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Partie 1 : Généralités sur le virus de I’hépatite E (VHE)

1. Historique de la découverte du VHE

C’est lors d’une épidémie d’hépatite a transmission entérique en 1978 au Cachemire non lié au
virus de I’hépatite A qu’un autre virus hépatotrope a transmission entérique a été envisagé. En
effet, lors de cette épidémie aucun marqueurs sérologiques des hépatites A et B n’étaient
présents, des formes cliniques trés séveres étaient observés chez les femmes enceintes.

Puis en 1983, suite a une autre épidémie d’hépatites dans un camp militaire soviétique en
Afghanistan, le chercheur Balayan s’est porté cobaye et a développé une hépatite aigué apres
avoir ingeré un pool d’extrait de selles de patients immunés contre 1’hépatite A mais présentant
une hépatite. Il a ensuite observé des particules virales sphériques par microscopie électronique
dans ses propres selles. Ces particules agglutinaient avec les sérums de patients ayant eu une
hépatite non A non B mais n’agglutinaient pas avec les sérums de patients ayant eu une hépatite
A ou B [1]. C’est seulement en 1990 que le génome viral a pu étre partiellement s€équencé et en
1992 que le génome complet de souches Asiatiques et Mexicaines a été séquencé et que I’agent
des hépatites non-A non-B a transmission entérique a été nommé Virus de 1’Hépatite E (VHE)
[2] [3]. C’est en 1997 que des souches de VHE porcins ont été découvertes. La méme année la
description du premier cas autochtone associé a cette souche a soulevé la question du risque
zoonotique dans les pays développés. La répartition planétaire de 1’hépatite E est maintenant

reconnue et largement documentée.

2. Caractéristiques du VHE

2.1. Morphologie

Le VHE est classé dans la famille des Hepeviridae, genre hepevirus dont il est actuellement le
seul représentant.

Il s’agit d’un virus sphérique, non enveloppé de 27 a 33 nm de diametre. Le génome est un
ARN monocaténaire a polarité positive d’une longueur approximative de 7,2 kb. La capside est
icosaédrique. Il existe un seul sérotype et 4 génotypes majeurs infectant I’homme avec de
nombreux sous-types. La réplication virale se situe principalement dans le cytoplasme des
hépatocytes. Le virus est présent également dans des localisations extra-hépatiques (tube
intestinal et tissus lymphatiques). Le VHE existe au sein d’un méme hdte sous la forme d'un
mélange complexe en équilibre de variants étroitement apparentés définissant une quasi-espece.
Cette caractéristique permet au virus la sélection des variants les mieux adaptés aux conditions
environnementales [4].

Le VHE a été considéré comme non enveloppé depuis sa découverte. Cependant des études




récentes ont montré que les virions circulants dans le sang sont enveloppés dans une membrane
cellulaire de 1’hote [S]. On parle alors de virions quasi enveloppés (eVHE). Cette membrane
dérivée de I’hdte ne porte pas de protéines virales a sa surface. L’intérét pour le virus est de
tenter d’échapper a la reconnaissance immunitaire. De plus, a la différence desgvirus non
enveloppés qui provoquent une lyse de la cellule (effet cytopathique) lors de leur libération
induisant des effets immunostimulateur, ces eVHE ne provoquent pas de lyse (pas d’effet

cytopathique).

2.2. Résistance aux procédés physico-chimiques

Le VHE est un virus entérique avec une forme non enveloppée, il est done. résistant dans le

milieu extérieur et aux procédés physico-chimiques classiques.

2.2.1. Température

Les études de I’impact de la température sur le VHE ont €t€ faites, dans le cadre de travaux en
vue de recommandations de cuissons des viandes notamiment. Les conclusions des études sont
que le VHE reste viable apres un chauffage a 56°C pendant 1 h et il reste méme infectieux
jusqu’a 60°C. Par exemple, une étude francaise dei2014 de Barnaud et al [6] a étudié la stabilité
et I’infectivité du VHE a la chaleur. Trois teémperatures utilisées en pratique par I’industrie sont
étudiées (62°C, 68°C et 71°C) pendant trois temps (5, 10 et 20 minutes). Les auteurs observent
que la plus faible réduction de charge virale est obtenue avec la combinaison (62°C, Smin) alors
que la plus forte réduction de charge wirale est obtenue avec la combinaison (71°C, 20min).
Puis les auteurs ont inoculé des produits inactivés pendant 20min a 71°C a des porcs et aucune
infection par le VHE n’a été observée. Colson et al [7] reprend les mémes recommandations
sur la cuisson du figatelli en particulier; il faut que le produit atteigne une température interne
de 71°C pendant au moins 5 ‘minutes ou qu’il soit bouilli dans de I’eau pendant au moins 5

minutes.

2.2.2. Résistance aux procédés physico-chimiques spécifiques de la préparation des

produits sanguins labiles (PSL)

Le VHE est résistant a la fois aux mécanismes de traitement par solvant-détergent et de viro-

atténuation par I’'amotosalen [8].

2 2.3 Résistance aux procédés physico-chimiques dans le cadre de la fabrication de

médicaments dérivés du sang (MDS)

Une étude Australienne de 2016 de Farcet et al. [9] a testé les différentes techniques

d’inactivation du VHE dans le processus de fabrication de différents MDS. Cependant, afin de



s’affranchir des particules virales quasi-enveloppées (eVHE) les virus subissent dans un

premier temps une étape de traitement de type solvant/détergent.

Les réductions de la charge virale par les techniques utilisées sont résumées dans la tableau

suivant :

Réduction de la charge

MDS Techniques testées
virale
Chromatographie d’affinité 3,9 log
Facteur de la coagulation VII
Filtration : 20 nm > 3.9 log
Inhibiteur de facteur de la
Filtration : 35 nm 4 log

coagulation VIII

Fractionnement par
Immunoglobulines > 3.5 log
I'éthanol a froid

Albumine Traitement par la chaleur > 3,1 log

En 2016, I’European Medicines Agency (EMA) [10] demande aux laboratoires
pharmaceutiques au minimum une technique avec une capacité de réduction de l'ordre de 4
log10 ou plus de la virémie pour considérer 1'élimination ou l’atténuation de virus comme
acceptable pour la production de produits dérivés du sang. A ce jour, la filtration a été identifiée

comme la technique disponible la plus efficace.



Partie 2 : Génomique et classification du VHE

1. Le génome du VHE et les protéines codées

1.1. Organisation du génome

La description du génome du virus de I’hépatite E a été réalisée en 1990 [2], [3]. C’est une
molécule d’ARN simple brin de polarité positive. La taille du génome du genre Orthohepevirus
qui contient les génotypes humains (1, 2, 3 et 4) et du genre Piscihepevirus (genre infectant la
truite) est environ 7,2 kb. Mais la taille du génome du genre Avihepevirus (infectant les oiseaux)
est d’environ 6,7 kb.

Le génome du VHE contient trois cadres de lectures ouverts : ORF (Open Reading Frame) :

ORF1, ORF2, ORF3 dont deux se chevauchent (ORF2 et ORF3).

27nt  58nt (conserved) Genome 65nt
7.2 kb JR
AAAAAAAAAAAAAAAAAAA
m’G-cap 5' UTR 3'UTR Poly (A) tail
' v
CRE CRE

$ AAAAAAMAAAAAAAAA

7,
riccep 2.2 kb (bicistronic subgenomic)
RNAs — AAAAAAAAAAAAAAAA

e A(N)
! 3'NCR

5'NCR

v ooy v
5109 5147 7129

Hepatitis E: Discovery, global impact, control and cure, Mohammad Khuroo et al, 2016 [11]

Selon Khuroo et al [11] le génome contient :

Une structure coiffante (7mG-Cap : 7-méthylguanosine cap) a I’extrémité 5’ (Cap)

Une courte région non codante en 5’ (NCR : noncoding region) de 27 nucléotides,

Le cadre de lecture ouvert ORF1 codant pour les protéines non structurales,

Une zone de jonction (JR : junction region) dont la structure est une « tige-boucle » (SL : stem—
loop structure) et contenant un élément cis-régulateur (CRE : cis-reactive element),

Les cadres de lecture ouverts chevauchants : ORF2 codant pour la protéine de capside et ORF3
codant pour une protéine multifonctionnelle dont le rdle biologique n’est pas encore clairement
élucidé,

Une courte région non codante en 3’ (NCR) contenant un deuxieme élément cis-régulateur
(CRE),

Une queue polyA a I’extrémité 3°.



