les traitements thermiques ont été effectués comme décrit dans la section 3.1 pendant 1 h a
48 °C dans un volume de 50 uL. Les populations NT ont été diluées dans du PBS (1 : 1000) dans un
volume final de 50 pL.

Les échantillons (50 plL) ont ensuite été ajoutés aux milieux de culture de cellules 293A
confluentes cultivées en plaques 24 puits (environ 2.10° cellules/puits). Aprés 1 h d’incubation a 37
°C, les milieux ont été aspirés, les cellules ont été rincées a trois reprises avec du PBS 1X afin
d’éliminer les virus non adhérés aux cellules, et du milieu de production a été ajouté. Apres 3 jours

d’incubation, les milieux contenant les lysats cellulaires ont été récupérés et clarifiés par
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centrifugation pendant 10 min a 10000 x g. Les surnageants ont été concentrés sur des unités de
filtration Vivaspin 500 (10 000 MWCO, Sartorius) selon les recommandations du fournisseur et les
virus ont été rincés avec du PBS 1X sur ces unités, et les volumes ont été ajustés a 500 uL avant un
nouveau cycle. A la fin des cycles 10 et 20, les phénotypes et génotypes des populations ont été

caractérisés.

6.2. Caractérisation des phénotypes
6.2.1. Sensibilité a I'inactivation thermique

Les virus issus des passages 10 et 20 et la population initiale de virus NO ont été inactivés
pendant 1 h a 48°C comme décrit dans la section 3.1, et les titres infectieux ont été déterminés

comme décrit dans la section 1.3.

6.2.2. Test de I'efficacité de liaison aux cellules cibles

Les virus issus du passage 10 et la population initiale NTO ont été inoculés sur des cellules 293A
confluentes en plaques 24 puits a une MOI de 1. Les cellules ont été incubées pendant 2 h a 4°C pour
permettre aux particules virales d’adhérer aux cellules tout en empéchant leur réplication. Les
cellules ont ensuite été lavées deux fois avec du PBS 1X puis ont été détachées et lysées dans 400 pL

de TRIzol (Invitrogen).

6.2.3. Fitness replicative sur un cycle

Les virus issus du passage 10 et 20 et la population initiale NO ont été inoculés sur des cellules
293A confluentes en plaques 24 puits a une MOI de 0,001. Apres 1 h d’incubation a 37 °C, les cellules
ont été lavées deux fois avec du PBS 1X puis soit lysées avec 400 uL de TRIzol (Invitrogen) (tO post-
infection), soit recouvertes de 0,5 mL de milieu et incubées a 37 °C jusqu’a a 8 h post infection avant

d’étre lysées dans 400 pL de TRIzol (Invitrogen).

6.2.4. Vitesse de production de nouveaux virus

Les virus issus des passages 10 et 20 et la population initiale NO ont été inoculés sur des
cellules 293A confluentes en plaques 6 puits a une MOI d’environ 0,001. Aprées 1 h d’incubation a 37
°C, les cellules ont été rincées deux fois avec du PBS 1X et 3 mL de milieu ont été ajoutés. Aprés 24 h

et 48 h d’incubation a 37 °C, 400 pL de milieu de culture ont été prélevés.
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6.2.5. Quantification des ARN viraux par biologie moléculaire

A l'issue des expériences décrites en 6.2.2 a 6.2.4, les acides nucléiques (échantillons de
400 pL) ont été extraits et élués dans 50 L avec un extracteur automatique QIAsymphony (Qiagen)
et un kit de réactifs QIAsymphony DSP Virus/Pathogen. Les génomes viraux ont été quantifiés par
réaction de polymérisation en chaine quantitative précédée d’'une étape de transcription inverse
(RT-gPCR). Les amplifications ont été effectuées avec le mix enzymatique TagMan Fast Virus 1-Step
Master Mix (Life Technologies) en suivant les recommandations du fabricant, dans un volume de 20
uL contenant 5 puL de mix enzymatique, 10 uL d’échantillon, et 5 pL d’un pré-mix concentré 4X
contenant les amorces et la sonde (Tableau 20). Les réactions ont été réalisées dans un
thermocycleur en temps réel ViiA 7 (Life Technologies) avec un profil thermique incluant une étape
de transcription réverse a 50 °C pendant 5 min, suivie d’'une dénaturation initiale a 95 °C pendant
20s, et de 45 cycles comprenant une dénaturation de 5 s a 95 °C et une étape de
d’hybridation/élongation de 40 s a 60 °C. La fluorescence a été mesurée a la fin de chaque
élongation sur le canal FAM. Un controle négatif et un contréle positif ont systématiquement été
inclus. Une courbe standard a été réalisée a I'aide d’un vecteur pGEM-T-easy (Promega) contenant
la séquence cible. La concentration du plasmide a été mesurée par spectrophotométrie et une
courbe standard a été établie par dilutions décimales (10" & 107 & copies/réaction) (Wurtzer et al.,

2014).

Tableau 20 : Amorces et sondes de RT-qPCR pour la quantification des entérovirus (cible : région

5’NTR)

Séquence Concentration finale
Amorce sens 5" GCCCCTGAATGCG 3’ 900 nM
Amorce antisens 5" TGTCACCATAAGCAGY 3’ 900 nM
Sonde 5’ FAM-CCAAAGTAGTCGGTTCC-NFQ MGB 3’ 100 nM
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6.3. Caractérisation des génotypes par séquencage haut débit (NGS)

Les populations virales ont été séquencées par une approche de séquencage des ARN (RNA-

seq) aprés un pré-traitement des échantillons visant a exclure les acides nucléiques libres d’origine

cellulaire ou virale et les particules virales non intégres. Les différentes étapes sont résumées sur la

Figure 28.

Pré-traitement
des ARN

Préparation des
librairies

Contrédle des
librairies

Séquencage

Analyse

Traitement DNase

Propidium monoazide (PMAxx)
(neutralisation des génomes libres et des particules non intégres)

Extraction ‘

Purification des ARN ‘

Déplétion des ARN ribosomiques cellulaires (et des ARNm de globine) ‘

Kit de préparation RNA-seq ‘

Contréle de |a taille des librairies ‘

Quantification des libraires ‘

NGS
MiSeq, 2x250 cycles

Mapping des reads des populations NT, T et LT des passages 10 et 20 sur la

séquence de la population initiale NO

Figure 28 : Etapes de la stratégie de séquencage

6.3.1. Pré-traitement des échantillons et extraction

Pour éliminer I’ADN des cellules hotes, un traitement a la DNase (Ambion, Life Technologies) a

été effectué. Pour cela, 5 uL de DNase | buffer 10X et 1 ul rDNase | (2U) ont été ajoutés aux

échantillons de virus dans un volume final de 50 pL, qui a été incubé a 37°C for 30 min. Apres

incubation, 5 pL de DNase inactivation reagent ont été ajoutés et la réaction a été incubée 2 min a

température ambiante. Pour finir, les échantillons ont été centrifugés a 10000 x g pendant 1 min 30 s

et les surnageants ont été récupérés.
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Pour réduire dans les échantillons la proportion de génomes viraux correspondant a des
particules non infectieuses, les extractions ont été précédées d’un traitement avec un agent
intercalant qui inhibe la réplication des acides nucléiques auquel il se lie de facon covalente sous
I’action des rayons UV. A cette fin, les échantillons ont été incubés dans la glace a I'obscurité pendant
30 min avec 0,2 mM de propidium monoazide PMAxx (Molecular Probes, Life Technologies). L’étape
de photo activation permettant de former des liaisons covalentes entre les acides nucléiques libres et
le monoazide a été effectuée avec un systeme PhaST Blue (IUL, Barcelona, Spain) pendant 15 min a
température ambiante.

Les volumes ont été ajustés a 100 L avec de I’eau RNase-free et les acides nucléiques ont été
extraits avec un extracteur automatique MagNA Pure Compact (Roche) et un kit MagNA Pure
Compact Nucleic Acid Isolation Kit | (Roche). Les acides nucléiques ont ensuite été purifiés par
précipitation a I'’éthanol : les volumes des extraits ont été ajustés a 180 plL avant d’ajouter 18 uL
d’acétate de sodium (3 M) et 2 pL de glycogene (10 mg/mL). Un volume de 600 puL d’éthanol absolu a
été ajouté et les échantillons ont été conservés sur la nuit a -20 °C. lls ont ensuite été centrifugés 30
min a 10000 x g a 4 °C, puis les culots ont été rincés 2 fois par ajout d’éthanol a 70 % suivi d’une
centrifugation de 5 min a 10000 x g. Les culots d’ARN ont enfin été dissous dans 12 uL d’eau RNase-

free.

6.3.2. Préparation et controle des librairies

Les ARN ribosomaux (et les ARNm de globine) provenant des cellules hétes ont été déplétés
avec un kit QlAseq FastSelect RNA Removal (Qiagen), qui inclue également I'étape de fragmentation
des ARN. Le protocole a été adapté pour étre combiné avec un kit de préparation des librairies
NEXTflex Rapid RNA-Seq Kit (Bioo Scientific) en suivant les recommandations du fabricant. A cette fin,
5 uL de NEXTflex RNA fragmentation buffer, 1 ul de Globin Removal et 1 ul de rRNA Removal ont été
ajoutés a 12 pL d’ARN. La réaction a été incubée dans un thermocycleur en suivant les indications du
protocole (Qiagen). Le protocole du kit NEXTflex Rapid RNA-Seq a ensuite été suivi a partir de I'étape
de synthése du premier brin (étape B). Deux étapes de lavage ont été réalisées avec 0,8 X de billes
Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter). La distribution de la taille des librairies a ensuite été

contrblée avec un Bioanalyzer 2100 et un kit DNA High Sensitivity (Agilent).

6.3.3. Normalisation des librairies et séquengage
Les librairies ont été quantifiées avec du Quant-iT PicoGreen dsDNA Reagent (Thermo Fisher
Scientific), puis normalisées a 4 nM. Les séquencages ont été réalisés avec un séquenceur MiSeq

utilisant des réactifs MiSeq Reagent Nano kits v2, 2 x 250 cycles.
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6.3.4. Analyse des données

Les données générées par RNA-seq ont été analysées sur la plate-forme Galaxy
(https://usegalaxy.org/). Les principaux outils sont listés dans le Tableau 21. La séquence consensus
de la population NO a été obtenue en mappant les reads correspondants sur la séquence de la
souche 7A4 (genbank MF973166.1). Parmi I’ensemble des séquences complétes de CV-B5 déposées
dans la base de données BLAST, cette souche est celle avec laquelle une séquence partielle de la
population NO, initialement obtenue via une approche ciblée par amplicons non décrite ici (3368
nucléotides correspondant aux protéines de capside) avait le pourcentage d’homologie le plus élevé
(93,5 %). Les reads issus des neuf populations issues des passages 10 et 20 ont été mappés sur la
séquence de NO (outil FreeBayes). Les séquences consensus ont été extraites (outil Bcftools
consensus) et alignées avec l'éditeur BioEdit. Seules les mutations non synonymes ont été

conservées dans la séquence codante.

Tableau 21 : Principaux outils utilisés sur Galaxy

Outils Objectif Paramétres

Visualisation et controdle

FastQC visuel de la qualité des i

(Version 0.72)

reads
Trimmomatic . .
(Version 0.36.5) Nettoyage et tri des reads Score de qualité phred (Q) > 28
Référence :
Map with BWA-MEM Mapplng,des reads sur - CVB5 souche 7A4 (MF973166.1) pour I’échantillon
. une séquence de NO
(Version 0.7.17.1) s ,
référence - séquence consensus NO pour les autres
échantillons
FreeBayes Détection de variants Ploidie = 1
(Version 1.1.0.46-0) Probabilité d’un polymorphisme > 0,4
VCFfilter Filtrage des variants i Prof0|:1(;tzzrredjesei:ﬁ:gaghiélgm >10
(Version 1.0.0_rc1) détectés d P

(référence/polymorphisme) (QUAL) > 20

Extraction de la séquence
consensus incluant les -
variants filtrés

Bcftools consensus
(Version 1.4.1)
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Chapitre 1 : Conséquences des interactions entre des entérovirus et des

composés microbiens sur I’efficacité des traitements d’inactivation

Introduction

Les eaux de surface sont une ressource majeure pour la production d’eau potable, en
particulier dans les grandes agglomérations urbaines. D’'importants volumes d’eau peuvent en effet
étre facilement pompés afin d’assurer un approvisionnement constant des populations en eau.
Toutefois la qualité microbiologique des eaux de riviéres urbaines est généralement médiocre du fait
de la proximité des activités humaines, et est susceptible d’étre confrontée a des pics de pollution
liés aux conditions climatiques. Les riviéres urbaines sont en particulier presque systématiqguement
contaminées par des virus entériques, plus résistants que la plupart des bactéries, et dont les
concentrations peuvent atteindre plusieurs dizaines de milliers de génomes par litre. Dans les usines
de potabilisation I'élimination des virus pathogénes est, en conditions normales, assurée par des
traitements multi-barrieres basés sur des méthodes de rétention et de désinfection.

Les virus humains ne font actuellement pas partie des parameétres microbiologiques de
référence requis pour assurer la qualité de I'eau potable, et leurs méthodes de détection sont
relativement complexes par comparaison avec celles des indicateurs bactériens. Aussi ne sont-ils pas
systématiquement recherchés dans les eaux brutes ou produites. Les abattements viraux attendus
des étapes de désinfections sont estimés a partir d’études souvent menées a petite échelle, dans des
solutions salines tamponnées ou de I'eau ultra pure, et sur un nombre restreint de modeles viraux
entretenus en laboratoire. Ces conditions sont relativement éloignées de la réalité des usines de
production d’eau potable qui prennent en charge des flux massifs d’eau pouvant contenir plus d’une
dizaine d’espéces virales pathogénes. De plus, bien que les premieres étapes de clarification
éliminent la plus grande part des matiéres organiques et particules en suspension, I'eau atteignant
les étapes finales de désinfection est susceptible de contenir des bactéries libres ou associées a du
biofilm.

Les objectifs de ce chapitre sont d’'une part de décrire I'effet de la présence de composés
d’origine microbienne sur I'efficacité de différentes méthodes d’inactivation d’entérovirus, et d’autre
part de rechercher s'il existe une spécificité d’interaction liée au sérotype viral ou au type de
composé microbien. Ce chapitre se présente sous la forme d’un article scientifique publié dans le

journal Environmental Science & Technology.
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ABSTRACT

Although the interaction between phages and bacteria has already been well described, it only
recently emerged that human viruses also interact with bacteria in the mammalian gut. We studied
whether this interaction could occur in tap water and thus confer enteric viruses a protection against
temperature and the classical disinfection treatments used in drinking water production. We
demonstrated that the addition of lipopolysaccharide or peptidoglycan of bacterial origin to
enterovirus provides thermal protection through stabilization of the viral capsid. This interaction
plays a role when viruses are exposed to disinfection that targets the capsid, but less so when the
virus genome is directly targeted. The interaction seems to be serotype-specific, suggesting that
capsid protein sequence could be important. The protection is linked to a direct association between
viral particles and bacterial compounds as observed by microscopy. These results show that bacterial

compounds present in the environment can affect virus inactivation.
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INTRODUCTION

Enteric viruses are one of the major causes of water-borne diseases resulting from fecal
pollution and malfunctions of water distribution systems. In numerous countries, drinking water is
produced from waters contaminated by enteric viruses “ ? usually because of human pollution of
surface and underground waters. The viral quality of urban rivers is mainly affected by treated
effluents issued by wastewater treatment plants (WWTP). Several studies analyzing both clinical and
water samples demonstrated that the viral diversity was richer in raw sewage, treated effluents and
finally urban rivers than in clinical samples. These environmental samples probably reflected better
the health status of the inhabitants . When assessing the risk level for human contamination,
human enteric virus persistence in aquatic environments (i.e. waste, surface and even treated water)
is another important feature to consider. These non-enveloped viruses which are resistant to
environmental conditions and do not sediment can contaminate wide areas and be detected far
away from their emission sources.

As the supply of safe drinking water is essential for ensuring the health of populations, water
produced from polluted resources goes through various disinfection barriers established in drinking
water treatment plants (DWTP). After physical removal (mostly by filtration, coagulation and
sedimentation), the most frequently used disinfection and inactivation treatments are ozone,
ultraviolet (UV) radiations, and chlorine. The processes applied in DWTP are adapted to the quality of
the water resource. Disinfection steps are systematically required since pathogens, including viruses,
are always found during the early stages in “clarified” waters °.

Whatever the treatment and disinfection process, various efficiency results, expressed in log of
virus inactivation, have been published. When assessed in laboratory under controlled conditions,
disinfection treatments generally prove quite efficient 2, even if some specific viruses show greater

relative resistance to particular treatments (adenovirus for UV disinfection for example > °).

11-14

However, despite these disinfection steps, outbreaks occur and some authors reported

the detection of virus particles in drinking water, demonstrating that viruses can sometimes go

1518 This could result from inadequate treatment (technical failure,

through disinfection processes
high viral concentration or viral resistance) and suggests that virus inactivation might be
overestimated in laboratory conditions. An explanation could be that the efficiency of treatments is
usually evaluated using purified viruses, cell culture-adapted strains and sometimes virus surrogates
like bacteriophages. In fact, in addition to their differing sizes (from about 30 to 80 nm), viruses
present various surface properties (structure, electrostatic charges, hydrophobicity) which may drive
interactions with other compounds in the environment or during disinfection treatments. As an

example, such interactions could explain why bacteriophages persist longer in sediments than in the

water column Y.
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Virus aggregation has been widely described *® ** and more generally viruses can form

20, 21

aggregates with organic matter in surface waters . Previous works have shown that particle-

associated viruses present an enhanced survival in water 2*> and a stronger resistance to disinfection
treatments *, but typically the apparent resistance was directly linked with the
consumption/absorption of the disinfecting agent.

A recent work has demonstrated that human norovirus can bind to different intestinal
bacteria **. It is also known that virus-bacteria interactions are specific and drive the infection in

227 Although such interactions are not well described, these results indicate that

mammal guts
interactions with bacterial compounds, like surface lipopolysaccharides, can improve the thermal
stability of poliovirus particles. The authors highlighted the importance of the amino acid in position
99 of VP1 protein in mediating this interaction *°. However, it remains unclear whether enteric
viruses could interact with various bacteria strains with different affinities.

Altogether these results suggest that close interactions with organic matter originating from
micro-organisms could impair virus inactivation during disinfection treatments. Although treated
waters are poor in organic matter, the presence of bacteria in planktonic or biofilm states implies the
presence of microbial compounds with unknown consequences.

The purpose of this study was to evaluate the efficacy of virus inactivation against thermal and
disinfection treatment (free chlorine and UV radiation) in the presence of purified microbial

compounds. The study was focused on enteroviruses as representative models of human enteric

viruses.

MATERIALS AND METHODS
Virus stocks preparation

Coxsackievirus A21 (CV-A21), coxsackievirus B5 (CV-B5), echovirus 30 (E30) and poliovirus 1
strain Sabin (PV1), were kindly provided by Dr. Houssin (LABEO, Caen, France). They were cultivated
on confluent monolayer cultures of Buffalo Green monkey Kidney (BGMK) cells at 37°C with 5% CO..
Cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high glucose medium (Dutscher, #L0103)
supplemented with 2% fetal bovine serum (PanBiotech, #3301-P113103), non-essential amino acids
(Dutscher, #X0557), penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100 pug/ml ) (PanBiotech, #P06-07100).
To collect viruses, cells were lysed by three freeze-thaw cycles, and the supernatants were clarified
by centrifugation at 2000 x g for 15 min. Viral suspensions were then ultracentrifugated at 150,000 x
g at 4 °C for 2 hours through a 40 % sucrose cushion. To remove sucrose, pellets were resuspended in
1x phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.4 and concentrated on Vivaspin 20 centrifugal concentrators
(10,000 MWCO) (Sartorius). This step was repeated twice. For particle stability thermal release assay,

an additional step of ultracentrifugation on cesium chloride gradient (from 1.2 g/L to 1.5 g/L) at
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100,000 x g for 18 hours was added and the fraction containing the viruses was desalted as described

above for sucrose removal. Viruses were stored at - 80 °C before using.

