Evaluation du danger viral dans les matrices alimentaires
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Résumé

Les norovirus et le virus de I'hépatite A sont fréquemment
incriminés dans les épidémies alimentaires. Actuellement,
le Comité européen de normalisation travaille a la mise
en place de la norme ISO 15216 permettant de rechercher
du génome de ces virus dans les aliments a risque. Les
méthodes proposées par cette norme sont incontournables
et parfaitement adaptées pour la recherche de l'origine
alimentaire d'une épidémie virale. En revanche, le niveau
de connaissance actuel ne permet pas encore de proposer
une approche pertinente sur des aspects plus prospectifs
d'estimation d'un danger viral, surtout dans le cas d'une
réponse positive (par ex.en cas de génome viral détecté). En
effet, en l'absence d’'information sur le caractére infectieux
de ces virus, l'application routiniére de cette norme risque de
surestimer le danger viral dans les aliments en entrainant le
retrait potentiellement injustifié des lots du marché.
Cette surestimation est réelle car de fortes prévalences
dans certaines matrices sont rapportées dans la littérature.
Il convient donc dans les années a venir de préciser
linterprétation de ce type d'analyses ou de les compléter
avec des outils permettant d'évaluer le caractére infectieux.
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Abstract

Viral hazard assessment in food matrices

Noroviruses and Hepatitis A virus are commonly implicated
in foodborne disease outbreaks. The European Committee for
Standardization is currently drafting the ISO 15216 standard
enabling the detection of the genome of these viruses in
vulnerable foodstuffs. The methods proposed by the standard
are indispensable and perfectly adapted to detection of the
dietary origin of a viral outbreak. However, based on the
current state of knowledge, no relevant approach exists
regarding prospective assessment of viral hazards, especially
in cases with a positive response (e.g. when a viral genome
is detected). Despite the lack of information regarding the
infectivity of these viruses, the routine application of the ISO
15216 standard could lead to an overestimation of the dietary
viral hazard and potentially cause unjustified foodstuff lot
withdrawals from the market.

This overestimation is a reality, since high prevalences in
certain matrices have been reported in the literature. It
is therefore necessary in the coming years to specify the
interpretation of such analyses or supplement themwith tools
for evaluating viral infectivity.

Keywords
Entericviruses, Food, Viralinfectivity, Viralgenome, Detection

Depuis une dizaine d'années, les norovirus et le virus de 'hépatite A
(VHA) sont les virus entériques les plus fréquemment incriminés dans
les épidémies alimentaires. En 2013, la proportion d'épidémies causées
en Europe par ces virus entériques a légérement augmenté par rapport
a lannée précédente, passant de 14 % a 18 % (EFSA, 2015). C'est ainsi
que le risque viral dans les aliments ou l'eau n'est plus considéré comme
un risque émergent, mais plutét comme un risque avéré au regard des
données de surveillance épidémiologiques et des alertes sanitaires
diffusées par l'Institut national de veille sanitaire (InVS), le réseau
européen Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF) ou la revue
Eurosurveillance. Par exemple, il est désormais bien établi que les toxi-
infections liées a la consommation de coquillages sont majoritairement
d'origine virale (par ex. norovirus). Entre 1996 et 2010, le nombre de
foyers ot les virus entériques étaient impliqués dans les toxi-infections
alimentaires collectives (TIAC) a coquillages s'élevait a 251 en France,
représentant prés de 54 % du total de ces TIAC (Vaillant et al.,
2012b). Pour les végétaux, des toxi-infections d'origine virale liées a la
consommation de fruits rouges ou de salades sont aussi rapportées. Par
exemple en Allemagne, une large épidémie alimentaire a norovirus a eu
lieu en 2012 dans des cantines scolaires. Pas moins de 10950 personnes
contaminées, dont 38 cas d’hospitalisation, ont été enregistrées suite
a la consommation de fraises congelées importées de Chine (Made et
al., 2013). Aux Etats-Unis, 67,7 % des épidémies alimentaires ont été
imputées aux norovirus entre 2009 et 2010 (Hall et al., 2013).