La polyprotéine non structurelle ORF1 est directement traduit a partir de I’ARN de polarité
positive dans le cytoplasme. Alors que les protéines codées par ORF2 et ORF3 sont produites
par un ARNm subgénomique (SG) bicistronique (Subgenomic RNA) de 2.0 kb.

1.2. Les protéines et leurs fonctions
1l est a noter que les positions des acides nucléiques que I’on énoncera se réféerent a une souche

VHE de génotype 1 (Burmese strain) [11].

1.2.1. pORF]1 : protéines non structurales

L’ORF1 comprenant 5079 nucléotides code pour des protéines non structurales des la fin de la
région non codante en 5. Le polypeptide qui en résulte est donc composé de 1693 acides
aminés. Ce dernier est impliqué dans la réplication virale et contient plusieurs domaines
fonctionnels a activités enzymatiques différents [12], [13].

La répartition des domaines fonctionnels sur ORF1 est la suivante :

D hes foncti 1 Position sur le L ( b Position sur la Longueur
Omaines O%nFc;lonne S sut génome ongéljlggszs)m re polyprotéine (nombre d’acides
(Génotype 1) ORF1 aminés)
Méthyltransférase (MeT) 196 a 748 552 56 a 240 184
Domaine Y 676 a 1354 678 216 a 442 226
Cystéine proEease similaire a la 1327 4 1804 477 433 3592 159
papaine (PCP)
Lo e EEL B LI C 2164 22362 198 7122778 66
proline (V)
Domaine X (X Macro) 2383 22854 471 785 a 942 157
Hélicase (Hel) 2908 a 3640 732 960 a 1204 244
ARN polymérase dépendante 5 >
4 1 14 1207 a4 1693 486
de ’ARN (RdRp) 3649 a 5109 60 a

Les positions des différentes régions de ORF1 sont issues de 1’article Hepatitis E: Discovery,

global impact, control and cure, Mohammad S Khuroo et al, 2016 [11]

La polyprotéine ORF]1 et ses domaines fonctionnels sont représentés ci-dessous :

pORF1
56 240 433 592 712778 960 1204 1207 1693
N Hel C
216 442 785 942

Hepatitis E: Discovery, global impact, control and cure, Mohammad Khuroo et al, 2016 [11]
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1.2.1.1. Méthyltransférase (MeT) :
La méthyltransférase est nécessaire au coiffage en 5° de I’ARN génomique et subgénomique
par une 7-méthylguanosine (7mG-Cap) [13]. Cette activité catalytique a ét€ confirmée in vitro
[14]. Cette coiffe est indispensable a I’infectivité du VHE [15]. Les études démontrent que seul

un ARN coiffé montre une infectivité. Alors qu’un ARN non coiffé est dénué d’infectivité [16].

1.2.1.2. Domaine Y (Y)

Aucune fonction n’est actuellement connue de facon certaine pour le domaine Y.

1.2.1.3. Cystéine protéase similaire a la papaine (PCP)
La cystéine protéase similaire a la papaine (PCP) a initialement été proposée comme intervenant
dans le clivage de la polyprotéine virale codée par ORF1 [17]. Jusqu’en 2014, on ne savait pas
si la protéine codée par ORF1 fonctionnait comme une protéine unique ou si elle était clivée
pour que de petites protéines soient fonctionnelles de facon indépendante. Certains auteurs
affirmaient qu’elle n’était pas clivée a I’issue de sa traduction [18]. Cette absence de clivage
était alors inhabituelle pour les virus a ARN+ infectant les animaux. Sa fonction de clivage a
été démontrée par I’étude de Paliwal D et al [19] en 2014. La PCP cliverait la protéine codée
par ORF1. Cependant, on ne sait pas si les produits du clivage doivent subir une modification

pour pouvoir exercer leur fonction.

1.2.1.4. Région hypervariable riche en proline (V)

La région hypervariable riche en proline (HVR), varie en longueur et en composition en acides
aminés entre les différentes souches de VHE.

Dans une étude américaine, de 2012, Purdy et al [20] a constaté que les HVR des quatre
génotypes de VHE étaient des régions intrinsequement non structurées qui avaient un effet
régulateur sur la transcription et la traduction. Purdy [21] affirme également que la HVR a une
tolérance plus élevée que les autres domaines de ORF1 pour les mutations.

D’autres auteurs sont d’accord sur le fait que le virus peut tolérer de petites délétions de la
HVR. C’est le cas de 1’étude américaine en 2009, ou Pudupakam et al ont testé différentes
délétions situées dans la HVR. La conséquence n’est jamais une perte d’infectivité, la souche
reste infectante. Cependant, ces délétions aboutissent a des souches atténuées. Les auteurs
concluent donc en disant qu’in vitro et in vivo les délétions de la HVR n’abolissent pas
I’infectivité mais produisent des souches atténuées. La région hypervariable ne semble donc
pas étre indispensable a la réplication virale. Les geénes non structuraux des virus qui ne sont
pas essentiels pour la réplication sont habituellement impliqués dans la modulation des réponses

immunitaires de 1'hote [22].
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Une étude britannique de Donald B. Smith et al [23] conclue quant a elle que la région HVR
est importante pour la réplication du virus et pourrait méme avoir une fonction structurelle
plutdt qu'une fonction régulatrice ou enzymatique. Ils précisent que des études plus détaillées
dans des systemes in vitro sont nécessaires pour définir le role exact de la HVR dans la
réplication et la pathogenese du VHE.

En 2014, Lhomme et al [24] ont réalisé une étude rétrospective portant sur 1’hétérogénéité de
la région variable chez 14 patients immunodéprimés transplantés d’organe. Ces patients étaient
classés en deux groupes selon qu’ils avaient développés une infection VHE chronique ou non.
Les auteurs ont prouvé qu’il existait une hétérogénéité génétique de cette région
significativement plus élevée chez les patients immunodéprimés chroniquement infectés par le
VHE que chez les patients immunodéprimés n’ayant pas développés d’hépatite E chronique.
Par conséquent, la région hypervariable serait plus impliquée dans I’adaptation immunitaire que

dans la réplication du virus.

1.2.1.5. Domaine X (X)

Aucune fonction n’est actuellement connue de facon certaine pour le domaine X.

1.2.1.6. Hélicase (Hel)
L’hélicase participe a la séparation des doubles brins d’ARN et déroule les structures
secondaires [25].
De plus, I’hélicase pourrait catalyser la premicre étape du coiffage de I’ARN [26] via son
activité 5’ triphosphatase.

L’hélicase du VHE est donc une protéine essentielle pour la réplication virale.

1.2.1.7. L’ARN polymérase dépendante de I’ARN (RdRp)
L’ ARN polymérase dépendante de I’ ARN (RdRp) est nécessaire pour la réplication du génome
des virus a ARN [27].
In vitro, il a été démontré que cette protéine est capable de fixer I’extrémité 3° de ’ARN du
VHE et d’utiliser I’ARN polyadénylée comme matrice pour la synthese du
brin complémentaire [28].
Enfin, il semblerait que cette polymérase soit présente dans le réticulum endoplasmique de la
cellule suggérant que cet organite serait impliqué dans la réplication du VHE et serait méme le

lieu de la réplication [29].
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1.2.2. pORF?2 : protéine de capside

Représentation de pORF2 :

Domain 1 Domain 2 Domain 3
1 RNA-binding Core structural Exposed: neutralization epitope

C
660

Glycosylation sites: Asn137 Asn310 Asn562

Hepatitis E: Discovery, global impact, control and cure, Mohammad Khuroo et al, 2016 [11]

ORF2 (de la position 5147 a 7129, pour une longueur de 1980 bases) code, a partir d’un sous-
génome de 2,2kb, la protéine de capside de 660 acides aminés et d’un poids moléculaire de
72kDa.

La protéine pORF2 possede 3 domaines :

- Domaine 1 : liaison a I’ARN (RNA-binding)
- Domaine 2 : structure de la capside (Core structural)

- Domaine 3 : domaine exposé, immunogene. (exposed : neutralization epitope)

Chaque domaine possede un site de glycosylation.

