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SOMMAIRE

Selon I’Institut national de santé publiqgue du Québec (INSPQ), les infections nosocomiales
constituent une cause majeure de complication des soins de santé avec comme impacts, une
augmentation de la mortalité et de la morbidité, une prolongation de I’hospitalisation et une
majoration importante des codts de santé. Ces infections représentent la quatrieme cause de
mortalité au Canada et sont & I’origine d’un grand nombre de lésions professionnelles (Raka et
coll. 2006). Bien que des efforts considérables soient faits sur le terrain pour endiguer ce
probléme, les infections nosocomiales perdurent et tendent & se complexifier : résistance aux
antibiotiques, souches plus virulentes, etc. Le risque encouru par le personnel travaillant dans les
milieux de soins doit donc étre revu et redéfini sur les bases des nouvelles approches
moléculaires d'analyse des bioaérosols. Peu d’investigations sérieuses sur ce vecteur ont été
réalisées (Beggs, 2003; Tellier, 2009; Lindsley et coll. 2010). Pourtant, le personnel travaillant
dans les milieux de soins est en contact fréquent avec des agents biologiques infectieux presents
dans I’air et I’environnement.

Cette activité exploratoire avait pour but de valider, dans un premier temps, la mise en place de
méthodologies afin de mieux détecter la présence de virus dans les milieux de soins et, dans un
second temps, d'évaluer si ces méthodologies ainsi que les données préliminaires obtenues
peuvent étre appliquées dans une étude de plus grande envergure portant sur cette thématique de
recherche.

Deux techniques d’échantillonnage de I’air différentes furent utilisées sur le terrain en faisant
appel d’une part, a un échantillonneur experimental, le NIOSH 251, et d’autre part, au
Coriolispu® de Bertin Technologies. A la suite du traitement des échantillons visant a les
concentrer, I’acide ribonucléique (ARN) a été extrait. Les cibles spécifiques telles I’Influenza A
et B, ainsi que les Norovirus G1 et G2 furent détectées par réaction en chaine par polymérase en
temps réel (PCR quantitative en temps réel). Afin d’évaluer la résistance des Norovirus a
I’aérosolisation, nous avons utilisé un modele de culture cellulaire et de Norovirus murin. Des
aerosols ont été génerés dans une chambre environnementale, pour étre ensuite echantillonneés.
La charge virale totale des échantillons fut évaluée par PCR quantitative en temps réel et la
viabilité des virus par culture cellulaire.

En ce qui concerne les virus Influenza, il a été possible de détecter leur présence dans I’air de
salles d’urgence a I’aide d’échantillonnages sentinelles. Ces derniers furent aussi détectés dans
une chambre de patient ainsi que dans le couloir adjacent. Nous avons aussi détecté le Norovirus
dans I’air de plusieurs chambres de patients (hopital et centre d’hébergement et de soins de
longue durée [CHSLD]), dans les corridors adjacents, au poste d’infirmiére ainsi que sur des
surfaces, suggérant ainsi une exposition professionnelle sous-estimée et non documentée.
Concernant les essais en chambre environnementale, nous avons démontre qu’il est possible de
récolter des particules virales infectieuses a I’aide d’échantillonneurs d’air, suggérant la
résistance du Norovirus au stress d’aérosolisation.


http://www.inspq.qc.ca/
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1. INTRODUCTION

1.1 Origine et contexte

Cette activité exploratoire visait a documenter I’utilisation de méthodes moléculaires afin de
réaliser la détection de virus respiratoires et enteriques aéroportés en milieu hospitalier. Au
départ, nous avions comme objectif de documenter de fagon préliminaire I’exposition du
personnel non soignant en milieu hospitalier aux virus respiratoires. Par la suite, puisque la
problématique de transmission du Norovirus a émergé, nous avons ajouté ce volet au projet et
inclus les environnements propices a I’exposition du personnel soignant. L’utilisation de
méthodes moléculaires a comme potentiel de permettre une quantification sensible et spécifique
de virus aéroportés. Elle peut s’avérer un outil polyvalent qui permettrait de documenter
I’exposition des travailleurs aux aérosols viraux.

Nous avons réalisé que peu de données concernant les concentrations de virus Influenza et de
Norovirus en milieu hospitalier sont disponibles. La persistance de la contamination virale dans
I’air des unités de soins soit a la suite d’une présence prolongée de patients infectés par des virus
ou encore lors de visites a I’'urgence de patients potentiellement porteurs est peu connue. Il est
par consequent difficile d’évaluer le risque encouru par les divers travailleurs opérant dans ces
établissements (soins, entretien ménager, etc.). Méme si la majorité des travailleurs n’ont pas de
contact direct avec les sources connues d’aérosols viraux (patients), ils pourraient néanmoins étre
exposés a des agents infectieux transmis par I’air ou manipuler du matériel contaminé par des
aerosols ayant sédimenté. Cette étude atteint une large population de travailleurs puisque les
environnements potentiellement contaminés par des virus aeroportés sont frequentés par une
grande diversité de personnes.

1.2 Aérosols

Bien que les risques associés a une exposition aux virus respiratoires soient bien documentes,
leurs routes et voies de transmission ne sont pas clairement établies (Blachere 2009).
Genéralement, on considére qu’il existe trois voies de transmission des virus respiratoires telle
I’Influenza (Figure 1):

1. Le contact direct entre une personne infectée et une personne non infectée ou le contact
indirect avec des surfaces ou objets (vecteurs passifs ou «fomites ») puis vers la bouche;

2. L’exposition a des gouttelettes (plus ou moins grosses) lors de toux ou d’éternuements
(particules de plus ou moins 100 microns);

3. L’inhalation d’aérosols (particules de quelques microns).

La transmission de I’Influenza par la voie des aérosols est abondamment étudiée et cette voie est
compatible avec une infection des voies respiratoires.

Dans le cas des virus comme le Norovirus, de trés rares évidences suggeérent une possible
transmission par I’air. 1l est connu que la principale voie de transmission du Norovirus se fait par
voie fécale-orale par un contact direct ou indirect. En se basant sur des données empiriques,
certains auteurs croient que ce virus puisse se transmettre par le biais d’aérosols (Marks et coll.
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2000; Marks et coll. 2003). Il est donc possible que la voie de transmission par aérosols soit en
cause et que les aérosols ayant la capacité a rester en suspension pendant plusieurs minutes, voire
plusieurs heures, soient ensuite inhalés par les voies respiratoires puis redirigés vers le tractus
intestinal lors de la déglutition. Cette voie d’exposition expliquerait le grand nombre de cas
infectés parmi les travailleurs en 2011, puisque la grande majorité d’entre eux (nutritionnistes,
physiothérapeutes, archivistes, etc.) n’avaient pas de contact direct avec les patients. De plus, la
plupart des infections transmises par voie fécale-orale sont fortement en régression dans les pays
développés, ceci étant di a I’imposition de mesures d’hygiene strictes. Toutefois, I’incidence du
Norovirus ne semble pas régresser. La transmission par aérosols qui seraient potentiellement
générés lors de vomissements et de diarrhées explosifs pourrait expliquer en partie cette
observation.
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Figure 1 : Emission de gouttelettes ou d’aérosols par une personne infectée par un virus
(Source : Federal Interagency Committee for Indoor Air Quality).

Pour la plupart des agents infectieux aéroporteés, la contribution relative de chacune de ces voies
de transmission n’a pas été établie. De nombreux facteurs tels I’humidité relative, la température,
I’intensité de production de virus par la personne infectée et I’infectivité des virus (probabilité
d’infection par virus) auront une influence sur ces voies de transmission (Nicas et Jones, 2009).
Les données concernant la distance que peut franchir une gouttelette ou une plus petite particule
émise par un patient infecté avant de sédimenter sur les surfaces sont rares, mais il est reconnu
qu’elle peut varier selon la ventilation, la turbulence des gaz avoisinants, le mode de production
de la particule et la taille de celle-ci.