Virus quantification by endpoint dilution assay

Viruses were titrated by standard 10-fold dilutions in 96-well plates on BGMK cells (10* cells
per well). After 6 days of incubation (time for visualizing cytopathic effects), the supernatants were
discarded and cells were fixed with 0.1 M HCl for 5 min. The HCI solution was removed, cells were
stained with a 4 g/L crystal violet solution for 10 min and finally rinsed with deionized water. Positive
wells were counted and viral titer was estimated using the Spearman-Karber method. Results are
expressed as 50% tissue culture infective dose (TCID50) per ml %2,

When treatments were performed, we referred to protection as the difference of titers
between treated viruses with and without polysaccharides. It traduced the reduction of the

treatment efficiency.

Microbial compounds

Organic compounds considered in this study included lipopolysaccharides (LPS) from
Pseudomonas aeruginosa (Sigma, #L9143) and peptidoglycans (PGs) produced from Bacillus subtilis
(Sigma, #59564) and Saccharomyces cerevisiae (Sigma, #72789). Both are important components of
the bacterial cell envelope. LPS are made of a lipid moiety and a glyosidic part and are the major
components of the outer membrane of Gram-negative bacteria. PG consists in a polymer of sugars
and amino acids and is the major component of the cell wall of most Gram-positive bacteria.
P. aeruginosa and B. subtilis are commonly found in environmental waters and drinking water
networks. Stock suspensions (10 mg/ml) were prepared by dilution in 1x PBS pH 7.4 and stored at —
20 °C. For each experiment they were diluted in PBS to achieve different concentrations (0.01 to 1

mg/ml).

Virus pretreatment

Inactivation treatments were preceded by a 2-hours incubation with microbial compounds (1
mg/ml in disinfection treatment experiments and 0.01 to 1 mg/ml for dose-response in thermal
inactivation) or an equal volume of 1x PBS pH 7.4 at room temperature. After the treatments
described below, each sample was filtered with a low-binding protein 0.22 um membrane filter
(Millipore, #SLGV01352) prior to infectivity titration to determine the efficacy of the inactivating

treatment.

Heat exposure
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Virus suspensions were prepared to a final concentration of about 10° TCID50/ml in 1x PBS pH
7.4. Experiments were performed using a thermal cycler (LightCycler 96, Roche) in 96-well
microplates (50 pl per well). For heat inactivation curves of the four virus strains (Figure 1), samples
were incubated for 1 hour at various temperatures ranging from 44°C to 52°C. For heat treatments in
the presence of microbial compounds, samples were incubated for 1h at 50°C, a temperature
allowing a substantial (but not full) inactivation of the four strains. Heat exposures were immediately

followed by a cooling down step on ice to prevent further inactivation.

Ultraviolet (UV) exposure

Virus suspensions were prepared to a final concentration of about 10° TCID50/ml in 1x PBS pH
7.4. Two hundred microliters of virus suspension was exposed to 40 mJ/cm”® UV dose (a dose
commonly applied in DWTP) or 80 mJ/cm® using a 253.7nm UV lamp (Phillips, Amsterdam,
Netherlands) at room temperature. A digital UVC radiometer (IL Metronic Sensortechnik GmbH,
Germany) was used to monitor UV irradiation. The absorbance of microbial compounds (1 mg/ml)

was measured by an Ultrospec 3000 spectrophotometer (Pharmacia Biotech, Cambridge, England).

Chlorine treatment

Glassware was prepared by soaking overnight in 50mg/L chlorine solution followed by
thorough rinsing with chlorine demand-free (CDF) water and, finally, autoclaving for 1h at 135°C. All
solutions and buffers were made with reagent-grade CDF water which was prepared from drinking
water using a PURELAB Ultra device (ELGA Labwater, Antony, France). A stock solution of sodium
hypochlorite (100mg/L) was prepared with CDF water. Chlorine concentrations were measured with
a Pocket colorimeter™ Il (HACH LANGE, Dusseldorf, Germany). Viral suspensions were prepared to a
final virus concentration of about 10’ TCID50/mL in 1x PBS pH 7.4. The free chlorine concentration
was measured before and after addition of microbial compounds (1mg/ml). The concentration of
free chlorine remained at least to 0.2 mg/L during the study. The exposure time to free chlorine was
calculated from kinetics of chlorine consumption and adjusted in order to maintain a CT-value equal
to 3 mg.min/L, corresponding to the time (min) of treatment multiplied by efficient oxydant
concentration (mg/L). Practically, we selected the time for which the area under the free chlorine
concentration-time curves (see Figure S2) was 3 mg.min/L. Times ranged from 3 to 12 min. Then,
sodium thiosulfate was added to 4 mg/L final concentration in order to quench any remaining free
chlorine and stop immediately the inactivation treatment. After treatment with chlorine, each

sample was analyzed by viral titration.
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Modelling of virus inactivation
All virus reduction data were fitted with a sigmoidal dose-response model, amongst various
dose-response models tested. This model was determined using GraphPad Prism version 6.01

software (GraphPad, La Jolla, CA), according to the following equation:

Top — Bottom
(1 + 10%50-%)

X is the temperature (°C). NO is the initial viral titer and Nx is the viral titer after the 1-hour

heat treatment at X °C, each expressed in TCID50/ml. The variable Bottom is the Log (:—z) value at

L Nx = Top +
og(NO = Top

the bottom plateau; Top is the Log (x—z) value at the top plateau, and X50 is the X value when the

response is halfway between Bottom and Top.

Particle stability thermal release assay (PaSTRy)

PaSTRy was used to estimate the thermal stability of viral capsid. Viruses are gradually heated
in the presence of a nucleic acid dye that can reach the viral genome when the capsid loses its
integrity. The experiments were performed with a ViiA 7 real-time PCR system (Life Technologies,
Carlsbad, CA) in 96-well plates with 20 ul reaction volume. SyBR Green Il (Molecular Probe, Life
Technologies) was used to monitor RNA accessibility. A working stock of 200x SyBR green Il was
produced by dilution in 1x PBS pH 7.4 and stored at -20°C. SyBR green Il was used at final
concentration of 10x by mixing 1 pl of working stock with 19 pl of virus suspension at a concentration
of 10 TCID50/mL in PBS. The experiments were ramped from 22°C to 95°C at a scan rate of 0.05°C/s

and taking a fluorescence reading every 0.05°C.

Transmission electron microscopy (TEM)

TEM was used to visualize virus interaction with LPS and PG. Samples consisted in
coxsackievirus B5 suspension in PBS (102 TCID50/ml) incubated for 2h at room temperature with PBS,
LPS (1 mg/ml) and PG from B. subtilis (1mg/ml). A drop of 0.1 % poly-L-lysine was placed on
formvar/carbon-coated 200 mesh copper grids (Agar Scientific) for 5 min and the excess was blotted
off with filter paper. This step was performed to increase grids hydrophilicity. 10 pl of sample were
then placed on the grid for 5 min, the excess was removed as previously described and the grid was
washed three times with molecular grade water. Finally, grids were negatively stained with 2%
phosphotungstic acid pH 7 for 1 min and air-dried. Grids were analyzed with a Jeol-100 CXIl operating
at 100 keV at a magnification of x72.000.
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RESULTS
Thermal stability of enteroviruses

The thermal stability of various enterovirus serotypes was evaluated by exposing purified virus
suspensions to different temperatures. The logy reduction of infectivity is shown in Figure 1. None of
the four enterovirus serotypes tested remained infectious after an exposure to 52°C for 1 hour. Since
the slopes of each curve in the exponential decay phase were very close, we chose to characterize
the sensitivity by the temperature at which the second derivative reaches its minimum value. This
value was called temperature of initial inactivation (Ti). These values were very close for E30 (48.5°C)
and PV-1 (48.8°C) serotypes and lower for CV-A21 (44.5°C) and CV-B5 (45.3°C). The sensitivity curves
to temperature are shown in Figure 1. They led us to select 50°C for experiments combining heat
inactivation and polysaccharides, because this temperature induced a substantial inactivation of the

four strains.

Figure 1
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Figure 1: Thermostability profile of four enterovirus serotypes. CV-A21 (grey squares), CV-B5 (dark
grey triangles), E30 (black dots) and PV1 (light grey diamonds) were heat-inactivated for 1 hour at the
specified temperatures. Results are expressed as log inactivation of viruses evaluated by cell culture.
The error bars represent the standard deviation given by the Spearman & Kéarber algorithm of a
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single representative experiment. The data were fitted with the sigmoidal dose-response equation
with no constraint.

Furthermore, a particle stability thermal release assay (PaSTRy) was performed in order to
monitor the viral RNA accessibility. The SyBR green |l accessibility to viral RNA reflects the initial
destabilization of virus capsid structure. The results presented in Figure 2C showed an initial increase
of CV-B5 capsid permeability at about 44°C with a maximum RNA accessibility at 52°C. These data

were in agreement with virus infectivity measured by cell culture-based assay.

Protective effect of microbial compounds against heating

The impact of virus interactions with microbial compounds on thermal stability was assessed,
firstly taking E30 serotype, exposing a BC loop amino acid sequence different from that of PV strain
Mahoney (see Figure S2). Based on thermal stability profiles of the four viruses, an inactivation for 1
hour at 50°C was performed after a 2-hour incubation step with lipopolysaccharides from P.
aeruginosa or peptidoglycans from S. cerevisiae or B. subtilis. The results are shown in Figure 2A. No
noticeable difference was observed at 20°C between virus suspensions incubated with
polysaccharides and control condition. The one-hour inactivation step induced a 5-log reduction in
E30 titer in agreement with Figure 1. However a 2-log reduction was noticed when E30 was pre-
incubated with polysaccharides. Polysaccharides thus conferred to E30 a 3-log relative protection
against heating.

The protective effect of polysaccharides against heat inactivation depended on the
concentration (Figure 2B). The protection was observed at 50°C from 0.05 mg/mL PGs and 0.5 mg/mL
LPSs and reaches its maximum with 0.1 mg/mL PGs and 1 mg/mL LPSs.

In the PaSTRy assay (Figure 2C), the incubation of CV-B5 suspension with LPS induced a
thermal shift of RNA accessibility. The initial destabilization of the capsids occurred at 50°C,
compared to 44°C in the control. This thermal shift induced by LPS was in agreement with the virus

protection against inactivation at 50°C (Figure 2A).
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Figure 2: (A) Thermal stabilization of E30 by bacterial compounds. Virus infectivity was evaluated by
cell culture after a 1-hour incubation at 25°C (white) and 50°C (grey) in the presence of bacterial
compounds (1 mg/ml). (B) Concentration-dependent heat-stabilization of E30 by bacterial
compounds. Infectivity was measured after a 1-hhour incubation at 25°C (solid lines) and 50°C
(dotted lines) with LPS (black), PGN from S. cerevisiae (dark grey) and PGN from B. subtilis (light
grey). In A and B the error bars represent the standard deviation of one representative experiment
given by the Spearman & Karber algorithm. (C) Monitoring of RNA accessibility using SYBR green II.
Particle Stability Thermal Release Assay (PaSTRy) was performed on CV-B5 (black) and CV-B5 + LPS
(grey). The data shown are from one representative experiment.

Protective effect of microbial compounds against free chlorine
The effect of free chlorine on E30 was tested after a 2-hours incubation with microbial compounds
(Figure 3). Infectivity was measured after an exposure at a CT (concentration x time) of free chlorine
equal to 3 mg.min.L™. The exposure time was adjusted to maintain a steady CT. Degradation kinetics
of free chlorine induced by microbial compounds are presented in Supporting Information (Figure
S1). E30 infectivity was strongly reduced by 5.3-log in control condition, but was not modified by
chlorination in the presence of polysaccharides. Thus E30 protection was almost total with LPS and

PG in these experimental conditions (Figure 3).
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Fig. 3
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Figure 3: Effect of bacterial compounds on E30 sensibility to chlorination. Virus infectivity was
evaluated by cell culture before (white) and after (grey) chlorination at the same Ct (3 mg.min.L™).
The error bars represent the standard error from 3 experiments.

Protective effect of microbial compounds against UV exposure

The effects of microbial compounds on E30 inactivation by low pressure UV exposure were
also analyzed. The UV transmittance at 254 nm was not affected by any of the bacterial compounds
(data not shown). Without pre-incubation with microbial compounds, the UV dose of 40 mJ/cm? gave
rise to a 3-log reduction of E30 infectious titer, whereas a 5-log reduction was observed after the 80
mJ/cm? UV dose. After pre-incubation with PG from S. cerevisiae, a 2-log reduction of E30 was
observed at 40 mJ/cm?. The other compounds did not induce any protection at this UV dose. At the
80 mJ/cm? dose, incubation with both PGs induced a 4-log reduction of infectious virus, resulting in

avirus protection close to 1-log compared to control (Figure 4).
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Figure 4: Effect of bacterial compounds on E30 inactivation by UV irradiation. Infectivity was
measured before treatment (white) and after exposure to 40 mJ/cm® (light grey) and 80 mJ/cm’
(dark grey) UV irradiation. The error bars represent the standard deviation given by the Spearman &
Karber algorithm of a single representative experiment.

Protection of different enterovirus serotypes against heating

We investigated whether the protection from heating induced by microbial compounds also
occurred with other enterovirus serotypes. The BC loop which is a highly exposed region of the VP1
protein has previously been identified as being implicated in LPS mediated protection *°. We focused
on three other serotypes for which the temperature sensitivity is described in Figure 1. Numerous
polymorphisms have been reported in the BC loop protein sequence of these serotypes (Figure S2).
Suspensions of each serotype were exposed to heat inactivation after a pre-incubation with
polysaccharides. For CV-A21, a 3-log infectivity protection was noted with LPS and PG from B. subtilis
while no protective effect was observed with PG from S. cerevisiae compared to control. For CV-B5,
PV-1 and E30 serotypes, a protection of about 5-log, 3-log, and 2-log, respectively, was induced by all
polysaccharides (Figure 2A, 5). Similar results were obtained with all tested serotypes regarding UV

exposure or free chlorine treatment (data not shown).
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Figure 5: Thermal sensitivity of CV-A21 (A), CV-B5 (B) and PV1 (C) by bacterial compounds. Virus
infectivity was measured by cell culture after a 1-hour incubation at 25°C (white) and 50°C (grey). The
error bars represent the standard deviation given by the Spearman & Karber algorithm of a single
representative experiment.

Microscopic observation of microbial compounds/virus interactions

The establishment of physical interactions between viruses and microbial compounds is the
simplest hypothesis to explain the protective effects. To visualize these interactions, CV-B5 was
observed by transmission electron microscopy after incubation with PBS, LPS and PGgs (Figure 6). In
the first case, virus particles did not form aggregate (Figure 6A). However, in the presence of
bacterial compounds, particles agglomerated around LPS (Figure 6B) and bound to PGg, (Figure 6C),

implying a physical interaction between the virus and the bacterial compound.
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0.2 um

Figure 6: Transmission electron micrographs of CV-B5 incubated with PBS (A), LPS (B) and PGgs (C)
and negatively stained with 2% phosphotungstic acid (x72.000 magnification).
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DISCUSSION

In this study, we observed that interactions with purified microbial compounds stabilized
and/or protected viruses against various inactivation treatments (heat, chlorine, UV).

Contrary to a previous work *°, in our experimental conditions the incubation of viral particles
with polysaccharides did not enhance virus infectivity at 25°C. After determination of the initial
inactivation temperature (T;) (Figure 1) we heat-treated enteroviruses with different microbial
compounds. Coupled with a thermal scanning method (PaSTRy) which has previously proved efficient

in assessing the thermal stability of various viruses ****

, this approach demonstrates that the addition
of microbial compounds increases virus resistance to heat. More precisely, the destabilization of CV-
B5 particles started at 44°C in the control condition, allowing SyBR green Il accessibility to the viral
RNA (Figure 2C). The incubation with LPS shifted this temperature threshold to 50°C suggesting that
the interaction virus/LPS resulted in the stabilization of the capsid structure. As a consequence,
viruses heat-treated at 50°C remained infectious when incubated with polysaccharides (Figure 2A).

This stabilizing effect was concentration-dependent and was observed on E30 at
concentrations of 0.05 mg/ml or over for both PGs. In the case of LPS, a concentration of at least 0.5
mg/ml| was required (Figure 2B), indicating that the protection was probably driven by a specific
effect related to the nature of the interaction. This concentration-dependent relationship was
previously reported by Kuss and collaborators who have shown that poliovirus strain Mahoney
particles were stabilized by 0.1 mg/ml of LPS *°.

In order to assess if this stabilizing effect could also be involved during usual drinking water
treatments, we first studied the impact of polysaccharides during chlorine treatment. Free chlorine
was monitored at the end of each experiment in order to avoid bias due to consumption of free
chlorine reacting on the added organic compounds. In these conditions, all the three tested
compounds provided an important protective effect (Figure 3). Thereafter, we investigated whether
these compounds could also confer protection against UV. In that case, we did not observe such an
effect since only the PG from S. cerevisiae gave a marginal protection (Figure 4). This distinction
between the two inactivation modes could reflect the mechanisms involved. Whereas chlorine
damages the viral structure by oxidizing firstly the capsid proteins, low pressure UV radiations induce
mostly genomic damages *>. We can assume that the protective effects are driven by interactions
between the virus capsid and microbial compounds.

The impact of natural organic matter on efficiency of inactivation treatments has already been
described. Haas and his collaborators investigated the effectiveness of various oxidizing agents on
the elimination of microbes in natural waters ** and showed that water quality influenced
disinfection effectiveness by reducing the quantity of reactive agents *. In our study, protection was

also observed against heating and with a residual free chlorine, suggesting that the phenomenon was
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not the result of the diminution of the inactivating agent, but was rather induced by the stabilization
of the capsids.

The direct stabilization hypothesis relies on a close interaction between polysaccharides and
viral particles. To test this hypothesis, we performed microscopic observations which showed that
viruses aggregated around microbial compounds (Figure 6, B and C). These direct interactions
involving viruses and polysaccharides were probably responsible for the stabilization of the particle
and protection against inactivation treatments. Almand et al.have also observed such interactions
with living bacterial cells **. However, the molecular mechanisms are not fully known.

Other authors have shown that the amino acid in position 99 of VP1 protein of poliovirus,
located in the BC loop, is crucial for promoting the interaction with LPS at temperatures below 40°C
?® The underlying hypothesis is that the accessibility to the LPS binding-site depends on this amino
acid and that the binding-site mechanically opens at higher temperatures. The four serotypes
considered in this study have various polymorphisms at this position and more generally in the BC
loop (Figure S3) and were all protected by LPS at 50°C. However, the protection with PGs was not
systematic since PG from S. cerevisiae increased the thermal stability of all tested serotypes except
CV-A21. This suggests the existence of specific requirements for heat stabilization by PG.

All these results emphasize the impact of usual water microbial contaminants when
disinfection processes are performed. At the tested concentrations, microbial compounds provided
substantial protections against treatments targeting the capsid, and more specifically to free
chlorine, with up to 5-log of reduction in inactivation efficiency compared to purified viruses. This
leads to the idea that the assessment of virus reduction usually performed in pure or clean water
(such as molecular grade water) may overestimate the actual efficiency of disinfection in DWTP. We
must add that even though we observed this protection at concentrations that are likely higher than
in water resources or drinking water networks, local conditions (i.e. inside biofilms, or other
microorganisms such as amoeba) may lead to important concentrations of microbial compounds
close to viruses.