En tant que protéine de capside, pPORF2 protege non seulement 1'intégrité du génome viral, mais

participe également a de nombreuses activités physiologiques importantes, telles que :

- L’assemblage du virus [30],
- La stimulation de I’'immunité de I'hote. En effet, la protéine ORF2 est immunogene. Des
anticorps neutralisants ciblant cette protéine ont été identifiés [31]—[33].
- L’interaction avec I’hote en se liant a différentes protéines :
o Pour la fixation au récepteur cellulaire de 1’h6te infecté : les protéines « heparin
sulfate proteoglycans (HSPGs) (16) et la protéine apparentée de choc thermique
70 (HSC70) [34].
o Pour le transport intracellulaire : la protéine de choc thermique 90 (HSP90) [35]
et la « glucose regulated protein 78 » (Grp78) [36].

Une atténuation virale a ét€ démontrée suite a trois mutations localisée dans ORF2. Il en résulte
une réduction de la durée de la virémie, de la durée de I’excrétion fécale et une diminution de

la charge virale hépatique [16].
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1.2.3. pORF3 : protéine multifonctionnelle associée au cytosquelette

Représentation de pORF3 :

ALGLFCCCSSCFCLCCP
PSPPMSPLRPGL

Hepatitis E: Discovery, global impact, control and cure, Mohammad Khuroo et al, 2016 [11]

L’ORF3 (de la position 5133 a 5477 pour une longueur de 345 bases) code pour une petite
phosphoprotéine de 113 acides aminés pour le génotype 3 ou 114 pour les génotypes 1, 2 et 4
[37] de poids moléculaire de 13kDa. Cette protéine contient 2 domaines N-terminaux
hydrophobes (D1 de la position 7 a 23 et D2 de la position 28 a 53) et 2 domaines C-terminaux
riches en proline (P1 de la position 66 a 77 et P2 de la position 95 a 111) [38].

Les études actuelles sont en faveur de I’hypothese d’une interaction avec le cytosquelette :

- Le domaine D1, riche en cystéine, se lierait aux microtubules [39]

- Le domaine D2 se lierait a ’hémopexine et jouerait ainsi un réle dans I’homéostasie du
fer cellulaire [40]

- Le domaine P2, contient 1’épitope antigénique de ORF3. Ce domaine se lierait a une
région SH3 (Src homology region) [41], [42] et jouerait un rdle clé dans la libération

du virus.

Une fois phosphorylée sur la région P1 par une MAP kinase (Mitogen-activated protein kinases)
[43] la protéine interagirait avec la protéine de capside afin de réguler I’assemblage des virions
[44].

D’autres études suggerent le role de la protéine ORF3, entre autres, dans I’activation de kinases
(Erks : Extracellular-signal-regulated kinase), dans 1’inhibition de la voie mitochondriale de
I’apoptose, et dans le retardement de la dégradation du récepteur du facteur de croissance des

hépatocytes activées [45]-[47].
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On sait que les patients souffrant d'une infection par le VHE peuvent avoir des troubles de la
coagulation et des avortements hémorragiques dans le dernier trimestre de la grossesse (voir
partie clinique). Une étude de Zhou et al. a identifié, chez le porc, des liaisons de pPORF3 avec
deux protéines spécifiques du foie, le plasminogene et I’a2-antiplasmine. Selon les auteurs cette
observation, tend a affirmer que I'équilibre entre la coagulation sanguine et la fibrinolyse peut
étre rompu suite a une infection par le VHE et plus particulierement a la suite de l'interaction

entre la protéine ORF3 et les protéines de la coagulation [48].

Bien que la séquence primaire n’ait montrée aucune homologie avec les protéines décrites a ce
jour, les études concordent pour suggérer une implication de la protéine ORF3 dans la

transduction de signaux de survie des cellules infectées.

En résumé, le virus de I’hépatite E code pour trois protéines : ORF1, ORF2 et ORF3. Chaque
protéine aurait sa propre fonction. On estime certain qu’ORF1 code pour les protéines non
structurales qui sont principalement responsables de la réplication du virus. La protéine ORF2
est la protéine de capside, qui contient la plupart des épitopes neutralisants. La protéine ORF3
est une phosphoprotéine courte, qui peut avoir plusieurs fonctions.

Des avancées sur 1’étude de ces protéines ont été faites notamment sur la fonction de la protéase
et sur I’interaction entre protéines du VHE et de I’hote. Cependant, leurs implications dans la
réplication virale, dans la pathogénie et dans la stabilité entre les especes restent peu claires.

D’autres études sont nécessaires afin d’approfondir ces notions.

2. Classification du VHE

2.1. Historique

Avant 2000, le VHE était classé dans la famille des Caliciviridae. Cette classification reposait

sur :

- Lataille : 27-34 nm
- La morphologie : virus sphériques et non enveloppés
- Le génome : ARN simple brin, sens positif, polyadénylé a son extrémité 3°, composé de

trois ORF.

En 2000, la classification du VHE dans la famille des Caliciviridae a été révisée vers un statut
de classification "non assigné" par le Comité international sur la taxonomie des virus (ICTV) a

cause

- D’un manque de lien phylogénétique avec d'autres membres de la famille Caliciviridae.
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- Des types d'enzymes réplicatives

- De la structure de la coiffe a I'extrémité 5'
Le classement du VHE est resté indéterminé pendant plusieurs années, jusqu'en 2004, date a
laquelle il a été désigné comme étant de la famille des Hepeviridae.
2.2. Classification actuelle
En 2014, le groupe d'étude du Comité de la taxonomie des virus des Hepeviridae [49] propose
une classification de cette famille en trois niveaux hiérarchiques : genre, espece et génotype.
2.2.1. Genres
La famille Hepeviridae serait divisée en deux genres : Orthohepevirus (infectant les
mammiferes et les volailles) et Piscihepevirus (infectant la truite fardée).
2.2.2. Especes
Les especes du genre Orthohepevirus sont :

- Orthohepevirus A (infectant les humains, les porcs, les sangliers, les cerfs, les mangoustes,
les lapins et les chameaux),

- Orthohepevirus B (infectant poulet),

- Orthohepevirus C (infectant le rat et le furet)

- Orthohepevirus D (infectant la chauve-souris).

L’espece du genre Piscihepevirus est Piscihepevirus A.

2.2.3. Génotypes et sous-types

2.2.3.1. Les génotypes du VHE
Les génotypes sont classiquement définis par une divergence supérieure a~ 20 % de la séquence

nucléotidique dans la région ORF2 [49]. A I’heure actuelle, il existe :

- Huit génotypes pour I’espece Orthohepevirus A (Al a A8)
- Deux génotypes pour I’espece C (C1 et C2).
2.2.3.2. Les sous-types du VHE

Il a été proposé de distinguer, au sein de chaque génotype de ’espece Orthohepevirus A,

plusieurs sous-génotypes. A I’heure actuelle un article de 2016 [50] dénombre :

- 6 sous-types pour le génotype 1 (la a 1f),
- 2 sous-types pour le génotype 2 (2a et 2b),
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- 11 sous-types pour le génotype 3 (3a a 3j et 3ra) avec la particularité qu’il existe trois
clades : clade 3abchij, clade 3efg et le clade du lapin 3ra.
- 9 sous-types pour le génotype 4 (4a a 41).

2.2.3.3. Souches infectants les humains
Tous les génotypes qui peuvent infecter les humains appartiennent a 1’espece Orthohepevirus

A et sont les génotypes 1,2,3,40u 7 :

- Les génotypes 1 et 2, strictement humains, sont principalement distribués en Asie, en
Afrique et en Amérique du Nord et sont principalement associés a de grandes épidémies
d'origine hydrique.

- Les génotypes 3 et 4 posseédent un réservoir animal et sont principalement responsables de
cas sporadiques d'hépatite E chez I'homme. Le génotype 3 est principalement distribué dans

les pays occidentaux, tandis que le génotype 4 se trouve principalement dans la région Asie.

Le génotype 3ra peut également infecter ’homme. Une étude francaise d’ Abravanel et al. [51]
en juillet 2017 montre une prévalence de 0,5% (5/919) de génotype 3ra parmi les patients
infectés par le VHE. Ce sont des hommes d’dge moyen (moyenne d’age : 52 ans),
immunodéprimés (4/5). La voie de transmission n’a pas pu étre démontrée (2/5 ont consommé

du lapin) et la maladie est asymptomatique (4/5).