Dans le cas de transmission par aérosols, le virus est porté sur des particules de plus petite taille
qui sont soit respirables puisqu’elles ont la capacité de pénétrer dans les poumons jusqu’aux
alvéoles pulmonaires, soit inhalables car elles peuvent se déposer dans les régions
trachéobronchique et naso-pharyngée (Beggs, 2003; Fabian et coll. 2008). Les petites particules
d’aérosols, contrairement aux plus grosses émises lors d’éternuements et de toux, sont émises
spontanément lors de la respiration des personnes infectées (Nicas et Jones, 2009). Blachere et
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collaborateurs ont quant a eux démontré récemment que lorsque des virus sont retrouvés dans
I’environnement du personnel de la santé, plus de 50 % de ceux qui sont détectés se retrouvaient
dans la fraction respirable des aérosols (Blachere et coll. 2007).

1.3 Milieu hospitalier

Le milieu hospitalier fait appel a plusieurs types de travailleurs. Certains prodiguent des soins et
sont en contact direct avec le patient infecté et son environnement (médecins, infirmiéres,
préposes). D’autres n’ont pas de contact direct, mais evoluent dans un environnement qui peut
contenir des agents infectieux (brancardiers, personnel de I’entretien ménager, archivistes,
préposes a la cafétéria). Ce milieu complexe est souvent géré de fagon a minimiser le contact de
personnes infectées avec des personnes saines (salles d’isolement a I’urgence, isolements sur les
étages). Toutefois, il est clair que si la voie des aérosols est un canal de transmission important
de certains virus, ceux-ci peuvent se propager au-dela des zones d’isolement.

Gréce a I’application de procédures strictes, il est possible de limiter les contacts directs ou
indirects en isolant les patients infectés. Puisque le contact par exposition a des gouttelettes se
fait avec des particules de taille importante (de plus ou moins 100 microns) qui sédimentent
rapidement, le contact étroit avec la personne infectée est alors évite par un isolement appelé
« gouttelettes ». Un autre type d’isolement est appliqué pour les maladies étant connues comme
transmissibles par I’air, soit la tuberculose, la rougeole, la varicelle et la rubéole. L’isolement
appelé « aérosols » est appliqué seulement dans certaines circonstances bien particulieres.

Pour certains agents pathogénes, comme I’Influenza, la vaccination peut s’avérer un moyen
préventif pour la protection des travailleurs. Toutefois, elle se limite a certains agents infectieux
et le taux de vaccination est faible dans la population. En moyenne, seulement 50 % des
travailleurs du le domaine de la sante se font vacciner contre I’ Influenza.

D’autres sources d’émission d’aérosols dans I’environnement des unités de soins sont
envisageables, par exemple la chasse d’eau des toilettes. En effet, des chercheurs ont démontré la
lourde charge virale contenue dans la diarrhée de patients atteints d’infection virale. Une étude
de Baker et Jones (2005) a permis de déterminer que les virus et les bactéries présents dans I’eau
des toilettes sont aérosolisés efficacement lorsque la chasse d’eau est actionnée (Barker et Jones,
2005). 1l est donc possible que I’air des chambres de patients infectés au Norovius soit chargé de
particules virales qui seront aérosolisees lors du tirage de la chasse d’eau et/ou du nettoyage de la
chambre.

1.4 Le Norovirus

Le Norovirus est un virus a ARN simple brin, non enveloppé, d’environ 30 nm de diamétre
(Koopmans et Duizer, 2004), appartenant a la famille des Caliciviridae. Bien qu’il s’agisse d’un
virus classiquement incriminé comme agent causant des infections alimentaires courantes, c’est
la premiére cause d’infections alimentaires virales aux Etats-Unis. Dans ce projet de recherche,
nous traiterons de ce virus dans le cadre des infections nosocomiales. Il s’agit de la cause de
gastroentérite (nosocomiale ou acquise dans la communauté) la plus courante dans le monde
(Koopmans et Duizer, 2004). Les symptomes associés a cette infection ont une durée égale a
celle de la phase d’incubation soit environ 12 a 48 h (INSPQ 2006). Les principaux symptomes
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sont une diarrhée, des vomissements, des céphalées, de la myalgie, et des frissons (INSPQ 2006).
La dose infectieuse de ce virus est trés faible; elle est estimée aux alentours de 10 & 100 virions
(INSPQ 2006). Le virus se divise en plusieurs génogroupes, mais seulement deux d’entre eux
sont connus pour infecter I’homme, soit les génogroupes G1 et G2. Il a été estimé qu’au Canada,
durant la saison 2004-2005, 96 % des infections a Norovirus dans les hdpitaux étaient causees
par le génogroupe G2. Bien que ce chiffre ne soit représentatif que d’une saison, il illustre le fait
que la majorité des infections en milieu de soins est causée par le génogroupe G2 (INSPQ, 2006;
Lamhoujeb et coll. 2008). Les Norovirus sont tres résistants et peuvent demeurer infectieux sur
une surface pour une période prolongée. De plus, ce virus résiste aux produits de nettoyage
domestique tels que les ammoniums quaternaires et les alcools. 1l posseéde une résistance partielle
au peroxyde d’hydrogene et a certains produits chlorés (Patterson et coll. 1997; Cheesbrough et
coll. 2000; Ngazoa et coll. 2008; Jean et coll. 2011). Sa persistance dans le temps et dans
différentes conditions est étudiée depuis peu. Toutefois, il est a noter qu’a ce jour la culture des
Norovirus humains sur des lignées cellulaires demeure expérimentale (Straub et coll. 2011). Les
études sur la viabilité du Norovirus sont faites par analogie avec un modeéle viral ou en utilisant
des outils de biologie moléculaire permettant d’éliminer les virus dont les capsides ne sont plus
étanches (Lamhoujeb et coll. 2008).

Plusieurs études de type épidéemiologique ont décrit des situations ou le virus semble avoir été
transmis par aérosols (Gellert et coll. 1990; Chadwick et McCann 1994; Marks et coll. 2000;
Marks et coll. 2003). Une hypothése actuellement acceptée est que le virus puisse se déposer
dans I’axe naso-pharyngé et étre dégluti par la suite. Une seule étude scientifique a révélé la
présence de ce virus dans I’air (Santé Canada; Boivin et coll. 2000). Néanmoins, vu la
méthodologie utilisée, il n’était pas possible de déterminer la quantité ou I’état du virus. Sur le
plan médical, ce virus est réputé pour avoir un faible taux de mortalité dans les pays développés.
Cependant, la morbidité associée a cette infection est importante. Le Norovirus engendre des
problemes pouvant paralyser des unités de soins durant plusieurs semaines (Chadwick et
McCann 1994; INSPQ 2006; Said et coll. 2008; Li et coll. 2012). Il est donc important de
comprendre sa dissemination dans I’environnement pour ériger des barriéres plus efficaces dans
I’optique de réduire sa propagation chez les individus.

1.5 Le virus Influenza

Le virus Influenza est un virus enveloppé a géenome ARN simple brin, multisegmenté, de polarité
négative. La taille des particules virales est d’environ 100 nm (Stanley, 1944). La durée
d’incubation moyenne de I’Influenza est de 1 & 4 jours avec une moyenne de 2 jours (Boivin et
coll. 2000). L’infection par ce virus est caractérisée par des myalgies, toux, céphalees, frissons,
inconfort généralisé, maux de gorge pour une période d’environ 5 a 10 jours (Boivin et coll.
2000). La dose infectieuse pour ce virus est trés variable en fonction de I’individu et les
consensus sont difficiles a établir. Toutefois, la dose est généralement estimée entre 100 et 1000
virions dépendamment de la souche virale, de I’état de santé et de I’age de I’h6te (Merck, 2008).