Our results can help to understand the discrepancy between the predicted and observed
treatment efficacies in DWTP. From an evolutionary point of view, human enteric virus interactions
with other kingdoms of life and specifically with commensal bacteria of the human gut, could have
resulted in selection pressure *°. The protective effects reported in this study may illustrate such
mechanism. Nevertheless, whatever the mechanisms of the interactions, their real impact on virus

inactivation during drinking water production needs to be further investigated.
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SUPPORTING INFORMATION

Table S1. Model parameters for the thermal inactivation of viral particles.

Bottom Top X50 (°C) T; (°C)
E30 -4.936 -0.3995 49.04 48.5
CV-A21 -5.282 -0.1145 44.46 44.4
CV-B5 -4.917 -0.08676 45.77 453
PV-1 -5.202 -0.0827 49.37 48.8
Fig. 81
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Figure S1. Free chlorine consumption kinetics in the presence of 1 mg/ml PGg, (A), PGs. (B) and
LPS (C). The exposure time to free chlorine was adjusted in order to maintain a CT-value equal to
3 mg.min.L"l.
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Fig. S2
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Figure S2. Alignment of VP1 protein sequences suspected to be implicated in interaction with LPS.

References

1. Lodder, W. J.; van den Berg, H. H.; Rutjes, S. A.; de Roda Husman, A. M., Presence of enteric
viruses in source waters for drinking water production in The Netherlands. Appl Environ Microbiol
2010, 76, (17), 5965-71.

2. Prevost, B.; Lucas, F. S.; Goncalves, A.; Richard, F.; Moulin, L.; Wurtzer, S., Large scale survey of
enteric viruses in river and waste water underlines the health status of the local population.
Environ Int 2015, 79, 42-50.

3. Prevost, B.; Lucas, F. S.; Ambert-Balay, K.; Pothier, P.; Moulin, L.; Wurtzer, S., Deciphering the
Diversities of Astroviruses and Noroviruses in Wastewater Treatment Plant Effluents by a High-
Throughput Sequencing Method. Appl Environ Microbiol 2015, 81, (20), 7215-22.

4. Aw, T. G.; Gin, K. Y.; Ean Oon, L. L.; Chen, E. X.; Woo, C. H., Prevalence and genotypes of human
noroviruses in tropical urban surface waters and clinical samples in Singapore. Appl Environ
Microbiol 2009, 75, (15), 4984-92.

5. lwai, M.; Hasegawa, S.; Obara, M.; Nakamura, K.; Horimoto, E.; Takizawa, T.; Kurata, T.; Sogen, S.;
Shiraki, K., Continuous presence of noroviruses and sapoviruses in raw sewage reflects infections
among inhabitants of Toyama, Japan (2006 to 2008). Appl Environ Microbiol 2009, 75, (5), 1264-
70.

6. Foliguet, J., Virus et eaux - évolution des idées. Questions en suspens. Techn. Sci. Munic. Eau
1983, 78, 3-9.

7. Foliguet, J.; Doncoeur, F., Elimination des enterovirus au cours du traitement des eaux
d'alimentation par coagulation-floculation-filtration. Water Research 1975, 9, (11), 953-961.

8. Hijnen, W. A,; Beerendonk, E. F.; Medema, G. J., Inactivation credit of UV radiation for viruses,
bacteria and protozoan (oo)cysts in water: a review. Water Res 2006, 40, (1), 3-22.

9. Gerba, C. P.; Gramos, D. M.; Nwachuku, N., Comparative inactivation of enteroviruses and
adenovirus 2 by UV light. Appl Environ Microbiol 2002, 68, (10), 5167-9.

10.Shin, G.; Linden, K.; Sobsey, M., Low pressure ultraviolet inactivation of pathogenic enteric viruses
and bacteriophages. Journal of Environmental Engineering and Science 2005, 4, (Supplement 1),
S7-S11.

11.Beer, K. D.; Gargano, J. W.; Roberts, V. A.; Hill, V. R.; Garrison, L. E.; Kutty, P. K.; Hilborn, E. D.;
Wade, T. J.; Fullerton, K. E.; Yoder, J. S., Surveillance for Waterborne Disease Outbreaks
Associated with Drinking Water - United States, 2011-2012. MMWR Morb Mortal Wkly Rep 2015,
64, (31), 842-8.

132



Résultats

12.Braeye, T.; K, D. E. S.; Wollants, E.; van Ranst, M.; Verhaegen, J., A large community outbreak of
gastroenteritis associated with consumption of drinking water contaminated by river water,
Belgium, 2010. Epidemiol Infect 2015, 143, (4), 711-9.

13.Sezen, F.; Aval, E.; Agkurt, T.; Yilmaz, S.; Temel, F.; Gulesen, R.; Korukluoglu, G.; Sucakli, M. B.;
Torunoglu, M. A.; Zhu, B. P., A large multi-pathogen gastroenteritis outbreak caused by drinking
contaminated water from antique neighbourhood fountains, Erzurum city, Turkey, December
2012. Epidemiol Infect 2015, 143, (4), 704-10.

14.van Alphen, L. B.; Dorleans, F.; Schultz, A. C.; Fonager, J.; Ethelberg, S.; Dalgaard, C.; Adelhardt,
M.; Engberg, J. H.; Fischer, T. K.; Lassen, S. G., The application of new molecular methods in the
investigation of a waterborne outbreak of norovirus in Denmark, 2012. PLoS One 2014, 9, (9),
€105053.

15.Altzibar, J. M.; Zigorraga, C.; Rodriguez, R.; Leturia, N.; Garmendia, A.; Rodriguez, A.; Alkorta, M.;
Arriola, L., Outbreak of acute gastroenteritis caused by contamination of drinking water in a
factory, the Basque Country. J Water Health 2015, 13, (1), 168-73.

16.Ruchusatsawat, K.; Wongpiyabovorn, J.; Kawidam, C.; Thiemsing, L.; Sangkitporn, S.; Yoshizaki, S.;
Tatsumi, M.; Takeda, N.; Ishii, K., An Outbreak of Acute Hepatitis Caused by Genotype IB Hepatitis
A Viruses Contaminating the Water Supply in Thailand. Intervirology 2016, 59, (4), 197-203.

17.Fauvel, B.; Ogorzaly, L.; Cauchie, H. M.; Gantzer, C., Interactions of infectious F-specific RNA
bacteriophages with suspended matter and sediment: Towards an understanding of FRNAPH
distribution in a river water system. Sci Total Environ 2017, 574, 960-968.

18.Young, D. C.; Sharp, D. G., Poliovirus aggregates and their survival in water. Appl Environ Microbiol
1977, 33, (1), 168-77.

19.Gassilloud, B.; Gantzer, C., Adhesion-aggregation and inactivation of poliovirus 1 in groundwater
stored in a hydrophobic container. Appl Environ Microbiol 2005, 71, (2), 912-20.

20.Bettarel, Y.; Motegi, C.; Weinbauer, M. G.; Mari, X., Colonization and release processes of viruses
and prokaryotes on artificial marine macroaggregates. FEMS Microbiol Lett 2016, 363, (1), fnv216.

21.Weinbauer, M. G.; Bettarel, Y.; Cattaneo, R.; Luef, B.; Maier, C.; Motegi, C.; Peduzzi, P.; Mari, X.,
Viral ecology of organic and inorganic particles in aquatic systems: avenues for further research.
Aquat Microb Ecol 2009, 57, (3), 321-341.

22.Gerba, C. P.; Schaiberger, G. E., Effect of particulates on virus survival in seawater. ] Water Pollut
Control Fed 1975, 47, (1), 93-103.

23.Templeton, M.; Andrews, R.; Hofmann, R., Particle-Associated Viruses in Water: Impacts on
Disinfection Processes. Critical Reviews in Environmental Science and Technology 2008, 38, (3),
137-164.

24.Almand, E. A.; Moore, M. D.; Outlaw, J.; Jaykus, L. A., Human norovirus binding to select bacteria
representative of the human gut microbiota. PLoS One 2017, 12, (3), e0173124.

25.Kuss, S. K.; Best, G. T.; Etheredge, C. A.; Pruijssers, A. J.; Frierson, J. M.; Hooper, L. V.; Dermody, T.
S.; Pfeiffer, J. K., Intestinal microbiota promote enteric virus replication and systemic
pathogenesis. Science 2011, 334, (6053), 249-52.

26.Robinson, C. M.; Jesudhasan, P. R.; Pfeiffer, J. K., Bacterial lipopolysaccharide binding enhances
virion stability and promotes environmental fitness of an enteric virus. Cell Host Microbe 2014,
15, (1), 36-46.

27.Kane, M.; Case, L. K.; Kopaskie, K.; Kozlova, A.; MacDearmid, C.; Chervonsky, A. V.; Golovkina, T.
V., Successful transmission of a retrovirus depends on the commensal microbiota. Science 2011,
334, (6053), 245-9.

133



Résultats

28.Hierholzer, J.; Killington, R., Virus isolation and quantitation. Virology Methods Manual 1996, 25-
46.

29.Brie, A.; Bertrand, |.; Meo, M.; Boudaud, N.; Gantzer, C., The Effect of Heat on the
Physicochemical Properties of Bacteriophage MS2. Food Environ Virol 2016, 8, (4), 251-261.

30.Kissmann, J.; Ausar, S. F.; Foubert, T. R.; Brock, J.; Switzer, M. H.; Detzi, E. J.; Vedvick, T. S.;
Middaugh, C. R., Physical stabilization of Norwalk virus-like particles. ] Pharm Sci 2008, 97, (10),
4208-18.

31.Rayaprolu, V.; Kruse, S.; Kant, R.; Movahed, N.; Brooke, D.; Bothner, B., Fluorometric Estimation of
Viral Thermal Stability. Bio Protoc 2014, 4, (15).

32.Walter, T. S.; Ren, J.; Tuthill, T. J.; Rowlands, D. J.; Stuart, D. |.; Fry, E. E., A plate-based high-
throughput assay for virus stability and vaccine formulation. J Virol Methods 2012, 185, (1), 166-
70.

33.Mayer, B. K.; Yang, Y.; Gerrity, D. W.; Abbaszadegan, M., The Impact of Capsid Proteins on Virus
Removal and Inactivation During Water Treatment Processes. Microbiol Insights 2015, 8, (Supp!
2), 15-28.

34.Haas, C.; Joffe, J.; Anmangandla, U.; Jacangelo, J.; Heath, M., Water quality and disinfection
kinetics. American Water Works Association 1996, 88, (3), 95-103.

35.Kahler, A. M.; Cromeans, T. L.; Roberts, J. M.; Hill, V. R, Effects of source water quality on chlorine
inactivation of adenovirus, coxsackievirus, echovirus, and murine norovirus. Appl Environ
Microbiol 2010, 76, (15), 5159-64.

36.Li, D.; Breiman, A.; le Pendu, J.; Uyttendaele, M., Binding to histo-blood group antigen-expressing
bacteria protects human norovirus from acute heat stress. Front Microbiol 2015, 6, 659.

134



Résultats

Conclusion du chapitre 1

Ce premier chapitre a tout d’abord permis de montrer que des entérovirus peuvent s’associer
physiquement a des polymeres constitutifs de la paroi des micro-organismes, et que ces interactions
leurs conférent une protection conséquente de plusieurs log d’infectivité - vis-a-vis de l'inactivation
thermique et de la chloration. Ces deux modes d’inactivation agissent sur les capsides virales : le
premier en déstabilisant la structure et le second en altérant entre autres des motifs en surface des
capsides nécessaires a la liaison aux cellules cibles et au maintien de la structure de la particule. Ces
composés permettent donc tout d’abord de stabiliser les capsides lors d’une élévation de
température, ce qui a été confirmé par la mise en place d’une évaluation de I'accessibilité du
génome. A l'aide de cette approche expérimentale, le LPS a en effet permis de d’augmenter
d’environ six degrés la température d’initiation de déstabilisation du coxsackievirus B5. Ensuite les
composés microbiens conferent une protection de capsides face au chlore libre actif. Aucun effet
protecteur comparable n’a été observé dans le cadre de la désinfection par traitement UV,s4, ce qui
est en cohérence avec le mode d’action des UV,s, qui provoquent majoritairement des dommages
aux génomes viraux.

L'étude a de plus mis en évidence des différences d’effet protecteur et donc d’interaction
dépendant conjointement du sérotype viral et de I'origine du polymere microbien. En effet, I'un des
PG stabilisant trois sérotypes d’entérovirus n’a pourtant montré aucun effet protecteur sur le
coxsackievirus A21, lui-méme stabilisé par les deux autres composés. Ainsi, les interactions
présentent une certaine spécificité qui n’est pas partagée par tous les sérotypes d’entérovirus. Cette
observation suggére que les interactions entre les entérovirus et les polyméres microbiens ne
résulteraient pas uniqguement de leurs caractéristiques physico-chimiques globales, mais qu’elles
seraient dans une certaine mesure médiée par des motifs spécifiques des polymeéres et des capsides.

Les résultats ont apporté la preuve de concept que des composants bactériens stabilisent et
protégent les capsides virales. Dans les conditions expérimentales appliquées les composés
bactériens ont conféré une protection a partir de 0,05 mg/mL, mais la complexité a estimer leur
masse moléculaire précise n’a pas permis d’évaluer la correspondance en termes de proportions
stoechiométriques de particules et molécules. On sait néanmoins grace aux observations par
microscopie que plusieurs virus se lient a une structure filamentaire de LPS ou une enveloppe de PG.

Pour conclure, la stabilisation des virus par les composants bactériens apporte de nouveaux
éléments de réflexion sur deux aspects concernant I’évaluation et la gestion du risque viral. D’'une
part, les abattements viraux pourraient étre largement surestimés dans le cas de désinfection d’eaux
chargées en micro-organismes et en matieres organiques. Ce fait devrait étre notamment considéré

dans le cadre de la désinfection et réutilisation des eaux usées. D’autre part, les virus associés a des
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molécules stabilisatrices seraient capables de persister particulierement longtemps dans

I’environnement, et donc d’étre disséminés loin de leur point initial de contamination.
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Chapitre 2 : Effet de la matiére organique dissoute sur la persistance virale

Introduction

Depuis I'isolement et I'observation des différents virus entériques au cours de la seconde
moitié du siécle dernier, de nombreuses études ont été conduites pour évaluer leur résistance a la
chaleur et déterminer les températures permettant d’atteindre des valeurs cibles d’abattement. Les
inactivations thermiques sont utilisées dans le domaine agro-alimentaire, mais non comme
traitement de désinfection de I’eau. En revanche, I'inactivation par la chaleur a souvent été utilisée
pour mimer une inactivation naturelle accélérée. Ces données renseignent sur la stabilité des
capsides, et donc indirectement sur les capacités de persistance des virus. De fait, la température est
considérée comme le principal facteur responsable de leur inactivation dans I’environnement. La
stabilité des virus vis-a-vis de la chaleur est modulée par des parametres tels que le pH, dont les
valeurs extrémes accélerent la dénaturation des protéines de capsides, ou encore la force ionique.
Les conséquences de la composition des matrices alimentaires complexes sur I'abattement viral ont
été suffisamment documentées pour démontrer qu’une teneur élevée en nutriments de nature
lipidique ou saccharidique peut dans certaines conditions diminuer I'efficacité des traitements
thermiques. Par comparaison, peu de travaux ont analysé de facon approfondie I'effet de matiéres
organiques sur la persistance ou l'inactivation thermique des virus dans les matrices hydriques
environnementales.

La matiére organique désigne I'ensemble des composés hydrocarbonés d’un écosysteme. Elle
existe sous forme dissoute ou particulaire. La forme dissoute est communément distinguée de la
forme particulaire par une filtration de 0,45 um, mais cette distinction repose avant tout sur un
critere de séparation expérimental. Les eaux de surface contiennent une variété extrémement
importante de matiéres organiques particulaires (micro-organismes, débris végétaux) ou dissoutes
(molécules d’origine anthropique, métabolites et produits de dégradation, acides organiques). Il en
résulte une importante diversité de propriétés physico-chimiques. Du fait de la complexité de la
matiere organique il serait inenvisageable d’essayer d’identifier précisément les potentiels composés
pouvant impacter la stabilité virale. Les composants peuvent en revanche étre séparés en différents
groupes selon des criteres physico-chimiques. Le chapitre précédent a démontré que certains
composés organiques microbiens stabilisent les capsides virales a des températures induisant
normalement leur déstructuration.

Cette étude s’est intéressée a l'effet de la matiere organique présente dans les eaux de

surface sur I'inactivation thermique, simulant les effets naturels sur la persistance virale. Différentes

137



Résultats

méthodes ont permis de fractionner les matiéres particulaires et dissoutes présentent dans des
échantillons d’eau de riviere prélevés en milieu urbain. Les effets protecteur d’infectivité et
stabilisateur de la capside de ces fractions ont été étudiés sur un entérovirus, le coxsackievirus B5.
Cette étude apporte notamment de nouveaux éléments sur la nature et la persistance des
interactions mettant en jeu les virus et la matiere organique naturelle dissoute. Les résultats sont

présentés sous la forme d’un article publié dans le journal Food and Environmental Virology.
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Article publié dans Food and Environmental Virology

Hydrophobic organic matter promotes Coxsackievirus B5 stabilization and protection from heat
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ABSTRACT

In urban rivers, many of which are used for drinking water production, viruses encounter a
range of particulate, colloidal and dissolved organic and inorganic compounds. To date, the impact of
environmental organic matter on virus persistence in the environment has received little attention.
In the present study, fresh water was fractioned to separate particulate natural organic matter from
dissolved forms. Each fraction was tested for its ability to promote coxsackievirus B5 resistance to
heat inactivation. Our results demonstrate that, at natural concentrations, environmental waters
contain particulate or dissolved compounds that are able to protect viruses from heat. We also show
that hydrophobic compounds promote an efficient protection against heat inactivation. This study
suggests that local conditions encountered by viruses in the environment could greatly impact their

persistence.

Keywords

Viruses, stability, persistence, organic matter, hydrophobic interactions
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INTRODUCTION

Human enteric viruses encompass a wide variety of viruses that share several properties and
constitute a risk of acute gastroenteritis (AGE) associated with the ingestion of contaminated water.
Water can be a source of disease outbreaks either directly via recreational activities and drinking
water (Maunula et al. 2005; Sinclair et al. 2009) or indirectly via consumption of vegetables
contaminated during irrigation, washing or handling. Viral outbreaks resulting from recreation or
drinking water contamination are generally underestimated due to the difficulty of reporting
sporadic AGE cases and the lack of systematic identification of the etiological agent. In addition,
because of low virus concentrations in water and methodological difficulties for detecting such
viruses (virus concentration from large volume, cultivation for evaluating infectivity when possible,
limits of molecular methods), the risk to public health is often not taken into consideration.
Nevertheless, recent work has shown that human enteric viruses are frequently detected in
environmental surface waters that are impacted by wastewater effluents and used for drinking water
production or for recreational activities (Farkas et al. 2018; Kiulia et al. 2010; Prevost et al. 2015).
Released viruses can persist in water for long periods of time (up to several months or years) and
infectious viruses can spread over long distances from their emission source (Fauvel et al. 2017;

Gerba et al. 2018).