- Le génotype 7 a été décrit comme cause d’infection dans un seul case report de 2016 [52].
C’est un patient du Moyen-Orient transplanté hépatique. Ce patient consommait
régulierement de la viande et du lait de chameau. D’autres études sont a effectuer.

- Le génotype 8 est tres récent. C’est une étude Woo et al [53] qui le décrit chez des chameaux

(Camelus bactrianus).

Le tableau ci-apres illustre la classification actuelle du VHE.

Famille Genre Espece Hote prédominant Génotype Sous-types
Humain VHE-1 la-1f
Humain VHE-2 2a,2b
Humain, porc, cs:rf , mangouste VHE-3 3abchij / 3efg
Lapin 3ra
Orthohepevirus A Humain, porc VHE-4 4a-4i
é? Sanglier VHE-5
IE Orthohepevirus Sanglier VHE-6
g Chameau, humain VHE-7
T Chameau VHE-8
Orthohepevirus B Oiseaux
. Rat VHE-C1
Orthohepevirus C Furet VHE-C2
Orthohepevirus D Chauve-souris
Piscihepevirus | Piscihepevirus A Truite
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Il est possible que de nouveaux genres et de nouvelles especes soient décrits en fonction des
recherches réalisées.

L’organisation phylogénétique actuelle du VHE est la suivante :

Orthohepevirus Piscihepevirus

Trout-USA

Orthohepevirus A
Orthohepevirus D

Avian-Europe

Orthohepevirus B

Avian-USA

Avian-Australia

Rat-Germany e

Rat-Vietnam

Orthohepevirus C

0.1

Hepatitis E Pathogenesis, Sébastien Lhomme et al. 2016 [54]

2.2.3 4. Répartition géographique des génotypes du VHE

a. Dans le monde

Répartition mondiale des génotypes du VHE :

Genotype
il :
2
| E
i 4
B 1+2
B i+3
B 1+4
B 3+4
1+3+4

Hepatitis E: Epidemiology and Natural History, Aggarwal, 2013 [55]
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b. En France

En France, la répartition des génotypes observés chez les individus infectés dont le diagnostic

a été réalisé par le CNR est la suivante :

Génotypes et sous types

3chi 3 non

Année 1 2 4 3a 3b 3e 3g 3f 3ra sous NOI,I
3c 3i typé type
8 1 6 2 0 183 13 0 325 3 53 100
2016 [1,20% |0,20% [0,90% |0,40% | 0% 26,40% 1,90% | 0% |46,80% |0,50% | 7,60% |[14,40%
579 soit 83,4%
3 0 5 6 1 141 11 1 251 4 60 86

2015 [0,50% | 0% [0,90% |1,10% (0,20% 24.80% 190% [0,20% | 44,20% [0,70% | 10,50% | 15%
475 soit 83,8%

7 1 7 1 1 115 32 6 0 276 78
2014 [1,30% |0,20% [ 1,30% |0,20% [0,20% |21,60% | 6,10% | 1,10% | 0% |51,90% 14,60%
431 soit 81,1 %
4 0 1 1 2 103 0 10 0 212 40
2013 [1,70% | 0% [0,20% ]0,20% [0,40% |27,60% | 0% |2,70% | 0% |56,80% 10,70%
328 soit 87,7 %
8 0 9 0 0 38 0 9 0 174 47
2012 [2.80% | 0% [320% ]| 0% 0% [1330%| 0% (2,80%| 0% [61,50% 16,50%

221 soit 77,6%
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Partie 3 : Transmission du virus de I’hépatite E (VHE)

L'hépatite E est généralement transmise par voie féco-orale. Dans les pays en voie de
développement, ou les génotypes strictement humains (1 et 2) sont les génotypes prédominants
du VHE, l'eau souillée et les aliments contaminés sont les principales sources d'infection par le
VHE. L’élimination fécale du VHE par des humains présentant des signes d’infection ou
asymptomatiques maintient un pool d'individus infectieux qui contaminent
I'approvisionnement en eau. Un probleme majeur de santé publique est également la
transmission verticale, materno-feetale car elle est peut-&tre de mauvais pronostic.

Dans les pays industrialisés, ou les génotypes zoonotiques (3 et 4) sont les génotypes
prédominants, l'importance des réservoirs animaux est devenue évidente et 1'hépatite E est
considérée comme une maladie zoonotique. La transmission par la consommation de viande
contaminée et insuffisamment cuite ou par contact direct avec des animaux a été confirmée
comme la principale cause de 'hépatite E sporadique dans les pays développés. D’autres voies
de transmissions ont également été démontrées : la transfusion sanguine et la transplantation
d’organe.

Kamar propose, en 2012 dans The Lancet, une représentation des différentes voies de

transmission du VHE :

Consumption of food

Meat
preparation

Direct
transmission

Animals
Goats, sheep, cows, cats, dogs

Hepatitis E, Kamar et al. The Lancet, 2012 [56]
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Dans cette représentation les auteurs différencient les voies de transmission certaines et celles
proposées mais encore a 1’étude (symbolisées par des points d’interrogation (?)).

Nous proposons dans ce travail une différenciation par génotype, comme suit :

Génotypes 1 ou 2 Génotypes 3 ou 4
(Pays en développement) (Pays développés et en développement)

* Transmission zoonotique : consommation de viande mal cuite et
contact étroit avec des animaux.
* Transmission par transfusion sanguine, par transplantation d'organes

¢ Transmission oro-fécale
e Transmission verticale

3. Transmission entérique

3.1. Transmission oro-fécale

Les épidémies d'hépatite E liées a I’eau contaminée ont été¢ largement documentées pour les
génotypes 1 et 2.
Une synthese des épidémies de VHE liées a I’eau les plus importantes a été proposée par Y.

Wang en 2016 [57] :

Location Years Cases Transmission

India 1955-1968 29,300 Waterborne

Kashmir 1978-1979 >270 Waterborne

Mexico 1986 >200 Contaminated well water
Ethiopia 1988-1989 >750 After monsoon rains

India 1991 79,000 Contaminated river water
China 1991 119,000 Waterborne

Vietnam 1994 >300 After heavy rains

Pakistan 1993-1994 3827 Contaminated plant water
Nepal 1995 692 Contaminated drinking water
Sudan 2004 >2600 Safe water insufficient
Uganda 2008 >10,000 Substantial person to person
Bangladesh 2010 >62 Contaminated tap water
Sudan 2014-2015 >1117 Safe water insufficient

Hepatitis E Virus, Wang et al. 2016 [57]
Le premier cas documenté est une grande épidémie d'hépatite E liée a 1’utilisation d’eau qui a
eu lieu a New Delhi, en Inde, en 1955. Depuis, différentes épidémies liées a I'eau ont été
signalées en Inde, au Pakistan, en Chine, au Vietnam, au Bangladesh, au Mexique, au Soudan
et dans d'autres pays d'Asie, d'Afrique et d'Amérique latine.
Ces épidémies s’expliquent par 1’utilisation d’eau souillée et par une absence de maitrise du
traitement des eaux usées.
En Asie du sud-est, 1'évacuation des excréments humains dans les riviéres et 1'utilisation de
I’eau provenant de ces mémes rivieres pour boire, cuisiner et assurer I'hygiene personnelle a été
prouvé comme source des épidémies.
En Afrique, La contamination fécale de I'eau est également une source principale d’épidémies

de 1'hépatite E. Ces épidémies sont souvent précédées de fortes précipitations et d’inondations,
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facilitant le mélange des excréments humains avec les sources d'eau potable. Aussi, pendant les
mois d'été secs ou le débit d'eau dans les rivieres est réduit, la concentration de contaminants
fécales augmente conduisant aussi a des foyers de VHE.

Les épidémies de VHE par transmission oro-fécale n'ont jamais été documentées dans les pays
industrialisés (génotypes 3 et 4) ou l'approvisionnement en eau potable est généralisé.
Cependant, la voie d'infection par 1'eau peut également €tre importante pour les génotypes 3 et
4.11 s’agit en général d’une transmission indirecte par utilisation d’eau contaminée.
L'utilisation de fumier de porc infecté ou d'eau contaminée par des déchets animaux pour
I'épandage et l'irrigation des champs peut conduire a la contamination des produits cultivés
(fruits et Iégumes) ou des coquillages qui sont cultivés dans des zones alimentées par les eaux
de ruissellement.