Ces virus sont des virus nus, constitués d'une capside protéique de
vingt a trente nanometres et d'un génome a acide ribonucléique (ARN)
simple brin de polarité positive (environ 7500 nucléotides). Comme
tous les virus entériques humains, ils pénétrent chez 'Homme par
voie orale. La réplication des virus s'effectue alors soit au niveau
des cellules intestinales (norovirus, VHA), soit au niveau des cellules
hépatiques (VHA). La capside virale reconnait spécifiquement un
récepteur de la cellule permissive et le génome, une fois libéré dans le

cytoplasme, permet a lui seul de synthétiser de nouvelles particules
virales. C'est ainsi que le cycle infectieux peut étre a l'origine chez
'hote des symptomes de gastro-entérite ou d’hépatite. Les virus néo-
formés sont rejetés dans 'environnement par 'intermédiaire des selles
et des vomissures. Comme pour tout virus, les virus entériques nont
aucun moyen de se répliquer a l'extérieur de ['h6te. Pour que le pouvoir
pathogéne s'exprime au sein d’un nouvel hote, il est indispensable
que les virus ingérés posseédent a la fois une capside et un génome
viral integres. Si tel est le cas, les virus sont considérés comme
infectieux. Par analogie avec d'autres virus entériques (par ex. rotavirus,
enterovirus), la dose infectieuse pour ' Homme évaluée avec un modéle
invivo devrait se situer entre un et cent virus infectieux (Afssa, 2007).
Cette dose infectieuse n'a pas encore été quantifiée avec précision
par culture cellulaire pour les norovirus, car les seuls systémes in vitro
potentiellement disponibles pour les cultiver n‘ont été décrits que
récemment (Jones et al., 2014). En utilisant une approche moléculaire
par Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), la
dose infectieuse 50 % (ID,) a été estimée a dix-huit particules pour
les norovirus humains (Teunis et al., 2008). Dans ce cas, la part de virus
réellement et strictement infectieux demeurait inconnue.

Lenjeu des traitements de désinfection (i.e. eau, aliments) a pour
objectif d'inactiver les particules virales infectieuses en altérant la
capside et/ou le génome du virus pour empécher le cycle viral et rendre
ainsi le virus non infectieux. Pendant des décennies, la communauté
scientifique a défini des conditions de traitement permettant
d’inactiver des modeles de virus cultivables sans pour autant en
préciser les mécanismes. Ce n'est que depuis quelques années que l'on
commence a explorer les réels sites d’action de certains traitements
au niveau de la capside et/ou du génome.

La surveillance et la gestion du risque viral dans les aliments traités ou
non sont une préoccupation de santé publique et représentent un enjeu
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économique important pour les filiéres de production considérées
comme & risque: coquillages (huitres et moules essentiellement) et
produits végétaux (fruits rouges et salades) en particulier.

L'objectif de cet article consiste a positionner, dans les contextes
réglementaire et normatif actuels, l'interprétation du danger viral dans
les aliments reposant sur la recherche du génome des virus dans les
approches rétrospectives et prospectives. Il vise également a présenter
les différentes voies de recherche destinées a préciser le caractére
infectieux des virus dont le génome a été détecté dans laliment.

Contextes réglementaire et normatif

D'un point de vue réglementaire, aucun critére n'est établi a ce jour
concernant les virus entériques. Cependant, les virus entériques entrent
parfaitement dans le cadre réglementaire de larticle 14 du réglement
CE 178/2002 du 28 janvier 2002, qui est a la base du Paquet hygiéne
en vigueur depuis 2006 au niveau européen.