Temperature is considered as the major factor for determining virus inactivation in the
environment (Bertrand et al. 2012), and sunlight UV can also affect virus persistence (Wommack et
al. 1996). Heat inactivation of viruses is commonly used for studying the fate of viruses in water.
Numerous studies have evaluated the rate of virus inactivation after heat exposure within a range
from 0°C to 100°C and in different matrices. The synthesis of Bertrand et al. (2012) used a statistical
analysis to develop a predictive tool for virus inactivation after heat exposure. The linearity of heat
inactivation observed in low temperature range (< 50°C) was different from that observed in high
temperature range (= 50°C), suggesting that different inactivation mechanisms are involved. A drastic
increase of inactivation after exposure to temperatures above 50°C for poliovirus, hepatitis A virus or
various bacteriophages was observed. In addition, water quality impacts inactivation. In the lower
temperature range (< 50°C), virus inactivation due to temperature occurred regardless of the matrix.
In contrast, in the higher temperature range (> 50°C) the degree of inactivation was higher in “simple
matrices” (like culture media or drinking water) than in “complex matrices” (sewage or fresh water),
suggesting a temperature-matrix interaction. However, very few data are available for virus
inactivation above 50°C probably because the mechanisms involved in inactivation process are
multiple and thus more complex to describe. Brié et al. (2016) noticed a transient exposition of

hydrophobic domains of remaining infectious MS2 phage particles after a 60°C heat treatment, and
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observed an irreversible capsid disruption at 72°C. Similar modifications of murine norovirus capsid
were shown at 55°C (Brié et al. 2017), and a significant increase of poliovirus particles hydrophobicity

was also observed after heating at 50°C (Curry et al. 1996; Fricks et Hogle 1990).

The water quality plays a significant part in virus persistence. Virus aggregation involving
virus-virus interactions and virus association with organic matter or sediment are two possible
mechanisms increasing virus persistence (Thurston-Enriquez et al. 2003). Indeed the formation of
viral aggregates, depending on the virus type due to their specific hydrophobicity and electric charge,
has been reported to increase viral persistence in the environment and even to improve their
resistance to free chlorine disinfection (Gerba et Betancourt 2017; Kahler et al. 2016). The presence
of particulate organic matter, including other micro-organisms, can also influence virus persistence.
For example several studies have reported the presence of infectious coxsackievirus or adenovirus
inside free-living amoeba (Atanasova et al. 2018; Maisonneuve et al. 2017; Mattana et al. 2006;
Verani et al. 2016). Additionally, recent work has described interactions between enteric viruses and
bacteria, making the viruses more resistant to various stressors. Berger et al. (2017) reported the
enhancement of human reoviruses thermostability (at 37°C) by direct interactions with bacteria.
Norovirus binds to enteric bacteria through histo-blood group antigen-like substances (Almand et al.
2017; Miura et al. 2013a) and these specific interactions can protect norovirus from acute heat stress
(90°C)(Li et al. 2015). Robinson et al. (2014) observed that lipopolysaccharides and peptidoglycans
originating from bacteria promote poliovirus infection and resistance to heat (42°C). We previously
reported that purified microbial compounds (lipopolysaccharide and peptidoglycan) protect different
enteroviruses serotypes from inactivation by heat (50°C) and free chlorine (Waldman et al. 2017). So
far, all the studies mentioned have focused on specific bacteria strains or purified bacterial
compounds, which are organic in nature. To our knowledge, data is lacking on the impact of complex
dissolved organic matter from urban surface waters on virus persistence.

The present study aims at (i) investigating whether interactions between virus and natural
organic matter (NOM) could also be established in urban river waters; (ii) studying more specifically
the interactions with the dissolved organic matter; (iii) confirming the nature of the interactions
using additional purified compounds, some of which are naturally found in the environment; and (iv)
finally examining whether such interactions could improve the virus persistence when exposed to
heat. To this end, we studied the thermal stabilization of a model enterovirus, CV-B5, after exposure
to different fractions of particulate matter, dissolved natural organic matter (DNOM) purified from
river waters and commercially available organic compounds. To evaluate the protective effect, two
approaches were used: the measurement of the remaining infectivity after inactivation at 50°C

(temperature already shown to drastically decrease virus infectivity and capsid integrity) (Waldman
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et al. 2017), and the particle stability thermal release assay (PaSTRy) consisting in monitoring the

capsid disruption of virus particles during heat exposure.

MATERIALS AND METHODS

Virus stock preparation

Coxsackievirus B5 (CV-B5) was cultivated on confluent monolayer cultures of Buffalo Green
Monkey Kidney (BGMK) cells at 37°C with 5% CO,. Cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium high glucose medium (Dutscher, #L0103) supplemented with 2% fetal bovine serum
(PanBiotech, #3301-P113103), non-essential amino acids (Dutscher, #X0557), penicillin (100 U/ml)
and streptomycin (100 pg/ml) (PanBiotech, #P06-07100). The supernatant was clarified by
centrifugation at 2,000 x g for 15 min, then ultracentrifuged at 150,000 x g at 4 °C for 2 hours
through a 40 % sucrose cushion. The pellet was resuspended in 1x phosphate-buffered saline (PBS)
(1.5 mM KH,PO4, 2.7 mM NaH,PO4, 155 mM NaCl, pH 7.4) and concentrated on Vivaspin 20
centrifugal concentrators (10,000 MWCO) (Sartorius). Further purification was performed by
ultracentrifugation on cesium chloride gradient at 100,000 x g for 18 hours. The fraction containing
the viruses was desalted with Vivaspin 20 concentrators (10,000 MWCO). Viruses were stored at - 80

°C before using.
Virus quantification by endpoint dilution assay

Infectious viruses were titrated by standard 10-fold dilutions in 96-well plates on BGMK cells
(10* cells per well), with twelve replicates per dilution level. After a 6-day incubation (time for
visualizing cytopathic effects), supernatants were discarded, and cells were fixed with 0.1 M HCl for 5
min. The HCl solution was removed, cells were stained with a 4 g/L crystal violet solution for 10 min
and finally rinsed with deionized water. Positive wells were counted, and viral titer was estimated
using the Spearman-Karber method. The results are expressed as 50% tissue culture infective dose

(TCIDsg) per ml.
Incubation with organic samples

The heat inactivation was preceded by 2hours, 24 hours or 9 days of incubation with organic
matter or an equal volume of 1x PBS pH 7.4 at room temperature. The organic samples considered in

this study include:

(i) Commercially available organic compounds.
Most commercial compounds originated from plants or microorganisms. Some of them were

selected because they were described as biofilms components (Mann et Wozniak 2012) and are likely
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present in rivers. They are listed in Supplementary Data 1. Each one was suspended in ultrapure

water at a concentration of 10 mg/ml before using and tested at a final concentration of 1 mg/ml.

(i) Fresh river water fractions of different density.

Fractions from fresh river water were obtained by differential centrifugation of samples
collected from the Seine River (Paris area, France). To that end, 500 mL of the Seine River was
sampled and immediately settled for 30 min, before being sequentially centrifuged for 15 min at 100
x g, 1,000 x g and 6,000 x g. Each of the three pellets was suspended in 50 mL PBS, and the last
supernatant was filtered on a Vivacell concentrator (Sartorius) to keep the molecules higher than
100 KDa. In the present study, we refer to as “particulate” the fraction either sedimentable or that
can be pelleted by centrifugation, and “dissolved” the non sedimentable fraction, including colloidal

matter.

(iii) Dissolved natural organic matter (DNOM) purified from river waters.

The DNOMs originated from urban river waters of the Parisian area (Pernet-Coudrier et al.,
2011). They were purified based on their hydrophobic and hydrophilic properties on non-polar resins
as detailed by Pernet-Coudrier et al. (2011). Two samples of environmental organic matter (from the
Seine and the Marne Rivers, collected in the cities of Méricourt (1) and Méry-sur-Marne (2)) were
fractionated in three parts: hydrophilic (HPI), transphilic (TPI) and hydrophobic (HPO). To dissolve
each fraction, 5 mg/ml solutions were prepared in ultrapure water and the pH was adjusted to 7.5
with 0.1 M NaOH. One HPO fraction was fractionated based on the molecular weight. To that end 10
ml of solution was sequentially concentrated with 30,000 MWCO and 10,000 MWCO Vivaspin 20
centrifugal concentrators (Sartorius). The fraction lower than 10 kDa was collected and the two
concentrates (higher than 30 kDa and between 10 and 30 kDa) were adjusted to 10 mL with

ultrapure water (pH 7.5).
Heat exposure

Virus suspensions were prepared to a final concentration of about 10° TCIDso/ml in 1x PBS pH
7.4. Experiments were performed in 96-well plates (50 ul per reaction) using a thermal cycler
(Eppendorf) as a highly precise incubator. The samples were incubated for 1 hour at 50°C and

transferred immediately on ice to prevent further inactivation.
Particle stability thermal release assay (PaSTRy)

PaSTRy was used to estimate the thermal stability of viral capsids after a 2-hour incubation
with DNOMs at 0.5 mg/ml, following Waldman et al. (2017). The viruses were gradually heated in the

presence of SYBR Green Il (Molecular Probe, Life Technologies) while collecting fluorescence data. As
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the temperature increased, capsids became permeable, RNA genomes became accessible to the dye
and the emission of fluorescence was recorded. The experiments were performed with a ViiA 7 real-
time PCR system (Life Technologies, Carlsbad, CA) in 96-well plates with 20 pl reaction volume. A
working stock of 200x SyBR green Il was produced by dilution in 1x PBS pH 7.4 and stored at -20°C.
SyBR green Il was used at final concentration of 10x by mixing 1 ul of working stock with 19 pl of
virus suspension at a concentration of 10" TCIDso/mL in PBS. The experiments were ramped from

22°C to 95°C at a scan rate of 0.05°C/s and taking a fluorescence reading every 0.05°C.
Dissolved natural organic matter characterization

Several analyses were performed to characterize the fractionated hydrophobic DNOM. Total
organic carbon was measured with a Shimadzu TOC-V WS analyzer. Before analysis the samples were
acidified to pH<2 with 85% H;PO,. Specific UV absorbance was determined by dividing the UV
absorbance determined at 254 nm by the organic carbon content. UV absorbance was determined
with a Secomam Uviline 9400 spectrophotometer. Samples were also examined by
excitation—emission matrix (EEM) fluorescence spectroscopy. This technique consists in scanning a
water sample over a range of excitation and emission wavelengths to produce three-dimensional
matrix. Fluorescence EEMs were measured in a 1 cm quartz cuvette using an Agilent Cary Eclipse
Fluorescence Spectrophotometer. Fluorescence EEMs were measured for excitation wavelengths of
220-400 nm with 5 nm increments and emission range of 280-580 nm with 2 nm increments. The
samples were placed in a water bath at 23°C at least one hour before analysis. Blank samples
consisted in MilliQ water. Raman and Rayleigh scatter regions were removed prior to further
analysis. Three fluorescence regions linked to humic-like, fulvic-like and protein-like fluorescences

were identified (Bieroza et al. 2010; Stedmon et al. 2003).

RESULTS

Effect of fresh river water fractions on CV-B5 stability

To investigate whether natural aquatic environments contain some elements able to promote
virus stability, four fractions originating from river water were separated by differential
centrifugation and incubated for 2h with CV-B5 before a 1-hour inactivation at 50 °C (Figure 1). The
absence of infectious virus in the raw fractions (non-spiked and non-heated) was checked
beforehand (data not shown). In the control condition represented by CV-B5 incubated with PBS
only, heat exposure inactivated all infectious particles, corresponding to a reduction of infectivity by
at least 5.8-log. Comparing the remaining infectivity after heating and the infectivity at 25°C, the log

reduction values were 6.3-log in the 100 x g fraction, 3.1-log the 1000 x g fraction, 5.8-log with the
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6000 x g fraction and 1.1-log in the remaining dissolved fraction > 100 kDa. After heat treatment,
7.6x10° and 1.4x10° TCIDso/mL infectious particles were titrated in the samples respectively
incubated with the 1000 x g fraction and the unsedimentable/dissolved fraction superior to 100 kDa,
compared, with none in the control. Thus, in our experimental conditions, these two extracts from

river water conferred to CV-B5 a protection against the thermal inactivation.
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Figure 1: Thermal stabilization of CV-B5 by river water extracts. Virus infectivity was measured by
cell culture after incubation for 1 h at 25°C (solid bar) and 50°C (hatched bars) in the presence of PBS
(control) or four river water extracts. The error bars represent the standard deviation of one
representative experiment given by the Spearman and Karber algorithm.

Effect of dissolved organic matters from river on CV-B5 stability
Role of the hydrophobicity

The protecting effect induced by the dissolved fraction was then examined in further details.
For this purpose, the DNOM from several river water samples was extracted, fractionated and
purified on nonpolar resins. This process allowed to separate the DNOM in three fractions:
hydrophobic (HPO), transphilic (TPI) and hydrophilic (HPI). CV-B5 was incubated for 2h with each
fraction normalized at a concentration of 1 mg/mL before heat inactivation for 1h at 50°C. The
infectivity after heat inactivation in the presence of six different DNOM fractions originating from
two distinct water samples was measured (Figure 2A). In the control condition as well as in the
hydrophilic fractions, heat inactivation induced a 6-log reduction of infectivity and no remaining

infectious particle was detected. In contrast, there was only 1 to 2-log reduction with the transphilic
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fractions (1.3 and 1.7-log) and no significant reduction (0.6-log) was noticed with the hydrophobic
fractions.

To confirm these observations with a complementary method, the particle stability thermal
release assay (PaSTRy) that allows monitoring of capsid integrity of capsids (Figure 3). In the control
condition, the peak of fluorescence was reached at 50°C reflecting the full disruption of capsid. The
same pattern was registered with the hydrophilic DNOM. In contrast, in the presence of the
transphilic and hydrophobic DNOMs, the peaks shifted toward higher temperatures at 56°C.
Therefore, contrary to the hydrophilic fractions, the transphilic and hydrophobic fractions had a

stabilizing effect on the capsid, in agreement with the virus infectivity assays.
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Figure 2: Thermal stabilization of CV-B5 by dissolved natural organic matters. Virus infectivity was
measured by cell culture after incubation for 1 h at 25°C (solid bar) and 50°C (hatched bars) in
ultrapure water (control) or in the presence of hydrophilic (HPI), transphilic (TPI) and hydrophobic
(HPO) natural dissolved organic matters originating from two different river samples. The 50°C
inactivation was performed after incubation for 2 h (A), 24 h (B) and 9 days (C). The error bars
represent the standard deviation of one representative experiment given by the Spearman and
Karber algorithm. The experiments were performed at least in triplicate.
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Figure 3
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Figure 3: Particle stability thermal release assay (PaSTRy). The accessibility of CB-B5 RNA was
monitored using SYBR green Il in ultrapure water (black dotted line) or with 0.5mg/ml hydrophilic
DNOM (grey), transphilic DNOM (grey dotted line) and hydrophobic DNOM (black). Three
experiments at least were performed. The data shown are from one representative experiment.

Persistence of the protection

To evaluate the persistence of the interaction with the transphilic and hydrophobic DNOMs,
the durability of the protective effect induced by these DNOMs was studied by prolonging the
preincubation time to 24h before inactivation and titration (Figure 2B). No decrease in infectivity was
noticed in the non-treated samples. However, contrary to the incubation of 2 hours, higher log
reduction values were observed with the transphilic fractions (5.0 and 6.0-log). Nevertheless, the log
reduction values with the hydrophobic fractions were still low (1.0 and 1.3-log). Finally, the
incubation time was extended to nine days before heat inactivation (Figure 2C). While the
inactivation was complete in the control condition and with hydrophilic and transphilic DNOM,
infectious viruses were still recovered in the presence of the hydrophobic fractions, and the log
reduction values slightly increased (1.7 and 2.4-log). To summarize, the protective effect conferred
by the transphilic DNOM lasted less than 24h, whereas the protection by the hydrophobic DNOM

was still observed after several days.
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Role of the DNOM concentration

The impact of the DNOM concentration was also investigated. CV-B5 was incubated with 0.1 to
2 mg/mL hydrophobic DNOM before inactivation at 50°C for 1h and titration (Figure 4). The efficacy
of protection depended clearly on the DNOM concentration, starting at 0.1 mg/mL with 1-log
infectivity recovery after treatment, and reaching a maximum effect at 1 mg/mL with a full recovery

of infectivity.
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Figure 4: Concentration-dependent heat stabilization of CV-B5 by hydrophobic natural dissolved
organic matter. The infectivity was measured by cell culture after incubation for 1h at 25°C (black) or
50°C (grey). The error bars represent the standard deviation of one representative experiment given
by the Spearman and Karber algorithm.

Focusing on the protection by the hydrophobic dissolved organic matter

To further understand the mechanism involved with hydrophobic DNOM, one HPO sample was
fractionated into three separate fractions according to molecular weight by sequential ultrafiltration
with successive exclusion limits of 30 kDa and 10 kDa. The three fractions were characterized by
measuring the total organic carbon content, the specific ultraviolet absorbance and by
spectrofluorometry. As previously described, they were tested for their ability to protect CV-B5
against a 1-hour inactivation at 50°C and to stabilize the capsid structure in the PaSTRy assay. The

results are shown in the Figure 5.
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Figure 5
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Figure 5: Thermal stabilization of CV-B5 by a fractionated hydrophobic DNOM. Virus infectivity
was measured by cell culture after incubation for 1 h at 25°C (solid bar) and 50°C (hatched
bars) in the presence of PBS (control) or four river water extracts. The error bars represent
the standard deviation of one representative experiment given by the Spearman and Karber
algorithm (A). PaSTRy: The accessibility of CV-B5 RNA was monitored in ultrapure water
(grey dotted line), with a total hydrophobic DNOM (black dotted line), the fraction lower
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than 10 kDa (light grey line), the fraction 10-30 kDa (medium grey line) and the fraction
higher than 30 kDa (black line).

With the fractions higher than 30 kDa and lower than 10 kDa, respectively 2.5 and 3.1-log
reduction values were reached compared to 6.1-log in the control condition. The log reduction value
with the 10-30 kDa fraction was similar to the control. The PaSTRy assay was in accordance with
these observations, since the peaks corresponding to the incubation with the fractions higher than
30 kDa and lower than 10 kDa shifted to 53°C, which is an intermediary temperature between that of
the control (50°C) and that obtained with the total HPO organic matter (56°C). The content of organic
carbon in each condition is given in Table 1. Most of the carbon was recovered in the fraction lower
than 10 kDa (0.3 mg/mL versus 0.43 mg/mL in the total solution), and a low concentration was found
in the 10-30 kDa fraction (0.01 mg/ml). The fractions were also analyzed by fluorescence
spectroscopy. The excitation-emission matrices are presented in the Figure 6. Three regions
corresponding to humic-like, fulvic-like and protein-like fluorescences were identified. This method
allows to compare the relative abundance of the three fluorescence regions in the different fractions.
The corresponding intensities are given in Table 2. In the total HPO fraction, the humic-like region
constituted most of the fluorescence (243 139 AU), followed by the fulvic-like region (78 996 AU) and
the protein-like region (21205 AU). The quantitative aspect was preserved since, for each
fluorescence region, the sum of the intensities in the three fractions was close to that of the total
HPO sample. Most of the humic-like (60 %), fulvic-like (65 %) and protein-like (49 %) fluorescences
were in the fraction lower than 10 kDa. The 10-30 kDa fraction and the fraction higher than 30 kDa
presented similar protein-like fluorescence profils. This result suggested that proteins may not be

responsible for the protective effect.

Table 1: DNOM characterization. The total organic carbon values correspond to the experiment
presented in Figure 5. A peak temperature higher than 50 °C (control) traduces a stabilizing effect.

Fraction Total organic carbon Specific UV absorbance  Peak temperature in the
(mgC/mL) (m™.L.mgC?) PaSTRy assay (°C)
HPO total 0.43 2.9 56
HPO > 30 kDa 0.07 3.7 53
HPO 10-30 kDa 0.01 2.9 50
HPO < 10 kDa 0.30 2.4 53
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Figure 6
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Figure 6: Fluorescence excitation-emission matrices of a raw hydrophobic DNOM (HPO Total) and
the three resulting fractions. Three fluorescence regions are indicated by dark squares.