Dans les hopitaux, chaque année, I’Influenza est responsable de I’hospitalisation d’un grand
nombre de patients qui représentent des sources d’émission importantes de virus. De plus, le
virus Influenza est un agent pathogene s’attaquant aux epithéliums respiratoires et oculaires
(Bischoff et coll. 2011) ce qui laisse croire que le port du masque ne serait pas suffisant pour se
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protéger des particules infectieuses. Certains auteurs suggeérent qu’il s’agit d’un virus peu
résistant dans I’air et qu’il n’est pas transmissible par aérosols (Brankston et coll. 2007, Lemieux
et coll. 2007), tandis que d’autres affirment le contraire (Tellier, 2006; Tellier, 2007, Tellier
2009). Les travaux du NIOSH ont permis de détecter ce virus a différents endroits dans des
unités de soins (CDC, 2009). Malheureusement, leur modéle expérimental ne permettait pas de
savoir si le virus était encore infectieux. D’autres équipes ont étudié plus précisément la perte
d’infectivité dans I’air; ces études ont révélé une certaine resistance du virus tout au long du
processus d’aérosolisation et d’échantillonnage (Blachere et coll. 2007; Bischoff et coll. 2011,
Blachere et coll. 2011). Des informations sont manquantes quant a la transmission de I’Influenza
par aérosols, par exemple : les charges virales résiduelles émises par un patient n’ont jamais été
quantifiées.

Ce n’est pas d’hier que des études menées sur les animaux ont tenté d’élucider les modes de
transmission de la grippe. Une expérience menée par Schulman sur des souris (Schulman, 1967;
Schulman, 1968) a démontré une forte corrélation entre les taux d'infection et de renouvellement
de I'air, indépendamment du fait que les souris infectées et non infectées étaient physiquement
séparées. Les souris saines éetaient plus susceptibles de devenir infectées lorsqu'elles étaient dans
la méme cage qu’une souris infectée que lorsqu’elles étaient logées dans une cage séparée
adjacente. Des particules infectieuses de 10 mm de diameétre produites par les souris infectées ont
été trouvées par échantillonnage de I’air ce qui suggére que la transmission aérienne par des
noyaux de gouttelettes pourrait s'étre produite.

Loosli et collaborateurs (Loosli et coll. 1943) ont évalué I'effet de I'humidité sur la capacité du
virus de la grippe a infecter une souris dans une piece non ventilée avec de l'air constamment
agité. Exposés a un taux d’humidité relative de 17 a 24 %, les animaux ont été infectes par le
virus de la grippe jusqu’a 20 h apres que le virus ait été introduit sous forme d'aérosols dans la
salle, il est a noter que la proportion d'animaux infectés a diminué au fil du temps. Une grande
proportion de ceux-ci ont été infectés méme si le sol avait été vigoureusement balayé 22 h apres
I’exposition, ce qui suggere que le dessechement du virus n’élimine pas l'infectiosite.

Il est difficile d’extrapoler ces résultats a I'nhnumain et il est important de comprendre qu’il s’agit
davantage de preuves de concept que de faits concernant la transmission du virus Influenza.

1.6 Problématique en milieu hospitalier

Puisque la charge virale dans I’air des différentes unités de soins des hépitaux hébergeant des
patients infectés est peu documentée, il est essentiel de mettre au point des méthodes permettant
une telle analyse. Que ce soit dans les chambres en présence de patients infectés, a I’'urgence ou
dans des chambres aprés un congé du patient, si des particules d’aérosols sont formees, elles
pourraient demeurer en suspension durant plusieurs heures. La persistance et I’importance de la
charge virale sous forme d’aérosols n’ont jamais été documentées et aucun protocole de
décontamination de I’air efficace n’existe ou n’est appliqué en milieu hospitalier.

Les données de la Commission de la santé et de la sécurité du travail du Québec (CSST)
concernant les lésions professionnelles chez les travailleurs quebécois démontrent que de 2003 a
2006, les virus ont causé plus de 440 lésions professionnelles indemnisées, que ce soit dans les
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hopitaux ou d’autres établissements de soins de santé (CSST, depdt des données centrales et
régionales, 2009). Bien que les détails concernant les personnes indemnisées (tache, type
d’emploi) ne soient pas disponibles, il est probable que des employés autres que le personnel
soignant fassent partie des personnes atteintes.

Les difficultés liées a la recherche sur les humains infectés rendent incomplétes les données de
propagation des virus dans I’air. Les preuves de transmission par aérosols sont établies de fagon
indirecte en utilisant des modéles mathématiques qui démontrent que deux patients infectés ont
pu se contaminer de facon indirecte et a longue distance. Un exemple éloquent est I’étude du
mode de transmission du virus du syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) (Yu et coll. 2004).
La méconnaissance des routes de transmission et le role exact de la transmission par aérosols
rendent essentielle I’étude du contenu viral des aérosols.

Un rapport publié en 2009 par un comité chargé d’évaluer les protections respiratoires pour les
travailleurs de la santé dans un contexte d’exposition au virus Influenza A HIN1 documente bien
le risque associé aux aérosols. Livermann et collaborateurs mentionnent que la transmission par
aerosols est une route de transmission potentielle (Liverman et coll. 2009). Une des conclusions
de ce rapport stipule que la recherche sur la transmission d’Influenza par aérosols doit étre
intensifiée. Une étude récente établit que la voie de transmission par aérosols constitue la voie
dominante pour I’Influenza; cette étude se base sur le fait que les aérosols ont la possibilité de se
disséminer dans I’air et d’y rester de maniére prolongée (Atkinson et Wein 2008).

L’étude des virus dans I’air a longtemps été considéree comme fastidieuse. Effectivement, les
techniques classiques utilisant principalement les méthodes de cultures cellulaires ainsi que la
microscopie électronique ne permettaient pas la déetection rapide et précise des agents viraux.
Aujourd’hui, grace aux nouveaux outils de biologie moléculaire, principalement la réaction de
polymérase en chaine quantitative en temps réel (QPCR), la quantification des virus dans
I’environnement est grandement simplifiée. De plus, les nouvelles connaissances en aérobiologie
et les nouveaux appareils d’échantillonnage facilitent la capture des virus dans I’air (Verreault et
coll. 2008).

La littérature concernant I’exposition aux aérosols viraux est extrémement limitée. Nous croyons
que les travailleurs exposés a I’environnement des patients, que ce soit en présence ou en
I’absence de ces derniers, sont a risque d’étre exposés a des virus sous forme d’aérosols et de
contracter des maladies infectieuses. La caractérisation de cet environnement de travail sera une
premiére et les données pourront servir d’assise a un projet de plus grande envergure ou d’autres
environnements publics et de soins de santé pourront étre étudiés (garderies, écoles, cliniques
dentaires, etc.).

Grace a la collaboration du D" William Lindsley du CDC/NIOSH (Centers for Disease
Control/National Institute for Occupational Safety and Health), qui nous a fourni des
échantillonneurs cyclones/filtres ultramodernes et non encore disponibles commercialement
appelés NIOSH 251, nous avons pu évaluer I’utilisation de ces derniers dans un contexte
d’échantillonnage de virus lors de séances d’échantillonnage longue durée.
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2. OBJECTIFS DE RECHERCHE

Ce projet de recherche a pour but d’enrichir les connaissances concernant I’étude de la
dissémination des virus causant des infections acquises dans les milieux de travail, plus
particulierement dans I'air en milieu hospitalier. Peu de données sont disponibles dans la
littérature et le risque étant mal compris, les moyens de prévention appliqués ne sont peut-étre
pas adéquats. A titre d'exemple, dans un hopital de la région de Québec, plus de 178 cas de
gastroentérite ont été rapportés chez les travailleurs au cours d'une épidémie de gastroentérite a
Norovirus dans un centre hospitalier en 2010-2011 (communication personnelle). Les
travailleurs de différents milieux étaient touchés incluant des travailleurs n’ayant pas eu de
contacts directs avec les patients tels que le personnel responsable de I’hygiéne et de la salubrité
ou du service de nutrition.