Pour les filieres conchylicoles et légumiéres, le danger viral n'est pris
en compte que de maniére indirecte a travers ['utilisation d'indicateurs
bactériens de pollution fécale tel qu'Escherichia coli. Or, il est largement
démontré dans la littérature que ce type de bactéries est moins
résistant que les virus, aussi bien dans l'environnement que vis-a-vis
des traitements de désinfection. Des épidémies liées aux fruits de mer
ont d'ailleurs été décrites alors méme que leur concentration en E. coli
permettait de les classer dans la meilleure catégorie (catégorie A, <
230 Unités formant colonies (UFC) / 100 grammes de chair et liquide
inter-valvaire (CLI)).

Afin d’établir des systémes harmonisés de surveillance des virus
entériques dans les aliments par les laboratoires de référence
(laboratoires nationaux de référence (LNR), laboratoires de référence
de l'Union européenne (LRUE)) et d'assurer une pression de controle sur

les productions nationales ou issues de pays tiers, le groupe de travail
CEN / TC 275/ WG 6 / TAG 4 du Comité européen de normalisation
(CEN) a élaboré des procédures consensuelles d’extraction, de
détection et de quantification du génome des norovirus et du VHA
par RT-PCR en temps réel dans des matrices alimentaires a risque.
En 2013, la norme XP CEN ISO/TS 15216-(1-2) a été diffusée par le
CEN (Organisation internationale de normalisation, 2013). Elle est
encore sous le statut temporaire (TS) et expérimental (XP) car elle
doit étre validée selon un référentiel précis en termes de performances
et de critéres d'acceptabilité. La publication du document définitif est
programmée pour 2016.

Le choix d’'une détection du génome viral par RT-PCR est lié au fait
qu’en l'absence de lignée cellulaire permissive in vitro utilisable a ce
jour, seule cette approche permet de rechercher ces virus dans l'eau
et les aliments. De plus, il s'agit de méthodes spécifiques et rapides.
Néanmoins, le terme « génome du virus détecté » est imprécis puisque
la détection ne concerne qu’une centaine de bases du génome viral
(0,01 % du génome viral). Un résultat positif ne peut donc en aucun
cas témoigner de l'intégrité structurale de la capside, ni méme de celle
du génome, et ne témoigne donc pas du caractere infectieux du virus.
Ainsi, l'interprétation de résultats positifs n'est pas du tout la méme
selon qu'il s'agisse d’une approche rétrospective ou prospective.

Estimation du danger viral dans
les approches rétrospectives

Dans les approches rétrospectives, c'est-a-dire dans le cas des enquétes
épidémiologiques lors de TIAC, 'Agence régionale de santé (ARS) met
en ceuvre une investigation avec les structures compétentes dans le
domaine de la santé humaine et alimentaire pour rechercher la source de
contamination commune. Les enquétes auprés des cas et des enquétes
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cas-témoins permettent de suspecter certains aliments pouvant étre
a l'origine de l'épidémie. La recherche du génome des norovirus et/ou
du VHA peut alors étre effectuée dans les échantillons cliniques par les
Centres nationaux de référence (CNR) d'une part et dans les aliments
par les LNR, l'Anses ou les laboratoires départementaux d'autre
part. La détection de génome viral dans l'un des aliments suspectés
permet dans ce cas une interprétation assez aisée puisqu’un résultat
positif a une forte probabilité de correspondre a des virus infectieux,
ceux-ci ayant infectés leur hote et provoqués I'épidémie. De plus, le
séquencage des fragments de génome amplifiés par RT-PCR dans les
selles des sujets infectés et dans l'aliment incriminé peut permettre
ensuite d'établir un lien direct entre l'aliment et 'épidémie si la quantité
extraite de génome viral est suffisante (Vaillant et al., 2012a). Dans ces
situations, les méthodes proposées par la norme XP CEN ISO/TS 15216
(2013) sont incontournables et parfaitement adaptées.