Pour en arriver a cette certitude, il a été nécessaire de mettre en évidence la persistance d’un
virus infectant dans le fumier. Aux Etats-Unis, I'ARN du génotype 3 du VHE a été détecté dans
le fumier de porc prélevé dans les fermes. De plus, cette souche de VHE est restée infectante
lors de l'inoculation chez des porcs naifs [58].

D’autre part, il a fallu prouver que ces génotypes étaient retrouvés ensuite dans 1’eau. Plusieurs
études (tableau ci-dessous) vont dans ce sens en rapportant la détection des génotypes VHE 3
dans les eaux usées, indiquant que la contamination des milieux aquatiques (eaux usées et de
surface) par cette voie est possible.

Un tableau résumant les études sur le sujet est présenté ci-dessous.

Pays Types d’eau tog?gl,zgeux S%nébie(gceg; Génotype | Ref
Eaux usées brutes 21 1 4,80%
Italie |Eaux usées traitées 21 0 0% [59]
Eaux de surface 27 1 3,70%
Pays-Bas | Eaux de surface 12 2 17% [60]
Espagne | Eaux usées brutes 46 20 |43,50%
Grece | Eaux usées brutes 5 0 0%
Etats Unis | Eaux usées brutes 5 1 20% [61]
France | Eaux usées brutes 4 1 25% 3
Suede | Eaux usées brutes 4 0 0%
Slovénie | Eaux de surface 60 2 33 % [62]
Argentine Eaux usées brutes 48 3 6.3 % (63]
Eaux de surface 31 1 32%
. Eau potable 30 7 123,30%
Colombie | 1) x usées 30 5 |1670% [64]
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Enfin, les données de I’étude de Parashar [65] suggerent que le VHE peut persister a long terme
dans les eaux de l'environnement et dans le sol. En effet, I’étude consiste en 1’incubation
d’échantillon de sol enrichis avec une souche de VHE (6.47 x 10’ copies/mL) issue de selles de
patient infecté a température de I’environnement. Des PCR répétées ont observées une

persistance du VHE pendant 9 semaines.

La conséquence est la contamination des produits cultivés (fruits et [égumes) et de coquillages.
Au Canada, en 2012, I’équipe de Brassard [66] a trouvé le génotype 3 du VHE dans des fraises
(1/16 soit 6,25%) une heure apres irrigation alors qu’aucun virus n’avait été trouvé avant
I'irrigation. Cette souche partage 99% d'identité de séquence nucléotidique avec les souches
VHE locales de porc.

Une autre étude de 2012, européenne [67] a montré que le VHE était présent dans 4,8% des
laitues en phase de production et dans 3,2% des laitues en point de vente. Les auteurs ont aussi
testé I’eau d’irrigation de ces laitues et ont trouvé la présence du VHE dans 5% des échantillons

d'eau d'irrigation.

De plus, I’ARN du VHE a aussi été retrouvé dans les mollusques. Le tableau suivant reprend

des études sur le sujet en fonction du type de mollusque :

Mollusques Nombre de mollusques VHE + | Génotypes | Pays | Réf
Moules 3/37 8,1 % 1 Italie | [68]
Huitres 14/ 161 8,7 % 3a Corée | [69]

Palourdes asiatiques 2/32 6,3 % 3 Japon | [70]

Selon les différents auteurs, la présence de VHE dans les mollusques serait liée a une
bioaccumulation du virus suite a la présence du virus dans I’eau. Le risque est plus élevé si les
cultures de moules sont placées pres de 'embouchure de la riviere. Les rivieres peuvent étre
contaminées par l'eau de ruissellement des fermes porcines ou par les eaux usées. La question
de I’implication des mollusques en tant que réservoir et en tant que vecteur de la maladie reste

a étudier.

23



3.2. Transmission zoonotique

Dans les pays industrialisés, I'importance des réservoirs animaux est devenue évidente et
I'hépatite E est considérée comme une maladie zoonotique. Les porcins ont été les premiers
animaux impliqués et sont considérés comme les principaux réservoirs des génotypes 3 et 4 du
VHE. La transmission de ces deux génotypes par la consommation de viande contaminée a été
confirmée comme la principale cause de 1'hépatite E sporadique dans les pays développés [71].
Afin d’affirmer le caractere zoonotique de I’infection a VHE, il a été démontré que les souches
porcines de VHE génotype 3 peuvent infecter les primates et que les souches humaines de

génotype 3 peuvent infecter les porcs [72].

Reimar Johne et al. [73] illustrent les études expérimentales d’infection croisée entre especes :

infection successful

infection not successful
divergent or partial results

Chicken

Hepeviridae: An expanding family of vertebrate viruses, Reimar Johne et al. 2014 [73]
Les porcins ne sont pas les seuls réservoirs du VHE. La découverte du VHE chez de nouvelles
especes hotes souleve toujours la question du potentiel zoonotique de ces nouvelles souches.
La liste des especes animales sensibles a l'infection par le VHE a connu une expansion rapide
au cours des deux dernieres décennies [74]. La liste est maintenant longue et continue a €tre
complétée.

Dans notre travail nous proposons une revue de la littérature séparant les travaux pour lesquels :

Le génome VHE a été retrouvé dans I’espece animale

Les études séro-épidémiologiques vétérinaires.

3.2.1. Espéces animales infectées par le VHE

On sait qu'un certain nombre d'animaux servent d'hotes et de réservoirs naturels pour le VHE.
Ce tableau fait le point sur les animaux en fonction de leur potentiel a constituer un réservoir

d’infection humaine :
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Le singe cynomolgus (Macaca fascicularis)

[75]

Primates Le macaque japonais (Macaca fuscata) [76]
Suidés Le sanglier et le porc domestique (Sus scrofa) [72]
Réservoir Dromadaire Camelus dromedarius [49], [77]
avéré Le cerf élaphe (Cervus elaphus) [78]
. Le cerf sika (Cervus nippon)
Cervid
ervides Le chevreuil (Capreolus capreolus) [79]
L’élan (Alces alces) [80]
Léporidés Le lapin d’élevage et le lapin sauvage (Oryctolagus cuniculus) | [81], [82]
Volailles Le poulet (Gallus gallus domesticus)
Chauve-souris Hipposideridae, Vespertilionidae et Phyllostomidae [83]
Le rat brun (Rattus norvegicus)
Réservoir Rongeurs Le rat noir (Rattus rattqs) . [84]
potentiel Le rat de coton (Sigmodon hispidus)
Le grand rat Bandicote (Bandicota indica)
Soricomorpha La musaraigne (Suncus murinus) [85]
La mangouste de Java (Herpestes javanicus) [86]
. Le renard (Vulpes vulpes) [87]
Carnivores Le furet (Mustela putorius) [88]
Le vison (Neovison vison) [89]
Poissons La truite fardée (Oncorhynchus clarkii) [90]

Avec I'utilisation intensive des techniques modernes de biologie moléculaire, on s'attend a ce

que la liste des hotes se développe et que de nouvelles souches de VHE soient identifiées a

partir d'autres especes animales.

3.2.1.1. Les réservoirs avérés

a. Les porcins

C’est en 1995 que I’ARN du VHE et des anticorps ont été détecté chez des porcs au Népal et

ensuite aux Etats-Unis [91], [92]. Cette découverte chez le porc a soulevé des inquiétudes car

des lors, le VHE ¢était considéré comme un virus potentiellement zoonotique.

Des études ont en effet, séquencé et comparé le génome partiel de souches porcines et humaines

et ont démontré un degré élevé de similarité (entre 80 et 90%) [92].

Puis, des études plus approfondies sur le génome entier ont démontrées que la séquence

génomique du VHE du porc différait sensiblement des génotypes 1 et 2 de 'homme connus a

cette époque. La conséquence a été 1’identification de deux autres génotypes :

3 et 4. Ces

génotypes seront par la suite retrouvés chez 1’homme [72] assurant le caractere zoonotique du

VHE.

Iy a quelques années, deux génotypes supplémentaires (5 et 6) ont été suggérés pour le sanglier

en raison de leur forte divergence avec les séquences VHE connues [93].

La distribution génotypique chez le porc suit également une distribution géographique

particuliere :
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En Europe :

- Le génotype 3 est dominant chez les porcs européens et peut étre trouvé presque partout
dans le monde. En outre, il est le seul génotype détecté, jusqu'a présent, dans le sanglier
européen et est responsable de presque toutes les infections humaines autochtones du VHE
en Europe. (Plus de 85% en France selon le CNR VHE).