Table 2: Fluorescence intensities in the HPO fraction. Three regions were considered: Humic-like (ex:
220-260 nm, em: 350-500 nm), fulvic-like (ex: 280-350 nm, em: 390-460 nm), protein-like (ex: 220-
260 nm, em: 290-340 nm). For each fluorescence region, the percentages refer to the distribution of
the fluorescence in the three fractions.

Fluorescence intensity (a.u.)

Humic-like Fulvic-like Protein-like
HPO total 243139 78 996 21205
HPO > 30 kDa 69 351 (31 %) 17 595 (23 %) 4724 (24 %)
HPO 10-30 kDa 19 865 (9 %) 8963 (12 %) 4 470 (22%)
HPO < 10 kDa 132 515 (60 %) 49 669 (65%) 10 821 (49 %)
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Effect of commercial organic compounds on CV-B5 stability

DNOM composition is extremely variable depending on the sampling location and the
sampling time. We also tested different commercial organic compounds, commonly identified in
DNOM, for their ability to maintain the infectivity against heating or to stabilize the capsid:
glycolipids, carbohydrates and derivatives, amino acids and derivatives, glycosaminoglycans and
humic acids. They were incubated with CV-B5 for 2h at 1 mg/mL before the PaSTRy assay or heat
inactivation for 1h at 50°C followed by titration. The results are presented in Table 3. Importantly,
some of them generated a background signal preventing the interpretation of the PaSTRy assay. The
three glycolipids tested, i.e. lipopolysaccharides from Pseudomonas or Klebsiella and rhamnolipids,
induced a protection to heat ranging from 4 to 6-log compared to the control. The capsid
stabilization effect was also observed in the PaSTRy assay with LPS from Pseudomonas, but a too high
fluorescent background made the signal uninterpretable with the two others. Among the
carbohydrates and derivatives tested, a protection of infectivity was only observed with
peptidoglycan, but the B-glucan and the polygalacturonic acid induced a capsid stabilization in the
PaSTRy assay with a peak 2°C-higher than the control. The amino acids and derivatives and
glycosaminoglycans tested did not show any protective effect or capsid stabilization. Conversely,
polylysine induced a destabilization of capsid, since the peak of fluorescence was 10°C lower than the
control. No protective effect was noticed with the commercial humic acids. Fluorescence
spectroscopy measurements showed a pattern different to the humic-like fluorescence of the

environmental HPO fractions tested previously (Supplementary Data 2).
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Table 3: Effect of organic compounds on CV-B5 thermal stability. CV-B5 was incubated with different compounds at 1mg/ml for 2h and inactivated for 1h at
50°C before titration or submitted to a PaSTRy assay. The infectivity difference and peak lag are given compared to the control (n.i.: not interpretable). The
experiments were performed at least in triplicates.

HEAT INACTIVATION PaSTRy assay
Compound Effect Infectivity difference Effect on capsid integrity Fluorescent
(TCID50/ml) peak lag
Glycolipids LPS (P. aeruginosa) protection 4log stabilization +4°C
LPS (K. pneumoniae) protection 6 log n.i. n.i.
Rhamnolipid protection 5 log n.i. n.i.
Carbohydrates and Dextran none - none -
derivatives
Arabinogalactan none - none -
Glycogen none - none -
Chitin none - none -
B-Glucan none 0 stabilization +2°C
Glucose none - none -
Polygalacturonic acid none - stabilization +2°C
N-Acetylneuraminic acid none - none -
N-Acetylmannosamine none - none -
N-Acetylglucosamine none - none -
Alginate none - none -
Cellulose none - none -
Levan none - none -
Peptidoglycan protection 4 log n.i. -
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Résultats

HEAT INACTIVATION

PaSTRy assay

Compound Effect Infectivity difference Effect on capsid integrity Fluorescent
(TCID50/ml) peak lag
Amino acids and Bovine serum albumine none - none -
derivatives .
Asparagine none - none -
Cysteine none - none -
Glycine none - none -
Alanine none - none -
Arginine none - none -
Glutamic acid none - none -
Polylysine none - destabilization -10°C
Glycosaminoglycans Hyaluronic acid none - none -
Heparan sulfate none - none -
Others Humic acids none - n.i n.i.
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DISCUSSION

This study investigated whether environmental organic matter can confer protection against thermal
stress to CV-B5. To the best of our knowledge, this is the first study highlighting a protection of
viruses by dissolved natural organic matter.

Previous work has shown that interactions between virus and purified exopolysaccharides were able
to promote a protection of viral particles from heat inactivation (Robinson et al. 2014; Waldman et al.
2017). Such organic compounds were used in laboratory conditions with higher concentrations than
those in natural fresh waters. Here, we made the decision to analyze the impact of complex NOM
from fresh water and to fractionate NOM based on molecular weight. On one side, sedimentable
NOM at natural concentration produced a clear protection of both infectivity and integrity of CV-B5
against heat. This fraction probably contained a variety of micro-organisms (algae, bacteria, fungi),
since a similar centrifugal force is applied to recover micro-organisms from environmental water
samples. These results are in accordance with previous studies that highlighted a protective effect of
microorganisms against heat (Berger et al. 2017; Li et al. 2015). The protection was probably due to
binding to cell walls or exopolysaccharides. Different cell wall compounds are likely involved in these
interactions such as virus-binding carbohydrates, lipopolysaccharides or peptidoglycans (Esseili et al.
2012; Miura et al. 2013b; Robinson et al. 2014).

In a similar manner, colloidal or dissolved NOM was also able to protect virus particles from heat
inactivation. The fraction of DNOM components with molecular weight higher than 100 kDa, isolated
from river water, provided a strong thermostability regarding infectivity and integrity of the virus. In
freshwater, this fraction relates to the humic fraction including mainly humic acids, fulvic acids and
humin (Fan et al. 2001). Some authors have reported humic structures with molecular weights of up
to 1.300 kDa (de Melo et al. 2016). Humic substances have been described as amphiphilic
supramolecular self-assembling small molecules able to aggregate and form structures of apparent
high molecular sizes (Lipczynska-Kochany 2018; Piccolo 2002).

The characterization of DNOM properties highlighted the major role of hydrophobic interactions
established with CV-B5 for promoting protection from heat. Unlike the hydrophilic compounds, the
hydrophobic ones were able to preserve the virus infectivity and integrity for at least nine days. In
comparison, the interaction with the transphilic fraction seemed relatively labile since there was no
protection anymore after 24 h of incubation. The purification method of the transphilic fraction relies
on its intermediate hydrophobic behavior. We can therefore assume that the relative hydrophobic
portion of transphilic organic matter was responsible for the interaction. The analysis of hydrophobic
DNOM by spectrofluorimetry demonstrated the importance of humic and fluvic acids in this

protection phenomenon. The protective effect was dose dependent, meaning that climatological
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conditions like rainfall runoff-events could impact the importance of this virus protection in natural
conditions. Since rainfall-runoff or flooding events may deeply impact the quality of water, additional
samples collected during wet weather should be considered in further studies.

Humic and fluvic acids are molecules isolated from various origins (soil, water or sediments). Their
chemical composition is highly variable depending on many parameters such as geographical origin,
age, biological activity. Hence, the quality of DNOM could impact the ability to interact with viruses
and finally to protect them from inactivation. This high diversity of DNOM could explain the absence
of protection conferred by the commercial humic acids tested. Other compounds of DNOM can also
interact with viruses. Gutierrez et al. (2013) observed an attraction of rotaviruses with nonhumic river
organic matter but not with humic organic matter. This non-exhaustive study including purified
organic compounds likely found in freshwater DNOM highlighted the predominance of hydrophobic
molecules (glycolipids such as lipopolysaccharides and rhamnolipids) conferring a protection.

In addition to the role of organic matter properties, virus surface properties probably play an
important role (Gutierrez et Nguyen 2012). It was previously reported that viruses exposed to
elevated temperatures express transiently hydrophobic domains before the complete and irreversible
disruption of the capsid (Brié et al. 2016, 2017; Curry et al. 1996; Fricks et Hogle 1990). Such an
increase of capsid hydrophobicity induced by thermal denaturation could facilitate the interaction
with surrounding hydrophobic compounds. Furthermore, some authors observed that viral capsids
are not static but have a certain mobility which is temperature-dependent and noticeable at 37°C
(Broo et al. 2001). Consequently, depending on the environment, viruses could perhaps adopt
specific capsid conformations facilitating the interaction with organic matter. Perhaps even virus
evolution has favored the interaction with the surrounding environment, allowing them to be more

resistant outside the host and to complete their infectious cycle more effectively.

Experimental evolution studies consisting of repeated expositions to heat produced
enteroviruses with increased intrinsic resistance to heat (Adeyemi et al. 2017; Shiomi et al. 2004), but
such viruses were less stable at ambient temperature (Shiomi et al. 2004). Similar evolution studies
isolated resistant viruses after exposure to chlorine (Bates et al. 1977), chlorine dioxide (Zhong et al.
2017) or UV (Carratala et al. 2017). Few work has described such phenotypical adaptations in natural
conditions. Viruses with increased resistance to chlorine were isolated from drinking water and
environmental sources (Payment et al. 1985; Shaffer et al. 1980). Meister et al. (2018) showed that
environmental isolates of CV-B5 are more resistant to heat and disinfection treatments than
laboratory strain Faulkner. Nevertheless, if polymorphisms that increase capsid thermostability were
solely responsible for virus persistence in the environment, theses mutations conferring intrinsic heat

resistance should be predominant in environmental isolates. Their low frequency suggests that they
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could negatively impact the virus fitness, by modifying the binding to cellular receptors, by impacting
capsid mobility or by adversely affecting the decapsidation process. Such hyper thermostable

structures would not be naturally selected.

Unpublished data from our laboratory suggest that only 10% of enteroviruses detected in fresh
water are bound to sedimentable particles and 90% are free or associated to non sedimentable
materials (colloids, DNOM). On the contrary, Fauvel et al. (2017) found more F-specific RNA
bacteriophages in the sediment than in the water column. The authors noticed that phage
association with sediments increased during rainfall-runoff events. Therefore climatological
conditions, virus type and even genotype-specific interactions (Amarasiri et al. 2016) may contribute
to drive virus behavior in the environment. Furthermore, our experimental method trapped
sedimentable particles of the water column whereas Fauvel et al. (2017) focused on riverbed
sediment. In that respect, viruses probably evolve to preserve their capacity of interaction with
natural organic matter, hence favorizing their resistance to environmental conditions. New studies
are needed to determine if specific polymorphisms can promote virus interaction with NOM and if

such polymorphisms are naturally selected in environmental isolates.

Our results reinforce the idea that virus persistence in the environment, and then the probability of
infecting a host, is greatly determined by their surrounding environment. Studies of virus-organic
matter interactions will provide valuable insights for improving disinfection treatments used for
drinking water production and also for wastewater management. An exhaustive study of the
conditions affecting water quality would allow defining the most protective conditions for the viruses.
It could also help revisiting of the currently retained efficiencies of the inactivation treatments of

relevant enteric viruses and surrogates.
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Supplementary data 1: Reference of the commercial compounds used in the study (n.i.: not

indicated by the supplier)

Name Supplier Reference Origin
Alanin Sigma A7377 n.i.
Arabinogalactan Sigma 10830 Larch wood
Arginin Sigma A5131 n.i.
Asparagin Sigma A0884 n.i.
Cellulose Sigma C6429 n.i
Chitin Sigma C9752 Shrimp shells
Cystein Sigma C7755 n.i.
Dextran Sigma 31424 Leuconostoc mesenteroides
Glutamic acid Sigma G2128 n.i.
Glycin Dominic Dutscher P1013 n.i.
Glycogen Sigma G1767 Mytilus edulis
Heparan sulfate Sigma H7640 Bovine kidney
Humic Acids Sigma 53680 n.i.
Hyaluronic acid sodium Sigma 41897 Streptococcus equi
salt
Levan Sigma L8657 Erwinia herbicola
Lipopolysaccharide Sigma L4268 Klebsiella pneumoniae
Lipopolysaccharide Sigma L9143 Pseudomonas aeruginosa
N-acetyl-D-glucosamine Sigma A8625 n.i.
N-Acetyl-D-mannosamine Sigma A8176 n.i.
N-acetylnuraminic acid Sigma A2388 Escherichia
Peptidoglycan Sigma 69554 Bacillus subtilis
Polygalacturonic Acid Sigma P3889 Orange
Polylysine Sigma P8920 n.i.
Rhamnolipid Sigma R90 Pseudomonas aeruginosa
Sodium Alginate Sigma W201502 Brown algae
B-Glucan Sigma 89862 Euglena gracilis
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Supplementary data 2: Fluorescence excitation-emission matrix of commercial humic acids (Humic
acids Total) and three fractions obtained after sequential ultrafiltration on 30 kDa and 10 kDa
membranes. The fractionation was carried out in the same way as detailed in the material and
methods section with the fractionation of the hydrophobic (HPO) sample.
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Conclusion du chapitre 2

Ce deuxiéme chapitre a eu pour objectif d’étudier I'impact de fractions d’échantillons
environnementaux sur la stabilité thermique du CV-B5. L'étude a premiérement mis en évidence un
effet protecteur, plusieurs logs de protection d’infectivité, conféré par des fractions d’eau de riviere
(la Seine) fraichement collectée et séparées selon leur densité. La présence de composés protecteurs
a été identifiée dans des fractions particulaire et dissoute. La méthode de centrifugation
différentielle employée a conduit a une concentration des éléments fractionnés d’un facteur dix par
rapport aux échantillons bruts. Ces premiéres observations indiquent indirectement que des
composés particulaires ou dissous des eaux de surface peuvent interagir avec le CV-B5.

Les interactions avec la matiére organique naturelle dissoute ont ensuite pu étre étudiées de
facon plus approfondie grace a un fractionnement et une purification sur la base des propriétés
d’hydrophilie et d’hydrophobicité. Seules les fractions transphiliques et hydrophobes ont conféré au
CV-B5 une thermorésistance via la stabilisation des capsides. De plus, la force des interactions
analysée via la persistance de |'effet protecteur aprés plusieurs jours s’est révélée étre liée au degré
d’hydrophobicité de la matiére organique.

La matiere organique dissoute présente dans les milieux aquatiques est d’origine naturelle
(dégradation des végétaux, produits de synthése et de dégradation des micro-organismes et du
phytoplancton) ou anthropique (issue des eaux de ruissellement et des rejets urbains ou agricoles)
(Labanowski, 2004). Les constituants hydrophiles de la matiére organique naturelle correspondent a
des acides aminés, protéines, sucres et polysaccharides, tandis que les composés hydrophobes
incluent des acides humiques et fulviques, des hydrocarbures, détergents et surfactants, des
pigments ou certaines protéines (L. B. Barber et al., 2001; Imai et al., 2002b). La teneur en carbone
organique dissous des eaux dont sont issues les échantillons testés varie de 2 mgC/L a 4 mgC/L
(Pernet-Coudrier et al., 2011). La plus petite concentration de matiére organique hydrophobe testée
pour laquelle une protection a été observée est 0,1 mg/mL, soit 100 mg/L. Cette concentration
correspond approximativement a deux fois la concentration en carbone organique dissous, soit 50
mgC/L. Ainsi, les conditions expérimentales correspondent a une concentration environ douze a
vingt-cinq fois supérieure aux conditions environnementales en termes de carbone dissous. De
maniére générale, la teneur en carbone organique dissous est trés variable d’'un milieu a l'autre. Elle
est généralement comprise entre 1 et 10 mgC/L, voire 20 mgC/L dans les eaux de surface, mais est
plutét de I'ordre de 0,1 mgC/L dans les eaux souterraines et peut s’étendre jusqu’a plusieurs
centaines de mgC/L dans les eaux usées (Servais et al., 1999). On note que les concentrations en
virus utilisées sont aussi supérieures a celles de I’environnement, si bien que le ratio MO/virus dans

ces expériences n’est pas plus élevé que celui des milieux hydriques.
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Les conséquences de la MO naturellement présente dans les eaux de surface sur la stabilité
virale ont pour la premiere fois été considérées. Cette étude a démontré que la matiere organique
dissoute stabilise le CV-B5, a condition de posséder un certain degré d’hydrophobicité. Les particules
virales étant chargées et possédant a leur surface des groupements plus ou moins hydrophiles ou
hydrophobes, au moins deux mécanismes peuvent expliquer I'établissement de ces interactions.
Premiérement, des interactions hydrophobes stabilisatrices pourraient s’établir principalement au
voisinage de la température de transition des virus dans nos conditions expérimentales, ou bien dans
I’environnement sur des particules virales endommagées, lorsque débute I’exposition des résidus
hydrophobes. Alternativement, les interactions pourraient impliquer spécifiquement certains résidus
des capsides et des motifs portés par des molécules organiques globalement hydrophobes présentes
dans les eaux de surface. Des données bibliographiques et la premiére partie indiquent en effet que
certaines interactions entre des entérovirus et des composés microbiens seraient spécifiques. Il est
possible que la stabilisation thermique virale observée expérimentalement résulte d’'une

combinaison de ces deux mécanismes.
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Chapitre 3 : Conséquences des interactions virus-matiére organique sur

I'adaptation d’un entérovirus a un stress thermique

Introduction

Les résultats des deux premiers chapitres ont mis en évidence que les entérovirus peuvent
établir des interactions stabilisatrices avec certains types de matiéres organiques, dont notamment
de la MO environnementale particulaire ou dissoute présente dans les eaux de surface. L’association
aux particules pourrait théoriquement diminuer la dissémination virale via la sédimentation. Au
contraire, les virus liés a des constituants dissous seraient capables d’une part de maintenir pendant
plus longtemps leur potentiel infectieux dans I'environnement et donc se disséminer sur des
distances lointaines du point de contamination. D’autre part, ils pourraient constituer une fraction
résistante a certains modes de désinfection. A ce titre, la faculté des virus a interagir avec la matiére
organique constituerait, sous certaines conditions, un avantage sélectif. L'effet stabilisateur de Ila
matiere organique environnementale reste cependant un phénomeéne relativement méconnu dont
les enjeux en matiére de risque viral sont peu documentés.

Un nombre croissant de travaux s’intéresse en revanche a la résistance intrinseque des virus
face a différents stress, et plus spécialement a l'acquisition de mutations stabilisant les capsides
virales a des températures élevées ou permettant une résistance accrue aux traitements de
désinfection (Nguyen et al., 2019; Shiomi et al., 2004). En outre, des variants présentant certains
phénotypes de résistance ont été isolés de différentes ressources environnementales ou de I'eau
potable distribuée (Meister et al., 2018; Payment et al., 1985). La quasi-totalité des mutations
stabilisatrices ont été recherchées et identifiées sur des populations virales générées apres plusieurs
cycles de culture en laboratoire et maintenues dans des matrices hydriques relativement simples
(milieu de culture, eau, solutions salines). Au vu des résultats précédents, il semble cependant
|égitime de supposer que I'adaptation des virus dans I'environnement s’opére certes sur des criteres
de résistance intrinseéque, mais aussi sur la capacité a interagir avec des composés stabilisateurs. La
résistance a un stress thermique pourrait ainsi étre la résultante d’une combinaison de mutations
parmi lesquelles certaines faciliteraient les associations avec la matiére organique. Ces mutations
conféreraient, dans certaines conditions, un avantage sélectif sur les virus ayant uniquement des
mutations de résistance intrinseque. Le chapitre 3 a pour objectif d’évaluer dans quelle mesure
I’adaptation d’un entérovirus soumis a un stress thermique s’oriente vers une résistance intrinseque

en présence de composés stabilisateurs.
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Introduction

Pour réaliser completement leur cycle infectieux, les entérovirus doivent étre capables de se
maintenir dans une grande variété d’environnements différents, aussi bien au sein de I’'héte que
dans le milieu extérieur. Ils sont confrontés a un ensemble de pressions conditionnées par exemple
par la réponse immunitaire et I'environnement cellulaire de I'h6te ou la température et la
dégradation dans le milieu extérieur, auxquelles ils doivent s’adapter. L'une des caractéristiques
majeures des virus a ARN simple brin est leur capacité d’adaptation. Cette capacité est la résultante
de plusieurs mécanismes leur permettant de se répliquer a chaque génération sous la forme d’un
ensemble de variants génétiquement hétérogenes, les quasi-espéces virales (Domingo and Holland,
1997). Cette diversité virale est tout d’abord due a la faible fidélité de I'enzyme de réplication, une
ARN polymérase ARN-dépendante dépourvue d’activité de relecture (Sanjuan et al., 2010b). Cela
engendre un taux élevé de mutations de 'ordre de 10* & 10° mutations par nucléotide et par
génération. La diversité virale est aussi favorisée par les recombinaisons se produisant lors
d’événements de co-infection lorsque la polymérase en cours de syntheése change de brin matrice
(Aguilera and Pfeiffer, 2019; Poirier and Vignuzzi, 2017). Dans le cas des virus possédant un génome
segmenté comme les rotavirus, les réassortiments de segments participent également a la diversité
virale (Gault and Garbarg-Chenon, 2000). Ces mécanismes conjoints a une forte capacité réplicative,
produisant un tres grand nombre de particules en un temps de génération court, permettent aux
virus entériques a ARN de s’adapter rapidement.