Les données de prévalence en norovirus et VHA dans les matrices
alimentaires a risque, basées sur la détection du génome viral,
commencent a étre documentées. Le regroupe un ensemble
d'études d'occurrence virale réalisées a partir d'échantillonnages
représentatifs (n > 120) entre 2007 et 2012. Méme si les protocoles
d'extraction et de détection du génome viral par RT-PCR en temps
réel peuvent présenter certaines variations d'une étude a l'autre pour
une matrice donnée, les stratégies développées sont en accord avec
l'approche méthodologique décrite dans la norme XP CEN ISO/TS
15216 (2013) (Organisation internationale de normalisation, 2013). Les
prévalences virales sont trés hétérogénes au sein des trois catégories
d'aliments présentées. Pour les coquillages, la prévalence en norovirus
humains oscille entre 9,0 % et 71,6 %. Pour les salades et les fruits
rouges, les proportions sont respectivement comprises entre 5,0 % et
28,2 % et entre 6,7 % et 16 %.

Dans ces situations, l'analyse des résultats négatifs est a priori
relativement aisée si les critéres d'acceptabilité de la méthode XP
CEN ISO/TS 15216 (2013) sont valides et si la représentativité de
'‘échantillonnage est maitrisée. En fait, l'absence de génome viral
traduit 'absence de virus infectieux.

En revanche, la présence de génome viral est beaucoup plus délicate
a interpréter en termes de danger viral, car aucune information
sur le caractere infectieux des virus détectés n'est donnée. De tres
nombreuses données de la littérature démontrent que le génome
viral persiste plus longtemps que le caractére infectieux (par ex.
capside et génome intégres) lorsque le virus est soumis a des facteurs
d’inactivation environnementaux (par ex. UV, température) ou a
des traitements de désinfection (par ex. dioxyde de chlore, chlore,
peroxyde d’hydrogéne). Cette différence peut étre trés importante
puisque certaines études montrent par exemple que pour le poliovirus
1 a 35°C dans une eau souterraine, la diminution est de deux unités
logarithmiques (Log,) en 125 jours pour le génome alors que la
méme diminution est obtenue en 19 jours pour le caractére infectieux
(Gassilloud et al., 2003). Ces données ont été confirmées sur des virus
modeles cultivables de la méme famille que les norovirus (calicivirus
félin) mais aussi sur des norovirus humains (Gassilloud et al., 2003;
Seitz et al., 2011). Des résultats comparables ont aussi été largement
publiés pour les traitements de désinfection, comme par exemple le
dioxyde de chlore (ClO,) ou méme les ultraviolets (UV) qui ont une
action directe sur le génome (Simonet and Gantzer, 2006a, 2006b).

Au vu de ces résultats, certaines études suggerent d'utiliser un critére
quantitatif plutdt que qualitatif pour la gestion du risque viral (Lowther
etal., 2012). Ainsi des seuils de l'ordre de 10% & 10° copies de génome
viral/gramme en dessous desquels le risque viral semble faible sont
parfois proposés. Tout le paradoxe est alors d'accepter dans les aliments
des quantités de génome viral supérieures aux doses minimales
infectantes proposées pour les virus entériques infectieux (Afssa,
2007; Teunis et al., 2008). Le rapport virus infectieux/génome viral dans

l'environnement ou les aliments varie non seulement dans le temps,
mais aussi en fonction des types de facteurs d'inactivation auxquels
le virus a été soumis. Il est donc clair qu'il existe un risque d'infection
virale élevé si la totalité des 10? a 10° copies de génome viral/gramme
correspondent a des virus infectieux, alors que le risque est faible s'il
s'agit de virus inactivés naturellement (par ex. UV, température) ou
par traitement (par ex. désinfection). L'utilisation de tels seuils ne peut
donc étre qu'empirique et spécifique a certaines situations.