- Le génotype 4 a aussi été détecté chez les porcs européens [94]. Cela concernait des porcs

en provenance d'Italie, de Belgique et du Danemark.
En Asie :

- En Chine : chez le porc chinois, on peut trouver a la fois le génotype 3 et 4 [95] bien que le
génotype 4 soit le plus fréquent et la cause prédominante de I'hépatite E chez I'homme en
Chine.

- Le génotype 4 peut également Etre détecté chez le porc dans d'autres pays asiatiques comme

le Japon, I'Inde, I'Indonésie, la Corée et Taiwan.

Cependant, la mondialisation du commerce alimentaire rend difficile la compréhension de la

répartition géographique des génotypes viraux du VHE.

Pavio et al. [96] de I’Agence nationale de sécurité sanitaire, de 1’alimentation, de
I’environnement et du travail (ANSES) résume les études au sujet de 1’histoire naturelle de
I’infection par le VHE chez le porc d’élevage. Chez ce dernier la voie d'infection est féco-orale,
et la maladie est en général aussi asymptomatique mais peut induire des 1é€sions hépatiques
légeres ou modérées et des adénopathies. Les porcs sont majoritairement infectés jeunes (autour
de la 10°™ semaine de vie), lors du sevrage et de la chute du transfert de I’immunité maternelle.
Quant a la cinétique de I’infection, les auteurs rapportent plusieurs éléments (résumés dans le

schéma ci-apres) :

- Un pic de virémie et une excrétion du virus se produit entre 2 et 4 mois d'age.

- Les porcs infectés commencent a excréter dans les selles le virus environ une semaine apres
l'infection et ce pendant 3 semaines.

- L’ARN du virus peut étre détecté dans le foie pendant 4 semaines a 3 mois.

- Le virus a également été détecté dans des échantillons musculaires (longissimus, biceps

femoris, iliopsoas)

26



— — - Excrétion fécale

IgM anti-VHE

Anticorps maternels TRl

— = = 1gG anti-VHE 7N\ IgG anti-VHE _ . —

/ \ —

anti-VHE maternels I

10 12 14 16 18 20 22 24

Age en semaines

Hépatite E : nouvelles connaissances du coté animal. Nicole Pavio et al. 2010 [96]

L'excrétion dans les feces est une voie d'infection importante pour les porcs, mais d'autres voies,
comme l'urine, peuvent jouer un role important.

Compte tenu de I’histoire naturelle de l'infection par le VHE chez le porc, le risque d'exposition
humaine par les produits du porc devrait €tre assez faible au moment de 1'abattage. Cependant,
Pavio et al. [96] reprennent plusieurs études qui ont démontré que les porcs en age d'abattage
peuvent encore €tre porteurs du virus.

Tout ce qui est décrit pour le porc est considéré comme transposable au sanglier puisqu'il s'agit

de la méme espece.

b. Les cerfs et chevreuils

Le chevreuil, le cerf commun, le cerf sika et d'autres especes de cerfs peuvent étre infectés par
le génotype 3. La séroprévalence varie entre 2 et 30%, tandis que la prévalence de I'ARN est
d'environ 30%. La consommation de viande mal cuite a été incriminée dans des cas de

contamination humaine.

3.2.1.2. Les réservoirs potentiels

a.Le lapin

En 2009, Zhao et al. [81] ont rapporté la découverte du VHE chez les lapins d'élevage
(Oryctolagus cuniculus) en Chine. Plusieurs études sur la détection du VHE chez des lapins
d'élevage ont suivies (Chine, Mongolie et Etats-Unis). En France, le VHE a également été
détecté chez des lapins sauvages. Puis une souche de VHE chez un humain symptomatique a
montré un degré élevé de similitude avec le VHE du lapin. Le virus VHE du lapin est
aujourd’hui classé dans la famille Orthohepevirus A, génotype 3. Récemment le génotype 3 a
été séparé en 3 clades (voir partie 2) dont un clade « rabbit », le 3ra. Le sous-type 3ra peut

également infecter ’homme. Une étude francaise d’ Abravanel et al. [97] en juillet 2017 montre

27



une prévalence de 0,5% (5/919) de génotype 3ra parmi les patients infectés par le VHE.
Cependant le mode de contamination n’a pas été prouvée. Les lapins peuvent donc constituer

un risque d'infection zoonotique chez I'homme.

b. Les chameaux

Une étude de Woo et al [53], en 2014 a mis en évidence une souche de VHE chez des chameaux.
Apres des analyses phylogénétiques, la derniere nomenclature classe le VHE du chameau dans
I’espece Orthohepevirus A mais crée un génotype a part, le génotype 7. Ce génotype a été décrit
comme cause d’une hépatite E chez un transplanté hépatique. Ce patient consommait
régulicrement de la viande et du lait de chameau. (Voir partie 2). D’autres études sont a

effectuer.
c. Les chevaux

Le matériel génétique a été retrouvé chez 2% (étude chinoise) ou 4% (étude égyptienne) des

chevaux. L'analyse phylogénétique a montré que ces souches :

- FEtaient apparentées (97-100% d'identité nucléotidique) a des isolats humains égyptiens,
pour 1’étude égyptienne.

- Etaient de génotype 4 pour 1’étude chinoise.

Ces données indiquent que les chevaux acquicrent une infection par le VHE et suggerent que
la transmission inter-especes peut se produire. La question est de savoir si les chevaux sont
susceptibles de jouer un rdle dans la transmission du VHE. D’autres études sont nécessaires

afin de confirmer cette observation et afin d’approfondir la question du potentiel zoonotique.
d. Les oiseaux

Le virus « VHE aviaire » est reconnu depuis longtemps comme 1'agent causal d'une maladie du
foie et de la rate chez les oiseaux ou syndrome de 1'hépatite-splénomégalie, décrite a I'origine
en Australie et plus tard sur d'autres continents [73].

Des études phylogénétiques ont montré que seulement 50% de la séquence aviaire est commune
avec les souches VHE humaines et porcines. C’est la raison pour laquelle, dans la derniere
nomenclature [49], le « VHE aviaire » est classé dans le genre Orthohepevirus mais est isolé
dans une espece a part : ’espece Orthohepevirus B (voir partie 2). Reimar Johne et al [73]
propose quant a lui que le virus « VHE aviaire » soit lui-méme classé en 4 génotypes distincts.
Hormis les poulets infectés, il a été montré que le « VHE aviaire » infectait les dindes dans des
conditions expérimentales [98] et d’autres oiseaux sauvages [99] comme les pigeons, les grives
et les hiboux. Par la suite, il a ét€ important de déterminer si le « VHE aviaire » pouvait infecter

les humains. Des expériences avec des singes non primates ont été réalisées [73]. Ces
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expériences ont conclu que le « VHE aviaire » ne provoque pas de virémie ni de séroconversion
chez les singes. Plus de 20 ans d'expérience sans détection du « VHE aviaire » chez 1'homme

donne une forte probabilité que les oiseaux ne sont probablement pas un réservoir.

e. Les chauve-souris

En 2012, I’équipe allemande de Drexler JF et al [83] retrouve le VHE dans différentes especes
de chauves-souris. Cette souche forme une branche phylogénétique distincte des souches VHE
zoonotiques connues. La présence du VHE chez les chauves-souris semble peu fréquente, les
humains et les chauves-souris sont rarement en contact et I'ingestion par les humains de matériel
infecté par les chauves-souris est peu probable. Cependant, les chauves-souris de fruits (chauve-
souris mangeant des fruits des arbres, comme la mangue), peuvent contaminer les fruits, avec
la salive ou l'urine. Il s'agit ici simplement d'un raisonnement hypothétique puisque le virus
VHE chez les chauves-souris est tres différent des génotypes 1 a 4 et le risque d'exposition est
probablement faible. En 2013 [100], les souches de VHE isolées chez la chauve-souris étaient
classé dans un genre distinct : le genre Chiropteranhepevirus. Dans la derniere nomenclature,
le VHE de la chauve-souris appartient a I’espece Orthohepevirus D du genre Orthohepevirus et

le genre Chiropteranhepevirus a été supprimé (voir partie 2).

f. Les rongeurs

Plusieurs especes de rats peuvent étre infectées par le VHE, mais principalement par une souche
qui est éloignée des génotypes 1-4 et formant une branche distincte dans les arbres
phylogénétiques. De plus, I’inoculation de cette souche a des singes macaques n’a pas
provoquée d’hépatite E. Cependant, une étude de 2012 sur les rats aux Etats-Unis [101] a
observée des rats infectés par le génotype 3 du VHE. Les rats pourraient donc constituer un
risque zoonotique. Néanmoins, on ne sait pas si les rats peuvent étre infectés par le génotype 4.
Les furets peuvent étre infectés par une souche du VHE qui se rapproche de la souche du VHE
du rat. Cependant, la distance phylogénétique entre le VHE du rat et le VHE du furet est plus
grande qu'entre les génotypes 1 et 2 des humains.