Cette activité exploratoire a donc pour but de valider, dans un premier temps, la mise en place de
méthodologies afin de mieux détecter la présence de virus dans les milieux de soins, et, dans un
second temps, d'évaluer si ces méthodologies ainsi que les données préliminaires obtenues
pourraient étre appliquées dans une étude de plus grande envergure portant sur cette thématique
de recherche.

Afin de mieux documenter la présence de virus dans I’air en milieu hospitalier, contexte ou de
tres faibles concentrations pourraient étre retrouvées, il est essentiel de developper des outils
d’observation et d’analyse sensibles et polyvalents. Ainsi, les questions suivantes ont été posées :
1. Est-il possible de verifier la présence du virus Influenza dans I’air de I’unité d’urgence d’un
hopital & I’aide d’échantillonnage sentinelle longue durée et de I’appareil NIOSH 251?

2. Peut-on détecter et quantifier la présence d'agents infectieux comme I’Influenza A et B et les
Norovirus G1 et G2 dans les unités de soins, soit & I’intérieur et en dehors des chambres des
patients dont le statut infectieux est connu?

3. Est-il possible d’étudier la survie de Norovirus lors du passage en aérosol d’un virus modele.

4. Est-ce que I’efficacité de récolte de I’échantillonneur NIOSH 251 est comparable a celle du
Biosampler de SKC?

Les objectifs spécifiques de ce projet pilote peuvent donc se décrire comme suit :
1. Réaliser a I’aide d’un échantillonnage sentinelle la détection de I’ADNc de virus Influenza
par gPCR;

2. Reéaliser la détection et la quantification de I’ADNCc des virus Influenza et Norovirus:
a. dans I’air, a I’aide d’un échantillonneur haut debit;
b. sur les surfaces par frottis;

3. Verifier si des virus de type Norovirus murin peuvent demeurer infectieux a la suite d’une
aerosolisation et d’un échantillonnage.

Comparer deux types d’échantillonneurs différents.
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3. PRESENCE DE VIRUS DANS L'AIR A L’URGENCE
3.1 Matériel et méthodes

3.1.1 Echantillonnage de I'air

L’échantillonnage a eu lieu dans cinq sites différents (salle d’attente, salle de triage, salles
d’examen #1 et #2, couloir) d’une urgence de la région de Québec (tableau 1). Pour chacun des
cing sites, les échantillonneurs fonctionnaient pour une durée approximative de 24 h et étaient
remplaces apres ce temps. Trois périodes d’eéchantillonnage de 24 h ont eu lieu consécutivement
du 15 février au 17 février 2011 soit lors de la semaine 6 (semaines CDC) de la période d’activité
grippale de I’année 2010-2011 (Figure 2). Bien que les échantillonnages aient été réalisés en
période d’activité grippale, nous n’avions aucune indication a savoir si des patients porteurs
d’Influenza se présenteraient a [|’urgence lors des périodes d’échantillonnage. Les
échantillonneurs de type NIOSH étaient situés a un meétre du sol et reliés a des pompes Gilian2
(Sensidyne Gilian, Milheim; Allemagne) fonctionnant a un débit de 2 L d’air par minute; ces
pompes étaient calibrées le jour méme de leur utilisation a I’aide d’un débitmetre DryCal®
(BIOS International Corporation, Butler, NJ). Les débits étaient vérifies apres échantillonnage
grace a un rotamétre modéle F-4001 (Gilmont-®Intruments, Barrington Il), aucune variation
significative n’a été observée entre le débit d’air pre et postéchantillonnage. Aucun parametre n’a
étée modifie entre les différentes périodes d’échantillonnage.
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Figure 2 : Nombre et pourcentage des tests positifs d’Influenza rapportés par les laboratoires
sentinelles du Québec, saison 2010-2011 (Source : LSPQ, INSPQ, 22 fév. 2011).

3.1.2 Traitement et analyse des échantillons

L’extraction d’ARN a été effectuée avec la trousse commerciale MagMax™ Viral RNA
Isolation Kit (Ambion, Carlsbad, CA) selon les instructions du fabricant avec utilisation d’un
ARN contrdle interne soit le XenoRNA™ de la méme compagnie. Cet ARN synthétique permet
de vérifier la qualite de la rétrotranscriptase. Le volume de I’aliquote prélevé de I’échantillon de
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départ était de 400 pL alors que I’élution se faisait dans 50 pL. Les échantillons d’ARN isolés
étaient soumis immédiatement a la PCR en temps réel ou étaient congelés a -80 °C.

L’ARN a été transformé en ADN complémentaire a I’aide d’une PCR rétrotranscriptase. Pour ce
faire, la trousse iScript™ cDNA Synthesis Kit (BioRad, Hercules, CA) a été utilisée selon les
instructions du fabricant; 15 pL de I’éluat d’ARN étaient utilisés comme matériel a transformer.
Les échantillons étaient par la suite congelés a -20 °C avant I’analyse par PCR quantitative.

La détection de I’ADNCc du virus Influenza dans les échantillons est effectuée a I’aide de la PCR
quantitative. Deux PCR sont utilisées pour la détection de différents types de virus soit
I’Influenza A et I’Influenza B. Le protocole utilisé pour I’Influenza A est celui préparé par les
CDC pour I’Organisation mondiale de la Santé (OMS) (CDC 2009). Pour I’Influenza B, le
protocole est issu de la littérature (Selvaraju and Selvarangan 2010). Nous avons testé I’efficacité
de cette PCR et en avons déterminé la limite de détection a I’aide de nos appareils. Pour
I’Influenza A, une concentration moyenne de 2x10" copies de I’ADNc par réaction est nécessaire
pour détecter la présence du virus; il s’agit de notre seuil de détection expérimental. Dans le cas
de I’Influenza B, nous avons un seuil de détection expérimental de 5x10" copies de I’ ADNc par
réaction. Lors des quantifications, des échantillons de contréle étaient ajoutés. En effet, un blanc
d’extraction d’acides nucléiques fut réalisé lors de chaque ronde d’extraction et était soumis aux
mémes procedures que les échantillons terrain. De plus, un blanc qPCR était réalisé lors de
chaque ronde d’amplification. S’il advenait que ces échantillons soient positifs, leurs valeurs
étaient systématiquement soustraites aux échantillons terrain positifs.

La quantification a été réalisée grace a I’utilisation d’une courbe étalon constituée de dilutions
sériées logarithmiques de valeurs connues d’un vecteur plasmidique dans lequel est insérée une
copie du gene d’intérét reconnu par les amorces et sondes utilisées. La courbe étalon s’étend de
10° & 10" molécules. Toutes les manipulations de réactifs PCR et d’échantillons étaient faites
dans deux hottes a PCR respectives.

La réaction était réalisée dans 25 pL de réactif gPCR 1Q®ProbeSupermix de Biorad (BioRad,
Hercules, CA). L’appareil utilisé pour effectuer nos qPCR était I’Opticon 2 de MJ Research
(BioRad, Hercules, CA). La détection du contrdle interne (XenoRNA) se faisait selon les
instructions du fabricant. Nous avons détecté les contréles internes dans tous les échantillons
analysés. Les données étaient analysées avec le logiciel Opticon Manager® de BioRad. Le bruit
de fond était soustrait en utilisant la fonction « average over cycle range » du logiciel. Les
valeurs seuils [threshold values (Ct)] étaient déterminées automatiquement par le logiciel en
utilisant un intervalle de confiance de 0,05. La courbe standard générée permet la mesure de
I’efficacit¢ de la PCR (E) selon I’équation: E= ([10 "YP*"]-1)x100. Les résultats étaient
considérés comme adéquats lorsque la valeur E était au-dessus de 90 % et que I’erreur standard
entre les points était de moins de 0,1. De plus, un témoin négatif était fait pour chaque réaction et
devait s’avérer negatif pour que les résultats soient pris en considération.
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3.2 Résultats

3.2.1 Présence du virus Influenza a l'urgence

Le virus Influenza a été quantifié dans I’air de différents sites d’une salle d’urgence hospitaliére.
Le tableau 1 présente la quantité de virus trouvés a différents sites. L’étude a eu lieu pendant
trois périodes de 24 h. Les résultats ne sont pas présentés en concentration par metre cube étant
donné que des résultats positifs dans ce contexte représentent probablement une émission
sporadique et non une exposition continue pour un site donné.