La propagation des virus est déterminée par la fitness, définie comme la capacité a générer a
I'issue du cycle de nouvelles particules infectieuses (Lauring et al., 2013). Cette notion peut étre
qualifiée plus précisément de fitness réplicative, pour la distinguer d’une définition plus large de la
fitness incluant la capacité a persister dans des conditions données. L'adaptation des virus a un
nouvel environnement résulte d’'un équilibre entre leur robustesse c’est-a-dire leur faculté a
maintenir un phénotype donné dans différents environnements ou face a une perturbation, et leur
adaptabilité, qui correspond a la capacité a augmenter la fitness par des mutations (de Visser et al.,
2003). Les processus d’adaptation des virus sont notamment mis en jeu dans certains cas de
transmissions indirectes.

La transmission des entérovirus s’effectue directement de personne a personne ou
indirectement via l'ingestion d’aliments ou d’eau contaminés. La transmission indirecte est favorisée
par une longue persistance virale pouvant atteindre plusieurs mois tant sur les surfaces solides que
dans I'eau (Kotwal and Cannon, 2014), ainsi que par les capacités d’adaptation des virus. lls peuvent
en particulier augmenter leur résistance a différents stress tels que les traitements de désinfection
ou la chaleur. De fait, des expériences d’évolution en conditions contrélées ont permis de produire

en laboratoire des populations ayant une tolérance accrue a la chaleur (Adeyemi et al., 2017; Shiomi
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et al., 2004), au chlore (Bates et al., 1977), au dioxyde de chlore (Zhong et al., 2017a) et aux UV
(Carratala et al., 2017). Récemment, Meister et al. (2018) ont démontré que des isolats
environnementaux de coxsackievirus B5 (CV-B5) sont globalement plus résistants a la chaleur et aux
traitements de désinfection que la souche de laboratoire Faulkner.

La température est le premier parametre impactant la persistance des virus dans
I’environnement (Bertrand et al., 2012). Chez les entérovirus, différentes mutations affectant les
protéines de capside et conférant une thermorésistance ont été identifiées (Adeyemi et al.2017;
Nguyen et al.2019; Shiomi et al.2004). Dans plusieurs études, le phénotype thermorésistant a été
attribué a une mutation unique, plutét qu’a une combinaison de mutations. Ces mutations
renforcent la structure de la capside, et pourraient rendre les virus plus adaptés pour persister dans
I’environnement ou au sein de I’h6te. L'interaction des virus avec des composés stabilisateurs est un
autre phénomeéne qui pourrait avoir un réle important sur le devenir des virus dans I’environnement.
Ces dernieres années, plusieurs travaux ont prouvé que le microbiote intestinal contribue au
processus infectieux et a la transmission de certains virus entériques (Jones et al., 2014; Kane et al.,
2011; Kuss et al., 2011b). Les modalités par lesquelles le microbiote et les virus interagissent ont été
synthétisées par des auteurs qui émettent I'hypothése que les virus pathogénes pourraient avoir
évolué de fagon a utiliser a leur profit les bactéries intestinales (Berger and Mainou, 2018; Shi and
Gewirtz, 2018). Il a par ailleurs été montré que des interactions physiques avec certaines bactéries ou
composants bactériens conférent aux entérovirus ou au norovirus une protection vis-a-vis de
différents stress (Aguilera et al., 2019; Erin A. Almand et al., 2017b; Miura et al., 2013b; Robinson et
al., 2014b; Waldman et al., 2017). De plus, nous avons précédemment montré que la matiere
organique environnementale augmente la stabilité et la thermorésistance du CV-B5.

Les mécanismes moléculaires précis régissant ces interactions ne sont pas encore
intégralement connus. Robinson et al. (2014) ont néanmoins démontré I'importance de I'acide aminé
en position 99 de la protéine VP1 du PV pour I'interaction stabilisatrice avec le LPS. lls ont donc émis
les hypothéses que cette mutation particuliere confererait un désavantage sélectif, et plus
généralement que la position 99 serait soumise a une pression de sélection favorisant les
polymorphismes permettant d’établir des interactions stabilisatrices avec des composées tels que le
LPS. De méme que les virus semblent s’étre adaptés a la présence du microbiote intestinal qui facilite
leur pathogénicité, il est possible que leur évolution ait sélectionné la capacité a interagir avec la
matiére organique stabilisatrice durant la phase de transmission et persistance inter-héte. Les
conséquences des interactions virus-matiére organique en termes de dynamique d’évolution n’ont
cependant pas été documentées. L'objectif général de cette étude a été d’identifier dans quelle
mesure la présence de matiere organique peut modifier I’évolution d’'une population virale sous

pression de sélection thermique. Les hypothéses sont que la présence de matiere organique

169



Résultats

stabilisatrice préviendrait I'acquisition d’une thermorésistance pouvant présenter un colt évolutif
pour les virus, et favoriserait la fixation de mutations facilitant les interactions avec la matiere
organique. Un CV-B5 a été exposé a vingt cycles, comprenant une phase d’inactivation thermique
partielle en présence ou non de LPS et une phase de multiplication par culture. La thermorésistance
intrinseque des populations générées a ensuite été mesurée, et les déterminants génétiques associés
ont été étudiés en identifiant les mutations non synonymes par une approche de séquencage

nouvelle génération (NGS).

Résultats

Evolution de la sensibilité thermique

Une population initiale de CV-B5 (NO) a été soumise a trois conditions en triplicats : une
inactivation thermique a 48 °C (condition T), une inactivation thermique a 48 °C en présence de
0,5 mg/mL de LPS (condition LT) ou une simple dilution sans traitement thermique (condition NT).
Apres 10 cycles d’inactivation-production, la sensibilité thermique des populations virales a été
déterminée en quantifiant le titre infectieux résiduel aprés inactivation a 48 °C (Figure 1). Cette
inactivation a induit un abattement de 6,6 log d’infectivité chez la population NO. Aucune résistance
n’a émergé parmi les trois répliats NT, dont I'abattement moyen de 6,7 log a été similaire a celui de
la population NO. Les trois réplicats T ont présenté une thermorésistance se manifestant par une
réduction d’infectivité de seulement 2,6 log en moyenne. En revanche I'abattement moyen des
populations LT (6,1 log) a été comparable a celui des virus NT, indiquant que la présence de LPS a été
suffisante pour permettre aux virus de persister sans nécessiter d’adaptation virale a ce stress

thermique.
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Figure 1 : Sensibilité a l'inactivation thermique de la population NO et des populations issues du
dixieme passage. Titre infectieux aprés incubation 1 h a 25 °C ou a 48 °C. Les barres d’erreur
représentent les écart-types d’une expérience représentative (12 réplicats par dilution) selon
I"algorithme de Spearman et Karber)

Les cycles d’inactivation-production ont été poursuivis jusqu’a la vingtieme génération afin
d’identifier I'apparition éventuelle de virus thermorésistants a plus long terme chez les populations
NT et LT et de mettre en évidence une possible augmentation de résistance parmi les populations T
(Figure 2). Avec un abattement moyen de 6 log apres inactivation a 48 °C, les populations NT n’ont
pas évolué vers un phénotype résistant. En revanche, I'exposition a 48 °C a induit seulement 0,5 log
d’inactivation en moyenne chez les réplicats de la condition T, indiquant un accroissement de leur
résistance a la chaleur entre les passages 10 et 20. De plus, I'émergence d’'un phénotype
partiellement résistant a été constatée chez les trois populations LT, chez lesquelles I'inactivation a

48 °C a induit 4,0 log d’abattement.
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Figure 2 : Sensibilité a l'inactivation thermique de la population NO et des populations issues du
vingtiéme passage. (A) Titre infectieux apres incubation 1 h a 25 °C ou a 48 °C. Les barres d’erreur
représentent les écart-types d’une expérience représentative (12 réplicats par dilution) selon
I'algorithme de Spearman et Karber. (B) Abattement induit par I'inactivation thermique pour chaque
condition (moyennes et écarts-types, n=3)

Afin de déterminer si les cycles d’inactivation-production ont engendré des changements
phénotypiques affectant la capacité des virus a infecter les cellules et générer de nouvelles
particules, la capacité d’adhésion des populations NT, T et LT aux cellules 293A ainsi que leur vitesse

de réplication et de production de nouveaux virus ont été étudiées in vitro.

Adhésion aux cellules cibles

La résistance thermique implique une augmentation de la stabilité de la structure des capsides
virales. Afin d’évaluer si la thermorésistance s’accompagne d’'une modification de la liaison aux
cellules cibles, 'adhésion des virus NT, T et LT issues du passage 10 a été comparée a I'adhésion des
virus NO. Le nombre de virus liés aux cellules 293A dans chaque population a été dénombré par RT-
gPCR et rapporté au nombre de virus liés aux cellules dans la population initiale NO (Figure 3).

Aucune différence claire de capacité d’adhésion n’a été mise en évidence chez les neuf populations.
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Figure 3 : Adhésion aux cellules 293A des populations NT, T et LT issues du passage 10. N/Nyo
correspond a la proportion de virus NT, T et LT associés aux cellules (N) par rapport a la population
initiale NO (Nyo). Les virus ont été quantifiés par RT-gPCR (3 réplicats par population).

Fitness réplicative au cours des premiers cycles

La réplication des populations NO, NT, T et LT a ensuite été analysée, tout d’abord en
caractérisant par RT-qPCR la cinétique de réplication des génomes viraux intracellulaires produits
durant le premier cycle jusqu’a 8 h post-infection (Figure 4). Pour toutes les populations, les génomes
viraux associés aux tapis cellulaires ont été initialement de I'ordre de 10° copies, et de 'ordre de 10°
copies apres 8 h. Sur cette durée, les profils sont relativement similaires et n’indiquent pas différence

de vitesse de réplication selon la condition NT, T ou LT pendant le premier cycle de réplication.
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Figure 4 : Réplication sur un cycle des populations issues des conditions NT, T et LT issues du
passage 10. Les tapis cellulaires ont été lysés jusqu’a 8 h post-infection et les génomes viraux ont été
quantifiés par RT-gPCR (moyennes de 3 réplicats expérimentaux pour chacune des trois populations
représentatives de chaque condition).

Fitness replicative sur 24 h

L'efficacité de production de nouvelles particules virales a ensuite été considérée en
quantifiant les virus libérés dans le surnageant 24 h aprés infection par les virus issus des passages 10
et 20 (Figure 5). Au dixieme passage, la concentration en génomes viraux dans le surnageant des
virus T (3,7.10°/100 pL) a été moins élevée que dans le cas des virus NT (1,5.107 /100 pL) ou LT
(1,6.10” /100 pL). Cette différence a été encore plus marquée au vingtiéme passage, avec une
concentration moyenne en génomes de seulement 3,8.10* /100 pL, 24 h aprés infection par les virus
issus de la condition T. Les vitesses de production de nouveaux génomes sur 24 h (k) pour chaque
condition NT, T ou LT aux passages 10 et 20 sont représentées sur la Figure 6. Au passage 10, la
vitesse de synthese des populations issues de la condition T était légérement inférieure a celles des
populations de conditions LT et NT. Au passage 20, cette différence est plus marquée, avec une
valeur de k environ deux fois inférieure a celle des conditions NT et LT. Les populations de la

condition T ont donc perdu en fitness réplicative entre le dixieme et le vingtiéme passage.
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Figure 5 : Fitness replicative sur 24 h selon les conditions d’évolution (NT, T, et LT) a l'issue des

passages 10 (A) et 20 (B). Les virus ont été quantifiés dans le surnageant de culture par RT-qPCR.

Moyennes et écarts-types (3 réplicats expérimentaux par population).
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Figure 6 : Vitesse de production virale k (log(génome.h™)) des virus issus de conditions NT, T et LT

aux passages 10 (A) et 20 (B). Moyennes et écarts-types, n=3.
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Caractérisation des génotypes

Les populations virales issues des dixieme et vingtiemes cycles d’inactivation-production ont
été séquencées par une approche RNA seq. Les reads ont été confrontés a la séquence de la
population initiale NO définie comme séquence de référence. Seules les mutations non synonymes
des séquences codantes des différentes populations virales, ayant une fréquence d’apparition au
moins égale a 0,4, ont été considérées. Ce seuil signifie qu’une mutation a été reportée seulement si
elle était présente dans au moins 40 % des reads couvrant sa position. Ces mutations touchent les
protéines structurales VP1 et VP4, la protéase 2C et la polymérase 3D. On note qu’au dixieme
passage seules deux populations, NT1.10 et LT1.10, étaient encore identiques a la population initiale
selon les criteres d’analyse appliqués.

Le nombre et la localisation des mutations non synonymes ayant émergé dans chaque
condition sont synthétisés sur la Figure 6. De fagcon générale, on note pour chaque condition une
augmentation du nombre de mutations non synonymes par rapport a la référence jusqu’au
vingtiéme passage, qui illustre la dynamique génétique des populations virales méme en I'absence de
pression de sélection. Chez les populations NT, trois mutations ont émergé au passage 10 dans les
protéines de capside, puis six autres mutations ont été observées au passage 20 dans la polymérase.
Quantitativement, les populations T sont celles parmi lesquelles ont émergé le plus grand nombre de
mutations non synonymes aux passages 10 (sept mutations) et 20 (douze mutations). Chez ces
populations, le traitement thermique a sélectionné au passage 10 des mutations dans les protéines
de capside (quatre), la polymérase (deux) et la protéase 2A (une). Les cing mutations additionnelles
acquises entre les passages 10 et 20 concernent principalement les protéines de capsides. Enfin, les
populations LT ont présenté seulement quatre mutations au passage 10, en majorité dans la
polymérase, puis deux mutations additionnelles dans les protéines de capsides au passage 20. Le
nombre de mutations non synonymes des populations LT, et en particulier celles affectant les
protéines de capside, est plus proche de celui des populations non traitées que des populations
thermorésistantes. Comme observé d’un point de vue phénotypique, les interactions avec le LPS ont
réduit I'’émergence de mutations non synonymes dans les génomes des quasi-espéces virales
majoritaires sélectionnées.

Au total, treize et dix-huit mutations non synonymes ont été identifiées aprés 10 et 20 cycles.
Les mutations mises en évidence dans chaque population sont reportées dans les Tableaux 1 et 2. Le
Tableau S2 présente les mutations observées en absence de pression de sélection dans la condition
NT (qui sont les mutations liées a la dérive et non liées a une pression de sélection), et les mutations
ayant été sélectionnées spécifiguement dans les conditions T et LT. Six mutations spécifiques aux

populations thermorésistantes T ont été mises en évidence au passage 10, et huit au passage 20,
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dont sept dans la protéine VP1. La mutation V232A en particulier a été sélectionnée dans deux
réplicats. En revanche, seules trois mutations ont spécifiqguement été observées dans la condition LT
au passage 10, dans la polymérase, mais toutes ont ensuite été fixées dans I'ensemble des
populations au passage 20. Au passage 20, les trois réplicats de la condition LT ont présenté la
mutations F114Y, mais cette mutation ne leur est pas spécifique dans la mesure ou elle a également
été observée dans une population de la condition T. Ainsi, aucune mutation n’a été observée de

fagon exclusive chez les populations virales de la condition LT au passage 20 (Tableau S2).

A B

151 15-

Il Protéines structurales VP
104 Protéase 2A
1 Polymérase 3D

101

Nombre de mutations non synonymes
Nombre de mutations non synonymes

NT 10 T10 LT 10 NT 20 T20 LT 20

Figure 6 : Synthése des différentes mutations non synonymes présentes chez les populations des
conditions NT, T et LT aux passages 10 (A) et 20 (B).
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Tableau 1 : Mutations non-synonymes chez les populations virales issues du dixieme cycle d’inactivation-production. Les cases blanches correspondent a
des positions non polymorphes semblables au virus de référence NO. Par soucis de clarté visuelle les mutations des populations NT, T et LT sont
respectivement indiquées en vert, orange et jaune.

Position et acide
Protéine aminé dela NT 1.10 NT 2.10 NT 3.10 T1.10 T2.10 T3.10 LT 1.10 LT 2.10 LT 3.10
référence NO
VP4 42 N T
Feuillet B 27 S L
Feuillet D 114 F Y Y Y
Boucle G-H 209 I Vv Vv
VP1
Boucle G-H 226 G R
Feuillet | 232 \" A
Feuillet | 237 I F
2A 43 S G
371 A T
372 S N
3D 397 D E
409 K R
447 T A
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Tableau 2 : Mutations non-synonymes des populations virales issues du vingtieme cycle d’inactivation-production. Les cases blanches correspondent a
des positions non polymorphes semblables au virus de référence NO. Les polymorphismes apparus entre le dixieme et le vingtiéeme passage sont mis en
évidence par un encadrement foncé

Protéine Acideaminéde | 0150 | NT220 | NT320 | T1.20 T2.20 T3.20 IT120 | LT220 | LT3.20
la référence NO
VP4 42 N T T
Feuillet B 27 S L
Boucle B-C 82 H Y
Boucle D-E 94 I Vv
FeuilletD | 114 F Y Y Y
Boucle E-F | 151 P A
VP1
Boucle E-F | 165 T s
Boucle G-H | 209 | v v v v
Boucle G-H | 226 G R
Feuillet | 232 v A A
Feuillet | 237 | F
2A 43 s G
52 v A
91 N s
92 | T
3D
371 A T T T T T T T T T
372 s N
447 T A A A A A A A A A
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Discussion et conclusion

L'objet de cette étude était d’apporter des éléments sur la maniere dont les virus s’adaptent
a un stress thermique dans des conditions plus complexes, et donc plus proches des conditions
environnementales, que celles dans lesquelles ont été conduites jusqu’a présent les évolutions
expérimentales rapportées dans la littérature. Plus spécifiquement, I'objectif était de déterminer
dans quelle mesure la présence de LPS modifie I'adaptation d’un entérovirus CV-B5 soumis a une
inactivation thermique répétée. L'hypothése principale était que I'adaptation des virus favoriserait
davantage les mutations facilitant l'interaction avec le LPS que les mutations conférant une
résistance intrinséque a la chaleur. Il s’agit des premiers travaux s’intéressant a la MO en tant que
facteur influengant la sélection des populations virales. Nous avons montré d’une part qu’en absence
de LPS linactivation thermique induit la sélection de virus thermorésistants possédant des
combinaisons de mutations dans VP1, ensuite que les interactions avec le LPS lévent la pression de
sélection en protégeant suffisamment les particules virales pour ne pas nécessiter une évolution des
virus vers des phénotypes thermorésistants, et que la présence de LPS permet aux populations
virales de maintenir une fitness supérieure a celles des populations qui se sont adaptées a la chaleur
en devenant intrinsequement thermorésistantes. Enfin, I’évolution des virus thermorésistants entre
les cycles 10 et 20 s’est faite vers un phénotype plus résistant au détriment d’une fitness réplicative

sensiblement réduite.