Dans la derniere nomenclature, le VHE du rat et du furet appartiennent a 1’espece
Orthohepevirus C (génotype C1 pour le VHE du rat et C2 pour le VHE du furet) (voir partie 2).
Le VHE trouvé dans le vison est également apparenté au VHE du furet et du rat. Comme pour

le VHE chez le rat et le furet, la souche du vison est éloignée des génotypes 1-4.

3.2.1.3. Les carnivores
La mangouste est infectée par le VHE appartenant au génotype 3 et peut donc étre considérée
comme un virus zoonotique [86]. Aucun cas humain di a une infection par la mangouste n'a

été décrit. Ceci s’explique peut-Etre par le fait que les humains et la mangouste se rapprochent
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rarement les uns des autres, et que le risque d'ingestion orale de matériel infecté par une
mangouste par un humain semble assez faible. On ne sait pas si la mangouste peut également
étre infectée par le génotype 4.

Chez le renard, le VHE a été retrouvé uniquement dans les feces et pourrait donc provenir d'un

animal qui a été mangé par le renard. D’autres études sont nécessaires.

3.2.14. Les herbacés : les élans
Les élans seraient fréquemment infectés par le VHE selon I’étude de Lin et al [102]. Cependant,
I’élan est infecté par des souches de VHE distantes des génotypes 1 a 4. Pour I’instant, il n'existe
aucune preuve que ce virus puisse €tre zoonotique. De plus, 1’élan est traditionnellement chassé
et la viande est mangée, mais pas le foie. Cela peut contribuer a réduire le risque d'infections

humaines.

3.2.1.5. Les poissons (la truite fardée)
Les américains William Batts et al en 2011 [90] ont décrit la présence du VHE chez les truites
fardées. La nouvelle nomenclature classe cette souche dans un genre différent des

Orthohepeviridae qui est le genre Piscihepevirus. (Voir partie 2).

3.2.2. Etude des séroprévalences dans les populations animales

De nombreuses études de séroprévalence ont été conduites en particulier dans des populations
d’animaux d’élevage ou de compagnie. C’est le cas des bovins, des moutons, des chevres, des
chiens, des chats, des chevaux et des dromadaires. Une liste d’espece ou des anticorps anti-

VHE ont été détectés est proposée :

Bovins Le bétail (Bos taurus)
ovt Le yak (Bos grunniens) [100]
,. Mouton Ovis aries
D’¢élevage
Che C [100],
evre apra aegagrus [103]
Cheval Equus caballus [104]
. Chien . [105]
De compagnie Chats Canis lupus [69],
[106]
S Ours noir d’Asie Selenarctos thibetanus (107]
auvages Panthére nébuleuse Neofelis nebulosa

3.2.2.1. Les ruminants (bovins, ovins et caprins)
Les souches de VHE des ruminants n'ont pas encore été isolées. Les résultats des études sur les

séroprévalences anti-VHE sont hétérogenes. Le tableau suivant résume les différents résultats :

Egypte [100] Inde [100] Brésil [100] Chine [100] Espagne [108]
Bovins 11-14% 44269% 1,4% 6-93%
Ovins 4.4 % 0 % 0-12% 1,92 %
Caprins 94 % 0% 0 % 0-10 % 0,60 %
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Malgré ces preuves sérologiques abondantes, 1'identification génétique définitive du VHE fait

toujours défaut. Les hypotheses sont :

- La souche portée par les ruminants est génétiquement tres différente des souches connues
conduisant ainsi a 1'échec de I’identification génétique du virus avec les techniques
actuelles.

- La présence de réactions sérologiques non spécifiques. En effet, la validité des données
sérologiques a été remise en question en raison du fait que les tests utilisés peuvent ne pas
étre spécifiques et mettre plutot en évidence une réactivité croisée avec des protéines non

virales.

La recherche dans ce domaine doit continuer a mieux répondre a ces préoccupations et
confirmer la source de séropositivité anti-VHE chez les ruminants. Etant donné la large
utilisation des bovins, des moutons et des chevres dans la chaine alimentaire humaine,
l'identification génétique de souches VHE chez les ruminants pouvant infecter 1’homme

constituerait un probléme potentiel de santé publique.

3.2.2.2. Les animaux de compagnie (chiens et chats)
Une étude au Royaume-Uni [105] trouve une séroprévalence anti-VHE chez le chien de 0,8%
avec une séroprévalence humaine d’environ 13% dans ce pays. Dans d’autres pays ou la
séroprévalence anti-VHE humaine est plus importante, celle des chiens ’est également. Par
exemple, en Chine la séroprévalence humaine est maximum de 25% selon les études et celle
des chiens est maximum de 29% [106]. Selon les résultats de cette étude la séroprévalence
canine est différente en fonction de la ville (voir tableau suivant).
City No. of serum samples No. of positive serum samples Analysis

positive rate(%)

Shenzhen 99 6 6.06

Macao 63 9 14.29
Canton 134 25 18.66
Shanghai 120 28 2333
Beijing 242 71 29.34

Hepatitis E Virus Serosurvey among Pet Dogs and Cats in Several Developed Cities in China,

Huanbin Liang [106]

Selon cette méme étude chinoise, la séroprévalence serait de 4% chez les chats nourris par de
la nourriture pour chats et de 18% pour les chats omnivores. Une étude espagnole [108] et une
étude japonaise [109] retrouve une séroprévalence chez les chats de 11,1% et 33%

respectivement.
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A ce jour, que ce soit chez le chien ou chez le chat aucune souche n’a été isolée par technique

génétique.

3.2.2.3. Les chevaux
La séroprévalence chez les chevaux a été estimée autour de 13% dans une étude égyptienne

[104] et autour de 16% dans une étude chinoise [99].

En 2010, I’institut de veille sanitaire a résumé la séroprévalence IgG anti VHE chez les animaux

potentiellement réservoirs dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1 Réservoirs animaux potentiels du virus de I'hépatite E / Table ! Possible
animal reservoirs of Hepatitis E virus

Porc Monde 30-80
Sangliers Japon, France, Allemagne, Italie, Espagne, Hongrie 5-42
Cervidés Japon, Hongrie 26

Lapin Chine 57

Rat Inde, Brésil, USA 50-80

Mangouste Japon 83
Cheval Chine, Egypte 13-163
Chat Japon, Espagne 11,1-33
Chien Brésil, Chine 7178
Mouton Chine, Espagne 19
Chévre Chine, Espagne 0,624
Bovin Brésil, Chine, Inde 1,42-69
Poulet USA, Australie, Hongrie 2030
Canard Chine 12,8

Hépatite E : nouvelles connaissances du coté” animal. Nicole Pavio et al. 2010 [96]

3.2.3. Les différentes voies de contamination zoonotique

Le Centre National de Référence du VHE résume 1’état actuel des connaissances sur la

transmission zoonotique par ce tableau :
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Aliments
souillés

Aliments
produits a partir
d’'animaux
réservoirs

du virus

Porcs, cerfs
et sangliers

Eau.

Légumes et fruits contaminés par contact avec
une eau souillée (irrigation, lavage).

Coquillages.

Viande et abats de sanglier, notamment la
fressure (cceur, rate, foie, poumons) souvent
consommeée presque crue.

Viande et abats de cerf, notamment la fressure
(ceeur, rate, foie, poumons) souvent consommeée
presque crue.

Produits a base de foie cru de porc des-
tinés a étre consommés  cuits  mais
CONSOMMES Crus par certains consommateurs
(saucisses de foie et foies secs).

Produits a base de foie de porc peu cuits destinés
a étre consommeés Ccuits mais consommeés crus
par certains consommateurs (quenelles de foie..).