Tableau 1 : Nombre de copies de I’ADNc par échantillon, détectées dans différents sites
d’un département d’urgence.

d’i?tlelflte Star Iilaeg(:e Salle d’examen 1  Salle d’examen 2  Couloir
Jour 1 n/a 20 866 n/a n/a n/a
Jour 2 n/a n/a n/a 159 195
Jour 3 n/a n/a n/a 83 n/a

n/a : Echantillons pour lesquels aucune détection n’a été possible

3.3 Discussion

Les résultats obtenus dans I’air des urgences démontrent la faisabilité de ce protocole. La mise en
évidence de la présence de virus Influenza aéroportés dans I’air de différentes sections des unites
de I'urgence du Centre hospitalier de I’Université Laval (CHUL) nous permet de répondre
positivement a la premiere question de la présente recherche. En effet, il a été possible malgré
I’incertitude liée au statut infectieux aléatoire des visiteurs de I’urgence de détecter la présence
de virus Influenza grace a I’appareil NIOSH 251 utilisé sur de longues périodes de temps. Ce
dernier pourrait donc servir a réaliser des échantillonnages sentinelles ciblés dans I’intention de
connaitre et d’identifier la présence de virus malgré les mesures de confinement et ainsi justifier
I’utilisation de mesures de protection personnelles. Vu la durée de I’échantillonnage et la
méthodologie appliquée, il n’était pas pertinent de donner une valeur en quantité de virus par m?
d’air. Effectivement, cette valeur aurait été une estimation erronée étant donné le temps
d’échantillonnage. La quantité de virus dans I’air a di varier avec le temps et il ne serait pas
prudent d’estimer la quantité de virus dans I’air pour une période d’échantillonnage de 24 h. Le
nombre de génomes détectés peut donc représenter un évenement unique qui ne peut pas étre
extrapolé en concentration moyenne.

On peut se demander si la quantité de virus retrouvés, quantifiés par I’ADNc présent dans Iair,
correspond a la quantité de virus infectieux présents dans I’air. Malheureusement, notre
méthodologie ne nous permet pas de nous prononcer sur ce sujet. Toutefois, au regard de la
littérature, nous pouvons observer qu’une équipe de scientifiques a pu relever la présence de
virus Influenza dans I’air d’une urgence avec le méme échantillonneur (Blachere, 2009). 1l serait
donc intéressant, dans une etude future, de quantifier les virus par des techniques de culture
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cellulaire. Toutefois, la méthode d’échantillonnage représentant un stress important pour les
agents présents dans I’air, I’absence de viabilité dans les échantillons ne veut pas dire I’absence
de viabilité dans I’air. A ce jour, nous n’avons pas acceés aux agents dans I’air sans passer par une
étape d’échantillonnage, induisant ainsi un inévitable biais. Rappelons que cette étude constitue
un projet pilote sur I’échantillonnage des virus en milieu de soins et que la quantification des
virus infectieux n’était pas un de nos objectifs. Toutefois, il serait primordial d’approfondir ce
sujet dans une etude a plus grande échelle.
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4, PRES,ENCE DE NOROVIRUS ET DE L'INFLUENZA DANS LES
UNITES DE SOINS

4.1 Matériel et méthodes

4.1.1 Echantillonnage

Ces travaux furent menés lors de la période d’activité grippale 2011-2012 soit entre les semaines CDC
12 06 et 12 10 du graphique présenté a la figure 3, ainsi que lors d’une éclosion de gastroentérites a
I’automne 2011. Contrairement aux échantillonnages menés a I’'urgence ou le statut infectieux des
visiteurs était inconnu, ici, grace au comité de prévention des infections de I’établissement participant,
nous disposions de renseignements a propos du statut infectieux des patients occupant les chambres a
I’étude. Pour I’échantillonnage dans les chambres et les unités de soins, nous avons utilisé un
échantillonneur haut débit soit le Coriolisu de la compagnie Bertin Technologies (Montigny-le-
Bretonneux, France). Cet échantillonneur était utilisé a un débit de 200 L/min pendant 10 minutes. Le
principe d’échantillonnage est I’impaction tangentielle liquide dans un volume de 15mL de tampon
phosphate salin (PBS). Des échantillons étaient prélevés aux postes des infirmieres, dans les couloirs
devant les chambres et a I'intérieur de celles-ci ou se trouvaient un ou des patients infectieux.
Léchantillonneur nous permettait de prélever un grand volume d’air soit 2 m* en 10 minutes. Cela nous a
permis d’obtenir un volume d’air considérable pour évaluer la quantité de virus par m*® d’air au moment
de Iéchantillonnage. Les virus dans les échantillons récoltés ont été concentrés a I’aide d’une colonne
tangentielle d’ultrafiltration d’une porosité de 50 kDa (Millipore, MA); le volume final était de 1 Ml

Nombre et pourcentage de tests influenza positifs selon la semaine CDC, province de
Québec, saison 2011-2012
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Figure 3 : Nombre et pourcentage des tests positifs d’Influenza rapportés par les
laboratoires sentinelles du Quebec, saison 2011-2012 (Source : LSPQ, INSPQ, 10 mai
2012).
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Lors de quatre journées d’échantillonnages, huit chambres de patients ont été visitées pour le
Norovirus et quatre chambres de patients pour I’Influenza dans un centre hospitalier de la région
de Queébec. Dans les chambres, un maximum de 10 échantillons de surface étaient prélevés a
I’aide d’écouvillons stériles (PurFlock® Puritan, ME) immergés dans 2 mL de PBS.

Un deuxieme protocole d’échantillonnage ciblant spécifiquement le Norovirus fut réalisé dans
les centres d’hébergement et de soins de longue durée (CHSLD). Au total, dans les huit CHSLD
visités, 25 chambres de patients furent échantillonnées ainsi certains corridors et postes des
infirmieres contigus, pour un total de 45 échantillons (25 chambres, 14 corridors/espaces
communs et 6 postes). Pour étre inclus dans I’étude, les CHSLD a I’étude devaient héberger un
minimum de trois patients avec des symptomes actifs de gastroentérite. L’identité du Norovirus
présent dans les établissements fut confirmée a posteriori par le Laboratoire de santé publique du
Québec (LSPQ). Des échantillons de surface (plancher, robinet de I’évier et barriere de lit) furent
aussi prélevés lorsque possible dans la chambre des patients.

4.1.2 Traitement et analyse des échantillons

L’extraction d’ARN a eéte effectuée avec la trousse commerciale MagMax™ Viral RNA
Isolation Kit (Carlsbad, CA) selon les instructions du fabricant. Le volume de I’aliquote prélevé
de I’échantillon de départ était de 400 pL alors que I’élution se faisait dans 40 uL de tampon
d’élution fournit dans la trousse. Les échantillons d’ARN isolé étaient soumis immeédiatement a
la PCR en temps réel ou étaient congelés a -80 °C.

L’ARN a eté transformé en ADN complémentaire a I’aide d’une PCR rétrotranscriptase. Pour ce
faire, la trousse iScript™ cDNA Synthesis Kit de BioRad (Hercules, CA) a été utilisée selon les
instructions du fabricant; 15 pL de I’éluat d’ARN était utilise comme materiel a transformer. Les
échantillons étaient par la suite congelés a -20 °C avant I’analyse a la PCR quantitative.