Les virus thermorésistants présentent plusieurs, et non une, mutations

L’expérience d’évolution a permis de sélectionner des virus ayant une résistance a 48 °C accrue
par comparaison avec le phénotype sauvage NO. L'évolution vers un phénotype résistant a été un
processus multi-étape, car la thermorésistance des virus issus de la condition T, déja manifeste au
dixieme passage, s’est renforcée jusqu’a ce que ces populations acquierent une résistance quasi-
totale face a une inactivation d’'une heure a 48 °C au vingtiéme passage. Au niveau des génomes, ce
processus multi-étape s’est manifesté par la fixation de mutations induites par la pression de
sélection. Ces mutations concernent tout particulierement la protéine de capside VP1, aux positions
82,94, 151, 165, 226, 232 et 237, qui touchent aussi bien les feuillets que les boucles, réputées étre
les structures les plus variables. Quelques mutations ont aussi été reportées dans la polymérase (3D)
mais celles-ci ont également émergé chez les autres populations non traitées ou inactivées en
présence de LPS. On remarque qu’au cours des vingt passages, les virus non traités NT ont évolué
génétiqguement, mais toutefois moins que les populations T. Les mutations observées chez les
populations NT sont soit aléatoires, soit probablement liées a I'adaptation des virus a la lignée

cellulaire 293A (pour celles touchant la polymérase, observées chez I'ensemble des populations). En
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effet, la population initiale de virus NO utilisée au début de cette étude avait initialement été
produite sur un autre modeéle cellulaire (BGMK). Dans cette étude, une lignée de cellules humaines
(293A) a été utilisée car le kit de déplétion des ARNr utilisé est optimal pour I’élimination des ARNr

humains.

Les phénotypes thermorésistants sont liés a une pression de sélection dirigée sur VP1

La pression de sélection exercée sur les protéines structurales, et en particulier sur VP1, est
en accord avec les données de la littérature : d’'une part I'inactivation thermique des virus opére en
déstructurant les capsides virales, ce qui signifie que I'efficacité de l'inactivation dépend de la
stabilité des capsides et donc de leur composition, et d’autre part I'ensemble des travaux ayant
identifié les déterminants génétiques responsables des phénotypes thermorésistants chez les
entérovirus ont mis en évidence des mutations dans les protéines de capside et en particulier dans
VP1. Cependant, nous avons mis en évidence un grand nombre de mutations, tandis que la plupart
des autres études ont identifié des mutations uniques. Cette différence peut étre liée a I'approche
expérimentale, car contrairement aux travaux précédents qui reposent pour la plupart sur un
séquencage d’amplicons a partir d’extraits d’acides nucléiques totaux, nous avons mis en place une
approche RNA seq afin de séquencer uniquement les génomes viraux encapsidés. De plus, les
mutations identifiées dans cette étude n’ont jamais été rapportées (bien que certaines affectent les
mémes régions), probablement car les travaux précédents se sont intéressés a d’autres sérotypes.
Par exemple, Shiomi et al. (2004) ont produit un PV (souche Sabin) résistant a 50 °C pendant 30 min
dont la séquence des protéines de capside ne differe de celle du PV sauvage que par I'acide aminé en
position 87 de VP1 (V87A). Cette position est située dans une région hydrophobe du feuillet B a
proximité de la boucle B-C dans laquelle nous avons identifié la mutation H82Y. La mutation V87A a
aussi été observée dans |I'étude d’Adeyemi et al.(2017) qui ont également identifié la mutation 1194V
de VP1 (située dans le feuillet G). Plus récemment, Nguyen et al.(2019) ont identifié une mutation
dans la protéine VP1, M132V, suffisante pour conférer au PV un phénotype thermostable.

Les mutations V87A, 1194V et M132V répertoriées dans la littérature scientifique sont toutes
situées dans la poche hydrophobe du PV. Les mutations V87A, F114Y, T165S et 1237S que nous avons
mises en évidence sont situées a proximité de cette poche, connue chez les entérovirus pour abriter
un facteur lipidique stabilisateur (le plus souvent un acide gras a courte chaine) dont I’expulsion hors
de la poche initie la décapsidation (Hogle, 2002). Le réle de la composition de la poche hydrophobe
sur la stabilité virale a été démontré chez certains entérovirus (Kelly et al., 2015). En effet, selon sa
composition, cette poche serait plus ou moins apte a conserver sa structure, et donc a retarder la
décapsidation face des températures élevées. Ainsi, il est possible que les mutations précitées

stabilisent la poche hydrophobe.
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L’'ensemble des mutations identifiées dans VP1 spécifiquement chez les virus thermorésistants
au cycle 10 ont perduré au cours les dix cycles suivants. Le maintien de la pression de sélection sur
vingt cycles a donc favorisé la stabilisation des mutations de résistance, dont I'une a émergé sur deux
réplicats (V232A). Cette mutation pourrait avoir un role clé pour la résistance, car il s’agit de I'unique
mutation mise en évidence chez la population T3.10. Parmi les autres réplicats des populations
résistantes T, I'assortiment de mutations non synonymes ne permet pas de désigner une mutation
particuliere comme exclusivement responsable de la thermostabilité. Dans le cadre de cette étude, la

résistance, en particulier a I'issue du passage 20, résulterait d’'une combinaison de mutations.

Thermorésistance et fitness : un compromis bénéfice/coit

L’acquisition de premiéres mutations de résistance des populations T, soumises au stress
thermique en absence de LPS, n’a pas eu de conséquence notable sur la fitness réplicative au cycle
10, mais la poursuite de I'adaptation des virus par un phénotype totalement thermorésistant au cycle
20 a été accompagnée d’une nette perte nette de fitness. De méme, le PV mutant thermorésistant
M132V évoqué ci-dessus produit, selon les auteurs, un titre infectieux in vivo chez la souris plus
faible que celui produit par le virus sauvage, et ce mutant tend méme a réverter lorsque la pression

est levée (Nguyen et al., 2019). Dans cette étude, I'adaptation des virus a donc engendré un co(t de

fitness, ce qui implique qu’en I'absence d’une pression sélection suffisante ces phénotypes ne
pourraient probablement pas émerger et se maintenir face au phénotype sauvage (NO) capable de se
multiplier plus efficacement. Pour le confirmer, il faudra néanmoins analyser les phénotypes de
résistance et la stabilité des mutations des populations T apres levée de pression de sélection.

Les mutations conférant aux virus une résistance vis-a-vis d’un traitement ne les rendent
toutefois pas systématiquement moins aptes a se répliquer que les virus sauvages sensibles. Zhong et
al. (2017b) ont méme obtenu par des cycles d’inactivation-production un échovirus 11 ayant une
résistance accrue au dioxyde de chlore et une fitness replicative in vitro supérieure au virus sauvage.
Cependant, les mutations bénéfiques dans certaines conditions expérimentales en laboratoire
peuvent étre neutres ou déléteres dans des conditions plus réalistes, ce qui explique qu’elles ne
soient pas majoritaires dans les populations circulantes. La circulation des virus au sein de la
population dépend de nombreux facteurs tels que la capacité a infecter un nouvel héte, la fitness
réplicative, ou encore le mode de transmission pouvant nécessiter des phases de persistance ou de

résistance a certaines conditions adverses. L'adaptation des entérovirus est donc définie par de

nombreux parametres, et il est probable que, dans un environnement et des conditions données,

I’avantage sélectif revienne aux virus présentant les meilleurs compromis - intégrant la persistance,
la résistance, le transport, la pathogénicité et la fitness réplicative - permettant la réalisation du cycle

viral.
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Le LPS n’induit pas la sélection de virus thermorésistants

Les populations LT exposés a 48 °C en présence de LPS ont évolué de facon plus proche des
virus non traités que de ceux soumis a une inactivation sans LPS. En effet, s’agissant des phénotypes,
ces populations n‘ont pas acquis de résistance aprés 10 cycles. Une thermorésistance a néanmoins
été constatée apres 10 cycles additionnels, mais d’amplitude moindre que la résistance des virus T,
ce qui montre que le LPS ralentit et limite le processus d’adaptation des virus vers résistance
intrinseque. Concernant les génotypes, trés peu de mutations ont été mises en évidence chez les
populations LT. En effet, parmi les six mutations non synonymes répertoriées sur vingt passages,
seule une (F114Y dans VP1) n’a pas été également mise en évidence chez des virus NT. On note
surtout que, par leur effet protecteur, les interactions avec le LPS ont compensé la pression de
sélection exercée par la chaleur sur la protéine de capside VP1. Cela a également permis aux virus de
ne pas perdre en fitness réplicative. Cela signifie que lors d’'une apparition d’'une pression de
sélection, la MO pourrait conférer un avantage sélectif immédiat permettant au virus de persister.

Secondairement, les virus persistants pourraient évoluer vers un phénotype résistant

Certains acides aminés des capsides favorisent-ils I'interaction avec le LPS ?

Nous avons précédemment montré que les entérovirus interagissent de fagon sérotype-
dépendante avec des composants microbiens (Waldman et al., 2017). Les mécanismes moléculaires
précis régissant ces interactions ne sont pas encore intégralement connus. L'un des objectifs de cette
étude était de déterminer si des mutations favorisant l'interaction avec le LPS pouvaient étre
sélectionnées. La mutation Y114F, dans le feuillet D de VP1, est la seule a avoir été fixée chez les trois
réplicats de la condition LT, mais a aussi émergé dans un réplicat de la condition T. Cette mutation
pourrait donc favoriser 'interaction avec le LPS, mais cette hypothése sera a vérifier.

Robinson et al. (2014) ont démontré l'importance de I'acide aminé en position 99 de la
protéine VP1 du PV pour l'interaction stabilisatrice avec le LPS. Ils ont noté que la mutation T99K
diminue l'interaction avec le LPS a température physiologique. Dans la présente étude, I'ensemble
des populations virales de CV-B5 possedent a la position homologue (position 84) une tyrosine, qui
pourrait aussi étre impliquée dans l'interaction avec le LPS. Cette région est toutefois tres
polymorphe entre le PV et le CV-B5 (un alignement partiel des séquences de VP1 est indiqué en
figure S1). Robinson et al. (2014) ont remarqué que, bien que la position 99 présente un
polymorphisme parmi les isolats environnementaux, la mutation T99K n’en fait pas partie. Ils ont
donc émis les hypotheses que cette mutation particuliere conférerait un désavantage sélectif, et plus
généralement que la position 99 serait soumise a une pression de sélection favorisant les
polymorphismes permettant d’établir des interactions stabilisatrices avec des composées tels que le

LPS. Une expérience d’évolution sous pression de sélection avec du LPS sur d’autres sérotypes viraux
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présentant de la variabilité a cette position pourrait peut-étre mettre en évidence I'émergence de

mutations dans cette région.

Remarques sur I'analyse des données

Au cours de la préparation des librairies pour le séquencage, les virus ont systématiquement
été prétraités avec du propidium monoazide permettant d’inhiber I'amplification des génomes viraux
libres ou intégrés dans des capsides perméables, et donc correspondant probablement a des
particules non infectieuses. Cette étape a eu pour but de maximiser I'adéquation entre les données
de séquencage et les virus réellement capables de se propager. De plus, les ARN viraux ont été
séquencés par une approche RNA-seq non ciblée afin de limiter autant que possible I'apport de
variabilité qu’auraient pu générer des étapes intermédiaires d’amplification et les risques de
contamination croisée entre échantillons. Enfin, le choix a été fait de ne considérer que les génotypes
les plus représentés. Les données de séquencgage ont été analysées afin de considérer exclusivement
les mutations présentes dans au moins 40 % des nucléotides séquencés a chaque position. Sous
réserve d’une profondeur de séquencage suffisante, ce seuil pourrait étre abaissé afin d’élargir la
détection des variants a des populations minoritaires. Cependant, dans le cadre précis de ce travail
visant a mettre en évidence les conséquences des interactions virus-matiere organique sur la
dynamique adaptative des virus soumis a une pression de sélection, il n’était pas pertinent dans un
premier temps d’analyser les populations minoritaires, peu résistantes a I'inactivation thermique ou
de faible fitness réplicative. De plus, la sélection a été réalisée sur vingt cycles afin de laisser le temps
aux populations minoritaires présentant un phénotype plus favorable dans ces conditions
expérimentales d’émerger.

Les interactions spécifiques avec les matrices organiques environnementales peuvent
affecter I'élimination, I'inactivation, la persistance ou encore la circulation des virus entériques. Cette
étude tend a montrer que dans des matrices environnementales complexes les virus les plus aptes a
persister dans des conditions affectant la stabilité des capsides ne seraient pas les virus
intrinsequement les plus résistants, mais ceux capables d’interagir avec de la matiére organique

stabilisatrice de leur environnement.
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Résultats

Tableau S1 : Valeurs de k (log(génome.h™*)) moyennes (n=3) pour I'ensemble des populations issues

des passages 10 et 20. Les moyennes * écart-types sont donnés pour chaque condition (NT, T, LT) et

passage (10 et 20).

Passage 10 Passage 20
NT1 0,217 0,198
0,2252 0,1847
NT 2 0,242 0,184
+0,01418 +0,01307
NT 3 0,217 0,172
T1 0,191 0,091
0,1884 0,08393
T2 0,160 0,063
+0,02683 +0,01811
T3 0,214 0,098
LT1 0,218 0,155
0,2141 0,1655
LT 2 0,217 0,164 + 001165
LT3 0,208 +0,005498 0,178 o

Figure S1 : Alignement des séquences partielles de VP1 du PV1 Mahoney et du CV-B5 (NO)
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Tableau S2 : Mutations non synonymes observées parmi les populations NT, T et LT. Pour les conditions T et LT, seules les mutations observées
uniquement dans la condition considérée sont reportées. Le code couleur indique le nombre de réplicats présentant chaque mutation : 1 (vert), 2 (jaune)
ou 3 (orange)

Mutations totales des Mutations spé.cifiques aux Mutations spt'écifiques aux
. populations T populations LT
populations NT (T =(NT+LT)) LT—(NT+T)
Protéine Ac:::é?z:":: 3; la Cycle 10 Cycle 20 Cycle 10 Cycle 20 Cycle 10 Cycle 20
VP4 42 N T
Feuillet B 27 S L L
Boucle B-C 82 H Y
Boucle D-E 94 I \Y
Feuillet D 114 F
Boucle E-F 151 P A
VPl Boucle E-F 165 T S
Boucle G-H 209 | Vv Vv
Boucle G-H 226 G R R
Feuillet | 232 \Y A A
Feuillet | 237 | F F
2A 43 S G G
52 \Y A
91 N S
92 | T
3D 371 A T T
372 S N N
397 D E
409 K R
447 T A A
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Conclusion du chapitre 3

L'objectif de ce troisieme et dernier chapitre était d’étudier comment la matiére organique
stabilisatrice module la dynamique d’évolution d’'une population virale sous une pression favorisant
la sélection des virus aux capsides les plus stables. La pression de sélection a été appliquée sous
forme d’une inactivation thermique. La température est le principal facteur responsable de
I'inactivation des virus dans I’environnement et la résistance des virus a une inactivation thermique,
qui dépend de la stabilité des capsides, renseigne directement sur leur capacité a persister. La
matiére organique utilisée dans cette étude est du LPS, un polysaccharide avec lequel les virus
entériques entrent en contact dans le systéme digestif ou il facilite la pathogénése, et qui est
également présent dans I'environnement. Nous avons montré a travers les deux premiers chapitres
gu’il pourrait, avec d’autres composés organiques, y favoriser la persistance virale.

Dans cette étude, et en concordance avec des travaux publiés par différentes équipes, ce sont
en particulier des mutations ciblant la protéine de capside VP1 qui ont été sélectionnées parmi les
virus qui se sont adaptés en accroissant leur résistance thermique intrinseque. La résistance a été
graduellement acquise par ces virus au détriment de leur fitness réplicative. En revanche, les virus
ayant bénéficié d’'une protection conférée par le LPS n’ont que peu évolué génétiquement, et n’ont
par conséquent pas perdu en fitness. Dans une perspective plus globale, cette observation suggere
que la persistance des virus entériques et plus généralement le maintien de leur potentiel infectieux
durant la phase de transmission inter-hote pourrait étre au moins autant déterminé par leur capacité
a interagir avec la matiére organique qui les entoure que par leur stabilité intrinseque. En conditions
de laboratoire, les virus les plus résistants ont pu étre sélectionnés bien que les mutations de
résistance soient délétéres pour leur capacité réplicative. En conditions plus réelles, de telles
mutations de résistance auraient probablement un co(t de fitness trop élevé pour permettre a ces
virus de se propager et de circuler dans les populations. C’est la raison pour laquelle le niveau de
résistance parfois constaté chez des isolats environnementaux n’égale pas celui des mutants issus
des expériences de laboratoire. Ensuite, les travaux les plus récents portant sur les interactions entre
le microbiote intestinal et les virus entériques s’accordent sur le fait que les processus d’adaptation
auraient conduit les virus a utiliser les bactéries afin de mieux résister a la température interne I’héte
ou favoriser I'entrée dans I'épithélium intestinal. Par analogie, ce chapitre indique que des
interactions virus-matiere organique conférant un avantage sélectif dans I'environnement en termes

de persistance pourraient tout aussi bien étre un critere de sélection naturelle.
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Discussion générale et conclusion

L'objectif général de cette thése était d’acquérir de nouvelles connaissances concernant les
interactions entre les virus entériques et la MO en milieu hydrique, leurs conséquences sur
I'efficacité de traitements d’inactivation et la persistance virale, ainsi que sur la dynamique
d’adaptation des populations virales face a un stress.

Il a été mis en évidence que différents types de MO favorisent la persistance des entérovirus et
leur conférent une protection vis-a-vis d’'une inactivation thermique ou au chlore en stabilisant la
structure des capsides. Ces MO sont par exemple des polysaccharides constitutifs de la paroi des
bactéries comme le LPS et le PG, ou bien plus généralement des MO dissoutes hydrophobes extraites
des eaux de surface. Ce travail a également souligné que dans certaines conditions exergant une
pression de sélection sur les capsides virales, comme I’'exposition a un stress thermique, la protection
d’un entérovirus par de la MO stabilisatrice peut étre un phénomeéne suppléant ou complémentant,
dans nos conditions expérimentales, le processus d’adaptation par sélection des virus

intrinséquement les plus résistants.

Preuve de concept

Les deux premieres études ont en particulier permis de démontrer que des interactions avec
divers composés bactériens ou MO dissoutes hydrophobes affectent négativement I'efficacité de
traitements d’inactivation des entérovirus. L’efficacité des méthodes d’inactivation se traduit par un
abattement logarithmique du nombre de virus infectieux initialement présents. Les conditions
expérimentales, incluant notamment les concentrations et parameétres d’inactivation, ont donc été
choisis afin de permettre la mise en évidence d’une éventuelle protection de pouvoir infectieux
d’amplitude suffisante pour étre détectable sur une échelle logarithmique.