Il semble donc que le logigramme proposé par 'Anses en 2007 (Afssa,
2007) est toujours valable dans le sens ol la détection de génome
viral doit impérativement étre accompagnée d'autres informations
microbiologiques, épidémiologiques ou environnementales pour étre
interprétée en termes de danger viral. Par exemple, le danger viral
est avéré si la présence de génome viral est associée a la présence
excessive d'indicateurs de pollution fécale, a la déclaration d'une
épidémie alimentaire ou a un défaut de traitement appliqué a l'aliment.

C'est ainsi qu'a la différence des approches rétrospectives, l'analyse
du danger viral dans les approches prospectives laisse apparaitre la
nécessité d'intégrer notamment la notion de caractére infectieux dans
les protocoles de surveillance et dans les démarches d’autocontréles
des aliments a risque.

La représente schématiquement une synthése de
l'interprétation du risque viral dans les approches rétrospectives et
prospectives.

De maniére a préciser le danger viral véhiculé par les aliments, il est
nécessaire de compléter les résultats obtenus au moyen de la norme,
par des informations sur le caractére infectieux. Les alternatives ne
sont pas trés nombreuses.

La premiere possibilité consiste a utiliser un traitement permettant
d’éliminer le génome des virus non infectieux soit en les dégradant
(par ex. RNases avec ou sans protéinase K), soit en empéchant
leur amplification (par ex. agents intercalants de I'ARN), soit en
sélectionnant les virus capables de reconnaitre leur récepteur cellulaire
(Histo-Blood Antigen Group pour les norovirus) avant la détection
des génomes de virus infectieux (Dancho et al., 2012; Escudero-
Abarca et al., 2014; Nuanualsuwan and Cliver, 2003). Ces approches
donnent quelques bons résultats dans des situations particuliéres,
mais la méconnaissance des mécanismes d'inactivation virale au
niveau moléculaire empéche de préciser les conditions optimales
d'utilisation. La deuxiéme possibilité, bien que controversée, serait
d'utiliser un marqueur indirect de viabilité de nature virale comme
les bactériophages fécaux dont le caractére infectieux est trés facile
a démontrer. C'est ainsi que la détection de génome viral, associée
a la présence de bactériophages fécaux (phage ARN F-spécifiques,
coliphages somatiques, phages de Bacteroides fragilis), pourrait étre
reliée a une probabilité forte de présence de virus entériques infectieux
dont le génome seul a été détecté (logigramme Anses (Afssa, 2007)).

Il faut néanmoins rappeler que la présence d'indicateurs bactériens
de pollution fécale est clairement associée a un risque viral puisque
les virus entériques sont eux aussi d'origine fécale et sont considérés
comme plus résistants que ces bactéries dans l'environnement. Il n'est
alors pas nécessaire de faire des recherches virologiques colteuses,
mais plut6t de tenter d'abaisser le niveau de pollution fécale par des
procédures adaptées. Ce n'est qu'en l'absence d'indicateurs bactériens
que le danger viral devrait é&tre précisé par une recherche de génome
associée ou non a des bactériophages fécaux car les indicateurs
bactériens peuvent sous-estimer la présence de virus entériques.

Il est incontestable que la nouvelle norme XP CEN ISO/TS 15216
(2013) est une avancée majeure pour identifier l'origine des TIAC et
pour accumuler des données de surveillance harmonisées. Néanmoins,
il est impératif de mieux comprendre les mécanismes moléculaires
qui conduisent a l'inactivation des virus pour limiter la surestimation
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dans les approches prospectives et proposer des protocoles de
discrimination des virus infectieux et des virus non infectieux sur
des bases scientifiques solides. Par ailleurs, les marqueurs indirects
de pollution fécale et d'estimation du caractere infectieux ont un
role important a jouer dans de nombreuses situations pour estimer
un danger viral dans les aliments mais aussi pour évaluer l'efficacité
virucide des traitements. Enfin, la possibilité récente de pouvoir cultiver
invitro les norovirus humains ouvre, elle aussi, des perspectives.
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