La detection des virus Influenza dans les échantillons a été effectuée a I’aide de la PCR
quantitative avec les protocoles et appareils décrits précédemment. La démarche d’analyse est la
méme que celle présentée a la section 3.1.2, également pour le virus Influenza.

La détection des Norovirus dans les échantillons a été effectuee a I’aide de la PCR quantitative.
Deux PCR ont été utilisées pour la détection du génogroupe 1 (G1) et du génogroupe 2 (G2).
Chacune des PCR est spécifique au génogroupe visé. Le protocole PCR utilisé est issu de la
littérature (Kageyama et coll. 2003). C’est celui qui a démontré étre le plus spécifique et ayant le
moins de restrictions de souches (Mattison et coll. 2011). Nous avons testé I’efficacité de cette
PCR et en avons déterminé la limite de détection a I’aide de nos appareils. La limite de détection
moyenne pour la PCR Norovirus G2 était de 1x10" copies de I’ADNCc par puits tandis que la
limite de détection pour le Norovirus G1 est de 2x10' copies de I’ADNc par réaction. La
quantification fut réalisée grace a I’utilisation d’une courbe étalon constituée de dilutions sériées
logarithmiques de valeurs connues d’un vecteur plasmidique dans lequel est insérée une copie du
géne d’intérét reconnu par les amorces et sondes utilisées. La réaction était réalisée dans 25 pL
de réactif g°PCR 1Q®ProbeSupermix de Biorad (BioRad, Hercules, CA). L appareil utilisé pour
effectuer nos PCR était I’Opticon 2 de MJ Research Inc.
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4.2 Reésultats
4.2.1 Centre hospitalier

4.2.1.1 Présence du virus Influenza

Un total de quatre échantillonnages incluant la chambre, le couloir devant celle-ci (2,5 m) et le
poste des infirmieres (8-10 m) ont éte faits pour le virus Influenza. Lors de ces échantillonnages,
nous avons détecté de I’ADNc d’Influenza B dans une chambre de patient. Les quantités
retrouvées étaient de 4 550 ADNc par m® dans le couloir devant la chambre et 15 261 ADNCc par
m?® dans la chambre du patient. Aucune copie d’ADNCc n’a pu étre mise en évidence dans I"air
pres du poste des infirmieres. Aucune surface ne s’est averée positive au regard de la présence du
virus Influenza lors des échantillonnages de chambres ou logeait un patient atteint de la grippe.

4.2.1.2 Présence du Norovirus

Un total de huit échantillonnages incluant la chambre, le couloir devant celle-ci (2,5 m) et le hall
d'entrée de I'étage (8-10 m) ont été faits pour le Norovirus. Nous avons pu quantifier de I’ADNc
de virus dans l'air d'une seule chambre. La quantité est estimée & 400 copies par m®. Aucune
surface ni aucun autre échantillon d’air n’ont démontré la présence de I’ADNc Norovirus dans
les unités de soins. Bien que cette quantité soit faible, il faut se rappeler que la dose infectieuse
pour le Norovirus est extrémement faible. Effectivement, la dose infectieuse nécessaire pour que
50 % des sujets développent la maladie (ID50) est estimée a 18 particules virales pour le
Norovirus (Tellier 2006). Néanmoins, cette expérience ne permettait pas de se prononcer sur la
viabilité du virus. Il est donc impossible de se prononcer sur le risque infectieux que cela
représente. La section 6, qui porte sur I’étude d’un modele de Norovirus en chambre d’aérosols
nous permettra de mieux comprendre sa résistance dans I’air.

4.2.2 CHSLD

4.2.2.1 Présence du Norovirus dans l'air

Au tableau 2, on remarque que le Norovirus G2 fut détecté par PCR dans 12 des 45 échantillons
(27 %). La concentration moyenne du nombre de copies d’ARN viral détectée dans les
échantillons positifs était de 460 copies/m*® (intervalle de 22 & 2119 copies/m®). En effet, dans les
chambres de patients 7 des 25 (28 %) échantillons étaient positifs (moyenne de 669 copies/m?,
intervalle de 31 & 2119 copies/m®), dans le corridor & un métre de la chambre, 4 des 14
échantillons (29 %) étaient positifs (moyenne de 191, intervalle de 22 copies/m® & 539
copies/m®) alors qu’au poste des infirmiéres, un seul échantillon sur les six (17 %) était positif
(31 copies/m®). 1l est & noter concernant I’échantillon positif du poste des infirmiéres qu’un
employe avait été victime de vomissement a cet endroit dans les heures précedant notre visite.

4.2.2.2 Présence du Norovirus sur les surfaces

Un total de 40 échantillons de surface provenant des 25 chambres de patients atteints furent
prélevés. Trois échantillons provenant des surfaces étaient positifs. Les données sur la présence
de Norovirus sur les surfaces sont qualitatives.
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Tableau 2 : Résultats des echantillonnages de Norovirus dans les CHSLD.

CHSLD Air: position (copies/m®) Surfaces (copies/échantillon)
1 Poste des infirmiéres (31)
3 Couloir 1 (31)
Couloir 2 (22)
4 Couloir (171) Plancher cuisine (1 180)
Chambre patient 1 (55)
7 Corridor (539)

Chambre patient 1 (749)
Chambre patient 2 (1 278)

Chambre patient 3 (450)
Chambre patient 4 (2 119)

8 Chambre patient 1 (31) Robinet chambre 1 (8 184)
Chambre patient 2 (46) Robinet chambre 2 (12 151)

4.3 Discussion

En milieu hospitalier, la présence des virus dans I’air des chambres et corridors avoisinants a été
décelée dans seulement un cas sur quatre pour le virus de I’Influenza et dans un cas sur huit pour
le Norovirus. Autant que nous sachions, il s’agit de la premiéere fois ou un Norovirus est
échantillonné et quantifié dans I’air d’un hopital.

L’échantillonnage des surfaces en milieux hospitalier n’a pu démontrer la présence de virus. Le
personnel travaillant dans les hopitaux étant sensibilisé a ce type de transmission, cela se traduit
par une décontamination importante des surfaces. Ce résultat suggére I’efficacité des mesures
sanitaires déployées lors du confinement des patients atteints de ces pathologies. Néanmoins,
sans groupe témoin nous ne pouvons affirmer une telle chose.

En ce qui concerne I’échantillonnage de Norovirus dans les échantillons provenant des CHSLD
en période d’activité virale, il a été possible d’obtenir 12 échantillons d’air positifs sur un total de
45 ainsi que 3 échantillons de surfaces.