D’une part, des concentrations relativement élevées de virus et de MO, d’environ 10° virus/mL
et 1 mg/ml respectivement, ont été utilisées en premiére intention pour démontrer le concept. Si
une analogie devait étre faite, les charges virales et concentrations en composés microbiens se
rapprocheraient des conditions que I'on peut retrouver dans les eaux usées, les rejets de STEU, ou
encore dans des biofilms. En effet, en considérant par exemple que 1 mg de bactéries P. aeruginosa
correspond & 10® CFU (Dong-ju Kim, 2012), et que le LPS représente 1 % de la masse d’une bactérie
(Mizuno and Kageyama, 1978), la concentration de 1mg/mL de LPS représenterait
approximativement 10" CFU/mL. Or les concentrations en micro-organismes sont de I'ordre de 107 a

10° cellules/mL dans les eaux usées brutes, généralement plus importante encore dans les boues
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activées, et de 10° a 10’ cellules/mL dans les effluent traités (Foladori et al., 2010; Li et al., 2007;
Radomski et al., 2011). A ce nombre doit &tre ajoutée la part de cellules bactériennes inertes,
composées en partie par du LPS.

Des effets protecteurs, de plus faible ampleur, ont toutefois été observés des 0,05 mg/mL de
composés microbiens. De plus, une protection du CV-B5 par la MO naturelle dissoute hydrophobe a
été démontrée a partir de seulement 0,1 mg/mL. Les eaux de riviere contiennent du carbone
organique dissous (généralement de 1 a 10 mgC/L) mais aussi particulaire, dont les charges sont
impactées par les conditions climatiques et peuvent en particulier fortement augmenter en cas de
crue (Rostami et al., 2018; Tornevi et al., 2014). Enfin, des interactions ont été constatées entre le
CV-B5 et des éléments présents dans différentes fractions d’eau de surface seulement dix fois plus
concentrés que dans l'eau de riviere, suggérant que des associations stabilisatrices pourraient
également s’établir in situ dans des eaux de surface. De plus, il est possible que les interactions
s’établissant initialement a concentration en MO relativement élevées, par exemple dans les eaux
usées, soient durables et puissent ensuite perdurer lorsque les particules virales atteignent des

environnements plus pauvres en MO.

D’autre part, les inactivations thermiques ont été réalisées a 50 °C, une température
permettant une inactivation de plusieurs log d’infectivité, mais assez basse pour ne pas provoquer
une déstructuration totale des capsides, auquel cas aucune protection par la MO n’aurait
probablement été observée. Cette température est proche de la température de transition des
entérovirus a partir de laquelle les capsides perdent leur intégrité, comme ['évaluation de
I'accessibilité du génome a permis de le démontrer. Bertrand et al. (2012) ont rapporté que les
mécanismes impliqués dans la dégradation de la capside seraient les mémes a température
ambiante jusqu’a 50°C, et que seules les cinétiques d’inactivation different. Les conditions
d’incubation appliquées peuvent donc, dans une certaine mesure, étre considérées comme une
facon de mimer un vieillissement accéléré des capsides virales a température ambiante. Dans ce cas,
il est légitime de considérer qu’une matrice hydrique stabilisant les particules virales et conférant
une protection d’infectivité a 50 °C serait également capable de favoriser la persistance virale a long
terme dans les conditions de température de I'environnement. Il est de plus envisageable que des
concentrations inférieures a 0,1 mg/mL de MO naturelle dissoute, qui n’ont pas démontré d’effet
protecteur dans ces conditions d’inactivation, pourraient néanmoins favoriser la persistance virale a
température ambiante sur de longues périodes. Des co-incubations d’entérovirus et de faibles
concentrations de MO s’étendant sur plusieurs jours, voire semaines, permettraient de vérifier cette

hypothése.
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Nature et spécificité des interactions

Deux principales classes de composés ont montré une capacité d’interaction avec les
entérovirus. La premiére comprend des polysaccharides microbiens incluant du LPS, du PG, ainsi que
des rhamnolipides, de I'acide polygalacturonique et du B glucane. Le premier chapitre a notamment
mis en évidence I'existence d’une spécificité d’interaction entre les entérovirus et certains de ces
composés. En effet, parmi trois polysaccharides microbiens considérés, I'un d’entre eux n’a pas
montré d’effet protecteur vis-a-vis du coxsackievirus A21. Cette observation renforce I"hypotheése
selon laquelle ces interactions ne seraient pas liées aux propriétés physico-chimiques globales des
virus et des composés, mais engageraient des motifs particuliers des capsides et molécules
microbiennes. L'expérience d’évolution expérimentale n’a pas permis de prouver la participation
d’un acide aminé en particulier de la capside du CV-B5 pour I'établissement de I'interaction avec le
LPS, mais le rbéle de la mutation F114Y sélectionnée chez les trois réplicats soumis au stress
thermique en présence de LPS doit étre étudié de facon plus approfondie. En revanche, I'observation
d’une spécificité d’interaction est en accord avec les travaux de Robinson et al. (2014) qui ont mis en
lumiéere, chez le PV, le réle de la tyrosine située en position 99 de la protéine de capside VP1 dans
I'interaction avec le LPS. Les auteurs ont en effet isolé un mutant chez qui la substitution de cet acide
aminé amoindrie la capacité de liaison avec le LPS. Cette mutation est suffisante pour diminuer la
stabilité du virus mutant dans les féces par comparaison avec le PV sauvage. Par ailleurs, les mémes
auteurs ont démontré que l'interaction avec le PV est médiée par la partie polysaccharidique et non
lipidique du LPS, et est particulierement dépendante de la présence de N-acétylglucosamine, un
monosaccharide également constitutif du PG. Les effets protecteurs conférés par le LPS
n’impliqueraient donc pas des interactions avec la composante lipidique du LPS. Un grand nombre de
sérotypes d’entérovirus étant cultivables, un criblage sur leur capacité a interagir avec un composé
donné couplé a une analyse de leurs génomes pourrait renseigner sur les déterminants génétiques
des interactions.

La seconde classe de composés comprend les MO naturelles dissoutes (< 0,45 um) possédant
une composante hydrophobe. Il a été mis en évidence que les interactions entre le CV-B5 et la MO
sont d’autant plus persistantes que celle-ci est hydrophobe. Les MO hydrophobes ont conféré une
protection d’infectivité notable aprés plusieurs jours d’incubation, tandis que les MO transphiliques
n’ont plus montré de signe d’interaction aprés 24 h d’incubation. Une étude plus approfondie des
effets des différentes MO dissoutes sur le comportement des particules virales permettrait

d’identifier plus précisément les mécanismes mis en jeu. Il serait par exemple informatif de
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déterminer si I'effet protecteur est attribuable au fait que ces MOD favorisent tout particulierement
I'agrégation des virus. Alternativement, les interactions pourraient engager des acides aminés
particuliers a la surface des capsides. La comparaison des séquences protéiques de différents
sérotypes d’entérovirus en fonction de leur niveau de protection pourrait en effet suggérer
I'implication de certains déterminants que des approches par génétique inverse et mutagenese
dirigée viendraient éventuellement conforter. Enfin, des méthodes permettant d’étudier les
interactions protéines-ligand (utilisation d’anticorps ciblé pour bloquer des sites d’interaction,
résonance plasmon de surface) renseigneraient sur les mécanismes moléculaires impliqués.

Le comportement des particules virales dans les milieux hydriques environnementaux est tres
largement méconnu. En effet, il est possible d’étudier leur association avec des particules
sédimentables en quantifiant les génomes viraux présents dans les sédiments ou dans le culot aprés
centrifugation d’un échantillon d’eau environnementale (cette méthode peut toutefois déstabiliser
les interactions les plus labiles). Toutefois, il n’existe toutefois pas de méthode d’analyse renseignant
directement sur leur état libre, agrégé, ou associé a d’autres colloides dans les milieux aquatiques.
L'approche expérimentale a permis de mettre en évidence des interactions directement par
microscopie électronique a transmission, une méthode qui a l'avantage de renseigner sur le
comportement individuel des particules virales mais qui ne peut pas étre utilisée pour les
échantillons environnementaux complexes. Les interactions pouvant s’établir dans de tels
échantillons ont été étudiées indirectement a I'échelle des populations virales, a travers les effets

protecteurs constatés lors d’inactivations.

Conséquences sur les traitements d’inactivation

Ces travaux suscitent plusieurs réflexions sur les conséquences des interactions entre les virus
entériques et les autres éléments organiques dans le cadre de la désinfection de I’eau. L’association
des virus avec d’autres éléments pourrait permettre une meilleure efficacité des procédés
permettant I’élimination des particules selon des critéres de taille et densité, tels que la décantation,
la coagulation-floculation ou la filtration. Cependant cet effet positif sur I’élimination des virus est
limité du fait que seule une fraction (10 % a 55 %) des virus est associée a des matieres
sédimentables dans les eaux de surface (Fauvel et al., 2017b). En contrepartie, des phénomeénes de
protection liés a des interactions avec de la MO dissoute ou d’autres micro-organismes pourraient
amoindrir l'effet virucide des traitements, et permettraient d’expliquer les différences parfois
constatées entre les abattements viraux théoriques et ceux observés au sein de filieres de
potabilisation. En effet, une filiere compléte de potabilisation des eaux de surface telle que celle de
I'usine d’Orly (Figure 9), dotée d’étapes de clarification et d’une désinfection par ozonation, filtration

sur charbon activé, irradiation aux UV puis chloration permet un abattement théorique d’environ 14
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log de virus (OMS, 2017). Des abattements de seulement 4 log de phages et 2,5 log d’adénovirus
(génomes encapsidés) sont pourtant parfois observés. S’agissant des autres virus entériques, qui ne
sont jamais détectés en fin de filiere, les abattements réels sont d’au moins 3,5 log. Ainsi, bien que la
concentration en adénovirus humains dans I'’eau produite par Eau de Paris soit trop basse pour
présenter un risque sanitaire, les abattements constatés n’égalent toutefois pas les abattements
théoriques attendus.

La présence de MO pourrait étre I'un des facteurs contribuant au fait que I'efficacité des
filieres de traitement n’est pas nécessairement la résultante de la somme des efficacités des
différentes étapes. Quelques études suggerent en effet que les traitements de désinfection ne sont
pas systématiquement additifs. Dans certains cas, |'utilisation séquentielle de plusieurs types de
traitements conduit a des synergies. Par exemple, une pré-irradiation aux UV peut ensuite
augmenter I'efficacité d’un traitement chimique au chlore ou au dioxyde de chlore (Rattanakul et al.,
2015; Wang et al.,, 2012). Toutefois, des effets antagonistes ont également été rapportés, par
exemple lors de I'utilisation successive du peroxyde d’hydrogene et des UV dans le cadre de
I'inactivation des entérocoques (Koivunen, 2007). De plus, des courbes en plateau traduisant une
diminution de I'inactivation virale au cours de différents modes de désinfection (chlore, dioxyde de
chlore, UV) ont fréquemment été observées. Cette non-linéarité, constatée a partir d’'une certaine
dose, signifie pratiquement qu’il n’est pas possible d’extrapoler une valeur d’abattement fiable a
partir de données collectées sur la zone de linéarité. La MO pourrait participer a ces effets de plateau
en favorisant I'agrégation virale (Gerba and Betancourt, 2017c; Mattle et al., 2011), en rendant les
capsides virales moins accessibles aux agents désinfectants et, comme nous I’'avons montré, en
stabilisant les capsides d’'une destructuration compléete. La fraction résistante des virus, en plus
d’étre constituée des agrégats et des sous-populations résistantes comme cela a été proposé dans la
littérature, pourrait aussi contenir des particules virales associées a de la MO. Dans le cas particulier
des biofilms se formant sur les surfaces a l'intérieur des filieres et susceptibles de se décrocher, des
virus humains pourraient y étre piégés et étre ensuite physiquement protégés des traitements
oxydatifs.

Des implications sont ensuite envisageables dans le domaine de la réutilisation des eaux usées.
Les eaux usées peuvent en effet étre désinfectées dans les STEU équipées d’un traitement tertiaire,
afin de limiter les impacts des rejets sur les milieux récepteurs dont les écosystemes sont
particulierement fragiles. Les eaux usées sont aussi désinfectées afin de réalimenter des sources
souterraines ou bien pour étre directement recyclées a des fins d’irrigation. Cet usage est destiné a
s’étendre dans les prochaines années dans les régions arides en Asie, en Australie, au Moyen-Orient
et est déja développé aux Etats-Unis pour suppléer a I'utilisation des aquiféres fossiles (Hanjra et al.,

2012). Les virus entériques sont le premier risque microbiologique lié a la réutilisation des eaux usées
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(Sano et al., 2016). Différents objectifs d’abattement viral peuvent étre établis en fonction des
usages, et I'OMS recommande qu’ils soient fixés par chaque pays selon des criteres prenant en
compte des considérations épidémiologiques, sociologiques et économiques (WHO, 2006). Le chlore
et l'acide peracétique sont les agents désinfectants les plus communément utilisés dans les STEU
équipées d’un traitement tertiaire (Collivignarelli et al., 2017). Toutefois, ces STEU n’éliminent jamais
la totalité des virus entériques, et n‘ont pas systématiquement une efficacité suffisante pour
atteindre un niveau de risque sanitaire viral acceptable dans le cadre de la réutilisation de I’eau pour
I'irrigation des cultures (Gonzales-Gustavson et al., 2019).

La question de I'additivité des traitements pour la réutilisation des eaux usées se pose d’autant
plus que les abattements requis sont généralement trés élevés. Par exemple, dans le cadre du projet
de réapprovisionnement des sources souterraines destinées a la production d’eau potable conduit
par I'état de Californie, un objectif de 12 log d’abattement viral a été émis sur la base de
concentrations de l'ordre de 10° a 10° virus/L dans les eaux usées domestiques brutes (CDPH
(California Department of Public Health, 2014) 2014). Cependant, des concentrations en virus
observées atteignant parfois 10° virus/L nécessiteraient que I'objectif d’abattement soit porté a 14
ou 15 log pour atteindre niveau de risque acceptable (Gerba et al., 2017). Or, des abattements de
plus de 12 log d’infectivité des virus entériques ne sont pas observés expérimentalement, car
I'obtention de suspensions de virus entériques avec des titres supérieurs a 10" particules
infectieuses/ml nécessiteraient une production quasi-industrielle et de multiples étapes de

concentration.

Conséquences sur la sélection des populations virales circulantes

Le chapitre 3 a montré que la présence de matiere organique stabilisatrice au cours d’un
traitement thermique tend a diminuer la sélection des CV-B5 intrinsequement les plus résistants
mais de plus faible fitness replicative. lls suggerent que l'interaction des virus avec la matiére
organique pourrait étre un facteur participant a la sélection des virus dans le cadre, par exemple, de
la transmission indirecte par voie hydrique. Payment et al. (1985) ont remarqué que parmi des
entérovirus isolés d’'une eau potable désinfectée par chloration, seuls quelques-uns avaient une
résistance intrinséque accrue au chlore par comparaison avec la souche de laboratoire
correspondante, ce qui pouvait expliquer leur présence dans I'eau produite. Les autres entérovirus
isolés étaient au contraire aussi sensibles au chlore que les souches de laboratoire. Leur présence
dans lI'eau produite s’expliquerait par la protection conférée par I'agrégation et |'association a
d’autres particules. Dans une autre étude, des poliovirus tres résistants au chlore isolés d’'une eau
potable contenant 1 mg/L de chlore libre, ont amené dés 1980 des auteurs a mettre en garde contre

I'augmentation de la résistance intrinseque des virus en lien avec les pratiques de désinfection
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(Shaffer et al., 1980). La sélection progressive de virus résistants pourrait nécessiter une adaptation
des procédés de désinfection de certaines installations. La sélection des virus circulants transmis par
voie hydrique résulte probablement, selon les conditions locales, de leur résistance intrinseque et
des interactions avec la MO. Des travaux tels que ceux menés par Meister et al. (2018), qui ont
montré que les souches d’entérovirus circulantes sont plus résistantes aux traitements d’inactivation,
sont encore nécessaires pour mieux évaluer I'ampleur et les implications des phénomenes de
résistance. De facon analogue, des études comparant I'aptitude des souches circulantes (en contact
guasi-permanent avec d’autres micro-organismes) et des souches de laboratoire (cultivées en
conditions stériles) a interagir et étre protégées par la MO pourraient éclairer sur I'importance réelle
des interactions virus-MO pour la propagation des virus entériques.

Dans les conditions expérimentales du chapitre 3, les virus ont été exposés a des traitements
sub-létaux pendant de nombreux cycles. lls ont premiérement résisté en interagissant avec le LPS,
avant qu’un phénotype partiellement thermorésistant n’émerge. Des cycles additionnels pourraient
conduire les virus a une thermorésistance compléete, bien qu’une fitness réplicative réduite pourrait y
étre associée, ou bien a un équilibre résultant a la fois d’'une thermorésistance partielle et de la
protection conférée par la MO. En revanche, en conditions naturelles, les traitements de désinfection
sont la plupart du temps totalement létaux, et les événements de contamination par voie hydrique
tres rares. De plus, les virus circulants seraient soumis a une pression de sélection différente, celle du
systeme immunitaire, conduisant potentiellement a la sélection d’autres quasi-especes plus a mémes
de se répliquer et de se transmettre chez I'hGte. Aussi, I'émergence et le maintien de phénotypes
résistants circulant au sein d’'une population semblent donc relativement peu probable. Outre les
défaillances industrielles, la résistance conférée par des interactions avec la MO pourrait étre un
phénomeéne essentiel a I'origine d’une contamination par voie hydrique. Le processus d’adaptation
des virus transmis par I'eau présenté en Figure 15 peut ainsi étre complété en intégrant les
interactions avec la MO.

De telles considérations invitent a évaluer et mettre en perspective I'impact sanitaire des
virus résistants aux procédés de désinfection. La caractérisation des phénotypes de résistance des
virus entériques retrouvés chez les patients primo-infectés lors des épidémies a transmission

hydrique avérée pourrait étre informative.

Perspectives

Ces travaux suggerent que |'efficacité des traitements de désinfection pourrait étre impactée
par une pollution soudaine des ressources, faisant par exemple suite a d’intenses précipitations. Il
existe tres peu d’informations sur les effets de protection lors d’'une désinfection chimique qui ne

sont pas la conséquence directe d’'une demande en agent oxydant. Il sera informatif d’établir des
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courbes d’inactivation complétes en présence de différentes MO d’origine environnementale comme
par exemple des acides humiques ou fulviques, pour différents modes d’inactivation, et en incluant
d’autres virus entériques humains.

En complément, un suivi des charges virales, le long des filieres de potabilisation et au fil de
I’eau renseignerait sur les abattements réels opérés par chaque étape. Il serait de plus informatif
d’étudier les effets saisonniers et les conséquences des événements pluvieux sur les abattements.
Ces suivis quantitatifs gagneraient a étre couplés a des analyses de la diversité virale en différents
points des filieres, afin d’identifier 'ensemble des virus et de caractériser I’évolution des proportions
des populations virales le long des filieres. Dans cette optique, une méthode de séquencgage non
ciblée des ARN et ADN en parallele couplée amont a un test d’intégrité serait pertinente.

Il est nécessaire de poursuivre I'étude des déterminants génétiques de résistance aux
traitements des virus entériques humains, et également de mieux caractériser la sensibilité des
populations virales circulantes. Des expériences d’évolutions expérimentales du CV-B5 exposé au
chlore n‘ont pas permis de sélectionner des populations virales résistantes au chlore apres dix
passages, contrairement a ce qui a été observé pour la résistance thermique. Les mécanismes de
résistance de I'un et I'autre mettraient en jeu des mutations distinctes, mais la sensibilité au chlore
des populations de CV-B5 thermorésistantes sera néanmoins évaluée afin de mettre en évidence une
potentielle résistance croisée. On peut enfin s’interroger sur I'existence d’un lien direct entre la
capacité des différents virus a interagir avec la MO et leur transmission hydrique. Les virus tirant
profit d’une interaction avec leur environnement seraient les plus a méme a étre impliqués dans les

contaminations par voie hydrique.
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Figure 29 : Schéma conceptuel de I'adaptation des virus entériques transmis par voie hydrique,

integrant la capacité des virus a interagir avec la MO (adapté de Rachmadi et al.( 2018))
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