Bien que la détection des virus de I’Influenza et de Norovirus nous permette de répondre par
I’affirmative a la deuxiéme question du présent projet, ces résultats mettent en lumiere une faille
dans notre approche relative au statut infectieux des sources (les patients). En effet, les aérosols
infectieux sont générés par les patients lors d’actes précis, p. ex. vomissement, éternuement,
diarrhée, etc. Ces aérosols peuvent rapidement se disperser dans I’environnement et se
sédimenter ou se diluer au gré des courants d’air. Comme nous avons choisi d’utiliser une
stratégie d’échantillonnage instantanée et non de longue durée, il est possible que nous ayons
manqué des charges virales émises a d’autres moments ou simplement que les patients n’étaient
plus d’importants émetteurs de particules virales lors de notre visite. Il est essentiel de noter que
lors de nos visites, les patients ne vomissaient pas ni n’utilisaient la chaise d’aisance.
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Nous considéerons également qu’un nombre plus élevé d'échantillonnages devrait étre réalise, et
ce, a I’aide de méthodologies permettant un échantillonnage en continu. Ceci est difficile compte
tenu du dérangement imposé aux patients qui sont présents dans les chambres. Toutefois, des
visites répétées pourraient permettre de mettre en lumiere des concentrations virales variables et

plus élevées.
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5. RESJSTANCE DU NOROVIRUS AU PROCESSUS
D’AEROSOLISATION ET D’ECHANTILLONNAGE

5.1 Mise en contexte

Le Norovirus est un virus trés resistant dans I’environnement et tres contagieux (Lamhoujeb et
coll. 2008; Girard et coll. 2010). Plusieurs études de type épidémiologique ont décrit des
situations ou le Norovirus semble avoir été transmis par aerosols (Gellert et coll. 1990;
Chadwick et McCann, 1994; Marks et coll. 2000, Marks et coll. 2003). Une hypothese
actuellement acceptée est que le virus puisse étre aérosolisé lors de vomissement ou lorsque la
chasse d’eau des toilettes est tirée. Le virus pourrait alors se déposer sur une surface éloignée et
ainsi créer une surface contaminée représentant un risque de contact; ce type de contamination
est connu et a déja été décrit dans la littérature (Repp et Keene 2012). Il ne faut pas négliger le
fait que le virus pourrait aussi se déposer dans I’axe naso-pharyngé lorsque sous forme
d’aérosols et étre degluti par la suite. Une seule étude scientifique a révélé la présence de ce virus
dans I’air (Uhrbrand et Schultz 2011). Toutefois, vu la méthodologie utilisée il n’était pas
possible de determiner la quantité de virus viables puisque les approches moléculaires quantifient
sans discernement les acides nucléiques de virus endommagés ou sains. Sur le plan médical, la
mortalité et la morbidité associées a cette infection sont faibles. Toutefois, le Norovirus engendre
des problémes pouvant paralyser des unités de soins durant plusieurs semaines (Chadwick et
McCann, 1994; INSPQ, 2006; Said et coll. 2008; Li et coll. 2012).

Un facteur rendant I’étude du Norovirus humain plus difficile est I’'impossibilité de le cultiver sur
des lignées cellulaires. Ceci complique les études concernant les facteurs pouvant affecter la
viabilité du virus. Ainsi, pour évaluer la résistance des Norovirus au processus d’aérosolisation et
d’échantillonnage, nous avons effectué des nébulisations in vitro qui mettent a profit un modele
de remplacement, le Norovirus murin. Ce type de nébulisation consiste a générer des aerosols
dans une chambre ou les parameétres physicochimiques sont suivis.

Le Norovirus murin 1 (ATCC : PTA-5935™) a été utilisé comme modele pour cette expérience.
Il est le seul Norovirus cultivable a ce jour. De plus, ce virus est sans danger pour ceux qui le
manipulent. Grace a une collaboration avec la P Julie Jean de I’Université Laval, nous
disposions de tout I’appareillage et de I’expertise nécessaires pour la culture de ce virus.

5.2 Matériel et méthodes

5.2.1 Schéma expérimental

Le schéma expérimental est présenté a la figure 4. La solution contenant les virus est déposée
dans le nébuliseur (A) TSI 1 jet (Shoreline, MN). Une fois activé, celui-ci va genérer des
aerosols qui suivront les fleches. Les aérosols sont d’abord desséchés puis vont former un flot
laminaire constant dans la chambre de nébulisation GenaMini de la compagnie SLC Medtech
(Montreal, Canada). L’échantillonnage se fait a partir des ports dans la chambre (C).
L’Aerodynamic Particule Sizer (TSI, MA) est un appareil permettant de connaitre la quantité et
le diamétre aérodynamique des aérosols. Il sert donc a suivre la distribution granulométrique
dans la chambre. Une sonde mesurant la température et I’humidité est présente dans la chambre,
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toutefois il n’est pas possible de modifier ces parametres, seulement d’en prendre les lectures.
L’utilisation de cette chambre est documentée dans la littérature (Verreault et al. 2010).

Figure 4 : Organisation de la chambre de nébulisation. (A) Nébuliseur TSI 1jet, (B) Desséchant,
(C) Chambre d’aérosolisation de la compagnie SCL MedTech (Image fournie), (D) APS, (E)
Port d’échantillonnage, (F) Les controles de dilution et de génération d’air, (G) Sortie d’air
passant sur filtre HEPA, (H) Entrée pour air de grade médical, (I) Passage de I’air médical au
nébuliseur, (J) Entrée des aérosols dans la chambre de nébulisation.

Gréce a ses nombreux ports, la GenaMini permet d’échantillonner les aérosols produits. Par la
suite, il est possible d’évaluer la résistance des agents biologiques au processus d’aérosolisation
et d’échantillonnage. Effectivement, les virus récoltés par les échantillonneurs sont ensuite
cultivés et comptabilisés par PCR quantitative. L’étude des rapports quantité retrouvée a la PCR
versus quantité de virus viable nous permet de considérer la perte de viabilité de nos virus apres
le processus de nébulisation et d’échantillonnage. De plus, il est possible de comparer I’efficacité
de deux échantillonneurs. Par PCR et culture, le contenu du nébuliseur est bien connu. Aprés
quoi, il est possible de calculer la quantité de virus théorique par m*® d’air dans la chambre. Les
deux échantillonneurs sont alors connectés a la chambre simultanément et I’échantillonnage se
fait en parallele. Finalement, en analysant les résultats obtenus en PCR quantitative, il est
possible de comparer la quantité de virus récoltés par chaque échantillonneur.

L’échantillonnage a eu lieu avec deux échantillonneurs exploitant des principes différents. Le
premier était le NIOSH 251, utilisé avec une vélocité de 10 L/min durant 25 minutes. Cet
échantillonneur utilise I’impaction tangentielle a sec ainsi que la filtration pour la récolte des
aérosols.

Le deuxiéme échantillonneur, le SKC Biosampler, a une vélocité fixe de 12,5 L/min en raison de
son orifice critiqgue. Dans le but de récolter la méme quantité d’air qu’avec le NIOSH, nous
I’avons utilisé durant 20 minutes. Cet échantillonneur utilise I’impaction tangentielle liquide. Le
liquide utilisé était une solution saline tamponnée au phosphate (PBS). L’échantillonneur NIOSH
nécessitait pour sa part une étape d’élution. Les tubes et le filtre du NIOSH étaient élués dans un
volume final de 1,5 mL de PBS. Par la suite, les deux éluats de nos échantillonneurs étaient
traités de la méme maniere. La démarche d’analyse est la méme que la démarche présentée pour
le virus Influenza (voir section 4.1.2).
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5.2.2 Traitement et analyse des échantillons

La culture du Norovirus murin est relativement récente, il s’agit du premier Norovirus cultivable
(Wobus et coll. 2004). Les cellules utilisées pour la culture sont des macrophages de singe, plus
précisement les cellules Raw 264.7. 1l s’agit de cellules adhérentes formant un tapis cellulaire.

Pour mesurer la quantité de virus viables dans nos échantillons d’aérosols et dans notre solution
de départ, nous étalions des dilutions en série de I’éluat des échantillonneurs et du nébuliseur.
Une période de 90 min permettait aux virus d’adherer aux cellules. Une gélose molle était alors
coulée sur les cellules empéchant la dispersion des virus aprés que ceux-ci se soient multipliés
dans la cellule. Une période de 60 h a permis d’obtenir des plages de lyses sur le tapis cellulaire
nous permettant de comptabiliser le nombre d’unités formatrices de plage de lyses. Les cellules
ont été fixées au formaldéhyde puis colorées au cristal violet. Le protocole utilisé est issu de la
littérature (Macinga et coll. 2008) avec comme modification une coloration au Crystal violet
0,1 %. Une fraction de ces échantillons était récoltée pour la quantification par PCR.

L’extraction d’ARN a partir des échantillons d’air de notre chambre d’aérosolisation a été
effectuée avec la trousse commerciale MagMax™ Viral RNA Isolation Kit (Carlsbad, CA) selon
les instructions du fabricant. Le volume de I’échantillon de départ était de 400 pL alors que
I’élution se faisait dans 40 pL. Les échantillons étaient alors immédiatement transformés en
ADN grace a une PCR rétrotranscriptase.

Pour faciliter I’analyse, I’ARN a été transformé en ADN complémentaire & I’aide d’une PCR
rétrotranscriptase. Pour ce faire, la trousse iScript™ cDNA Synthesis Kit de BioRad (Hercules,
CA) a été utilisée selon les instructions du fabricant; 15 pL de I’échantillon ont servi comme
matériel a transformer. Puis, les échantillons étaient gardés a -20°C jusqu’aux analyses
subséquentes.

La détection de I’ADNc des Norovirus murins dans les échantillons a été effectuée a I’aide de la
PCR quantitative. Le protocole utilisé pour la détection de I’ADNc est issu de la littérature
(Girard et coll. 2010). La quantification a été réalisée grace a I’utilisation d’une courbe étalon
constituée de dilutions sériées logarithmiques de valeurs connues d’un vecteur plasmidique dans
lequel est insérée une copie du géne d’intérét reconnu par les amorces et sondes utilisées. La
réaction était réalisée dans 25 puL de réactif qPCR 1Q®ProbeSupermix de Biorad (BioRad,
Hercules, CA). L’ appareil utilisé pour effectuer nos PCR était le CFX-96 de BioRad (Hercules,
CA).

5.3 Reésultats

L’échantillonneur SKC biosampler est celui qui a récolté le plus de virus viables et de génomes.
Le diamétre aérodynamique médian pour les aérosols était de 0,924 + 0,007 um et la
concentration totale moyenne était de 1,73 + 0,02 x 104 particules par cm®. L’humidité relative
moyenne dans la chambre était de 5,3 £ 0,7 % tandis que la température atteignait 28,1 + 0,1 °C.
Le taux de récupération des particules virales de Norovirus estimé par g°PCR démontre que le
SKC® Biosampler permet une récupération supérieure a celle obtenue avec le NIOSH 251. En
effet, le Biosampler récupére en moyenne 0,003 % des particules virales émises dans la chambre
GenaMuini (écart-type : 0,001) alors que le NIOSH 251 permet la récupération d’une moyenne de
0,001 % (P=0,02) (écart-type : 0,0009). Les résultats des différents essais sont présentés a la
figure 5.
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Figure 5 : Taux de récupération des particules des copies de I’ADNCc issues de Norovirus murin
total, apres aérosolisation/échantillonnage en chambre GenaMini estimé par gPCR.

A la figure 6, on peut observer que I’échantillonneur NIOSH 251 récupére plus de particules
virales infectieuses que le Biosampler aprés aérosolisation/échantillonnage en chambre
GenaMini. En effet, en moyenne, le NIOSH 251 permet de récupérer 12,10 % (écart-type :
6,08 %) des virus infectieux par rapport a 2,57 % (écart-type : 0,99 %) (P=0,01) pour le SKC®
Biosampler.
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Figure 6 : Taux d’infectivité estimé par culture cellulaire de Norovirus murin a la suite d’une
aérosolisation/échantillonnage en chambre GenaMini.
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5.4 Discussion

Les deux techniques d’échantillonnage utilisées permettent de récolter des virus infectieux.
Toutefois, le NIOSH 251 permet de retenir un plus grand nombre de particules infectieuses. Le
Norovirus murin semble donc conserver une certaine infectiosité lorsqu’il est soumis au
processus d’aérosolisation et d’échantillonnage. Cette information est primordiale pour des
études subséquentes lors desquelles il sera possible d’échantillonner des virus dans
I’environnement et d’interpréter ces données en lien avec le risque d’infection. Par la suite, il
sera possible d’évaluer la perte d’infectivité et, par conséquent, le pouvoir infectieux d’autres
agents viraux dans I’éventualité ou les mesures de confinement le permettent et qu’il existe des
méthodes de culture des virus a I’étude.

Nos résultats ont mis en évidence que le SKC biosampler semble avoir une meilleure efficacité
de récolte que le NIOSH 251. Celui-ci, par contre, semble conserver de facon plus importante
I’infectivité des particules virales de Norovirus aérosolisées. Comme le NIOSH 251 est un
échantillonneur a sec, une étape supplémentaire d’elution est donc nécessaire pour récolter les
virus échantillonnés et une perte peut en résulter.

A ce jour, il n’est pas envisageable de cultiver le Norovirus humain, toutefois des techniques
enzymatiques permettaient de tester son intégrité et donc d’avoir une idée assez fiable de la
viabilité de ce virus. Ces méthodes enzymatiques utiliseraient une protéinase pour digérer les
particules virales et laisseraient ainsi les particules virales étanches. Puis, une digestion a la
ribonucléase H (RNAse) ou a I’aide d’un inhibiteur de transcription se collant au génome viral
(Koopmans et Duizer, 2004) pourrait étre utilisée. Cette technique permettrait d’amplifier les
génomes de particules virales étanches et donc potentiellement infectieuses et pourrait étre
appliquee lors d’études subséquentes.

Il est important de mentionner que le nombre de copies de I’ADNc détecteées est loin de
représenter le nombre de particules virales infectieuses dans I’air. Toutefois, le Norovirus n’a
jamais été détecte dans I’air d’un centre de soins, ce qui démontre le besoin d’investiguer sur la
présence de ce virus et le risque qu’il peut représenter lorsqu’il est aérosolisé. Les seules études
épidemiologiques sur le sujet sont de nature rétrospective et ne permettent pas de se prononcer
clairement sur le risque infectieux des virus aéroportés. Il sera donc primordial de mener des
études plus étayées dans le but d’étudier le risque infectieux que le Norovirus aérosolisé pourrait
représenter.

Pour ce qui est du virus Influenza, les études n’arrivent pas a des conclusions claires et concises.
Bien qu’il semble que ce virus puisse se transmettre par la voie des airs, I’importance de cette
voie de transmission est hautement controversée. D’ou la nécessité de mener des études
semblable a celle-ci dans le but de corréler les résultats avec ceux obtenus grace aux etudes
épidemiologiques ou aux études effectuées dans un cadre in vitro avec des echantillonneurs ou
des animaux.
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6. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS

Ce projet exploratoire nous a permis d’accumuler des données préliminaires pertinentes quant a
la présence dans I’air de virus respiratoires ou entériques dans un milieu hospitalier. Les
méthodologies développées dans ce projet de recherche permettent de répondre a des objectifs
précis et doivent étre utilisées en respectant leurs limites. Un projet de plus grande envergure
portant sur I’air intérieur des milieux hospitaliers pourrait étre envisagé en utilisant des
échantillonneurs sentinelles longue durée. Dans ce cas, il sera nécessaire d’envisager I’utilisation
d’une source de succion alternative aux pompes couramment utilisées en raison du bruit qu’elles
génerent. L’utilisation du vide médical présent dans les chambres pourrait étre une alternative
viable, réduisant I’impact sur le bien-étre des patients.

Les procédures mises a I’essai dans la présente étude peuvent étre utilisées dans plusieurs autres
contextes ou la charge virale dans I’air ambiant est I’objet de recherche.

Peu de littérature existe a ce sujet. De plus, les résultats des travaux déja réalisés doivent étre
réexaminés a I’aide des nouvelles méthodes d’analyse moléculaire des bioaérosols. La présente
étude démontre la possibilité d’amorcer un projet a plus grande échelle permettant de mieux
comprendre le risque infectieux que les aérosols viraux peuvent représenter. Il s’agit du premier
rapport documentant la présence de grandes concentrations de Norovirus dans les bioaérosols
d’un contexte clinique et la résistance potentielle de ce virus a I’aérosolisation.
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