Produits a base de foie cru de porc consom-
més crus (saucisses de foie séchées, fumées...).

Autre charcuterie crue a base de muscle a
consommer cuite (lardons.) et a consommer
crue (jambons crus et/ou secs, saucisses a tar-
tiner, longanisse, soubresade, saucisson, rosette
et chorizo..).

Contamination manu portée liée a une hygiene
des mains insuffisante, par contact direct ou
indirect avec les animaux vivants ou leurs car-
casses. Concerne particulierement les chasseurs,
les personnes travaillant dans les abattoirs, éle-
veurs et vétérinaires.

Confirmé : transmission fréguente en zone
d'endémie, dispositif d'assainissement insuffi-
sant, a l'origine d'importantes épidémies.

: cas rapportés en zone d'endémie,

. suspicion épidémiologique de lien
avec la consommation de coquillages lors d'une
TIAC sur un bateau de croisiere en Méditerranée ;
VVHE mis en évidence dans des coquillages au
Japon.

Confirmé : cas documentés au Japon (viande
Crue ou peu cuite),

Confirmé : cas documentés au Japon (viande
Crue ou peu cuite).

Confirmé:casdocumentés en France (saucisses
de foie cru de porc mi seche de type figatelli).
(plan de surveillance national en cours sur tous
ces produits).

Théorique : pas de cas cliniques rapportés a
ce jour mais mise en évidence du virus dans les
muscles dans des conditions expérimentales.

sur la base d'études mettant en
évidence une séroprévalence élevée dans ces
populations, car le taux de séroprévalence anti-
\/HE semble supérieur dans le corps de métiers
en rapport avec l'industrie porcine®.

3.2.3.1. Contamination par consommation de viande

a. Les preuves de lla contamination

La voie de transmission zoonotique majoritaire est celle de I’alimentation. Ce mode de

transmission est depuis longtemps suggéré mais avant 2003 cette hypothese était basée

uniquement sur des preuves indirectes.

Depuis 2003 et I’étude japonaise [110], il existe des preuves évidentes reliant des infections a

VHE a la consommation d'aliments contaminés. Il s’agit de quatre cas d'hépatite E qui ont été

directement liés a la consommation de viande de cerf [110]. La méme année, au Japon toujours,

plusieurs cas d'hépatite E aigué ont été attribués a la consommation de foie de porc non cuit
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[111] ou de viande de sanglier[112].

Ensuite, des cas d'hépatite E aigues ont été décrits, en France, aprés consommation de saucisse
traditionnelle Corse de foie de porc cru (le figatelli) [7], [113] et apres consommation de
porcelet grillé et farci au foie de porc [114] et en Italie aprés consommation de figatelli [115]
La séquence du VHE trouvée dans la viande est toujours liée génétiquement a celle présente
chez le patient I’ayant ingéré. D'autres études en France et en Italie, trouvent des souches de
VHE qui restent infectieuses dans des saucisses de foie de porc. Ceci est un argument
supplémentaire pour ’hypothese que la consommation de produits contenant du foie de porc

peut étre un facteur de risque d'infection pour I'hnomme [116].

Une difficulté d’investigation de ce mode de contamination est liée a ce que le temps
d'incubation de la maladie est long, de 3 a 8 semaines (moyenne de 40 jours), ce qui crée des
difficultés pour prouver un lien de causalité. En effet, dans de nombreux cas les aliments ont
été entierement consommés ou jetés lorsque les symptomes cliniques apparaissent pour la
premiere fois chez le consommateur.

D’autres études ont observé la présence du VHE dans les aliments contenant du porc de 1 a
11% selon le pays (Japon, Pays-Bas, Inde, Corée du Sud et Etats-Unis). Une étude conduite en
France [117] révele une prévalence élevée du VHE dans les produits de charcuterie préparés a®
partir de foie cru de porc (30% dans les produits de type figatelli). Compte tenu d’une
prévalence individuelle de foies infectés de 1’ordre de 4%, il semble tres difficile de constituer
des mélées de foies indemnes pour la préparation de ces produits. Des solutions de traitement

des foies sont donc nécessaires.

b. Les recommandations de préparations des viandes

Le VHE est un virus entérique non enveloppé, il est donc résistant dans le milieu extérieur.

Le VHE reste viable apres un chauffage a 56°C pendant 1 h et il reste méme infectieux jusqu’a
60°C.

Une étude frangaise de 2014 de Barnaud et al [58] a étudié la stabilité et I’infectiosité du VHE
a la chaleur. Trois températures utilisées en pratique par I’'industrie sont étudiées (62°C, 68°C
et 71°C) pendant trois temps (5, 10 et 20 minutes). Les auteurs observent que la plus faible
réduction de charge virale est obtenue avec la combinaison (62°C, Smin) alors que la plus forte
réduction de charge virale est obtenue avec la combinaison (71°C, 20min). Puis les auteurs ont
inoculé des produits inactivés pendant 20min a 71°C a des porcs et aucune infection par le VHE
n’a été observée.

Le CNR VHE et ’'HAS (Haute Autorité de Santé) recommandent également cette combinaison.

L HAS a évalué I'impact des procédés de transformation (traitement thermique et séchage) sur
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la survie du VHE dans les produits fabriqués a base de foie de porc cru qui :

- Sont cuits par le professionnel (saucisses au foie d’ Alsace ou saucisson de foie d’Alsace,
- Sont cuits par le consommateur (saucisses fraiches de foie du Sud-Ouest)

- Sont consommés crus (figatelli, saucisses de foie séchées, foie salé séché).

Un traitement thermique a 71°C a cceur pendant 5 minutes est recommandé pour la
décontamination des mélées de foie de porc, et pendant 20 minutes pour les matrices complexes
comme celle des figatelli. Colson et al [7] arrive aux mémes conclusions sur la cuisson du
figatelli en particulier. Enfin, I’HAS rappelle que « Le séchage pratiqué par les fabricants de

produits a base de foie cru ne peut étre considéré comme efficace sur I’inactivation du VHE. »

3.2.3.2. Contamination par consommation de lait de vache
En 2016, Huang et al. [118] a collecté des échantillons de selles et de lait de 140 vaches en
Chine. 52 (37%) avaient un échantillon de selle positif pour I’ARN VHE. Parmi ces 52 vaches,
des échantillons de lait ont été testés pour 6 d’entre elles. Tous les échantillons de lait étaient
positifs pour ’ARN VHE. Le méme génotype a été retrouvé dans les selles et dans le lait, le
génotype 4h similaire aux souches infectants les humains et les porcs de cette région de la
Chine. Ensuite les auteurs ont inoculé les souches retrouvées dans le lait a des macaques afin
d’en évaluer I’infectiosité. Le lait cru et le lait pasteurisé contaminé par le VHE ont entrainé
tous les deux une infection active chez les macaques. Par contre, une courte période d'ébullition
(3 minutes a 100°C) semble inactiver completement le virus dans le lait. Cette étude est

importante car le lait de vache semble étre une nouvelle source zoonotique d’infection par le

VHE.

3.2.3.3. Contact direct avec I’animal

L'exposition par contact aux animaux infectés conduit a un risque élevé de transmission du
VHE chez I'homme.

En Espagne [119], en Chine, en Thailande, aux Pays-Bas, en Suéde, en Moldavie et aux Etats-
Unis, les personnes travaillant avec des porcs, comme les vétérinaires, les éleveurs et le
personnel des abattoirs, étaient également plus susceptibles d'étre séropositifs pour le VHE.
[100]. En Allemagne, un risque accru (1,5 a 3,5 fois plus) d'infection par le VHE a été démontré
uniquement chez les employés des abattoirs de porc ; la méme étude ne trouve pas de
séroprévalence plus importante chez les vétérinaires et les éleveurs. Alors que d’autres études
trouvent que seuls les vétérinaires ont une susceptibilité (1,5 a 3,5 fois) plus importantes d'étre
séropositifs anti-VHE [120].

Dans I’ensemble, on sait que les porcs sont un réservoir majeur pour le VHE et le contact avec

les porcs est la voie la plus largement reconnue pour l'exposition professionnelle au VHE.
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Cependant, il existe une multitude de nouvelles especes animales chez qui des souches de VHE
ont été isolées. Des études doivent donc €tre menées pour déterminer si le contact avec ces
animaux peut étre une voie de transmission du virus.

Par exemple, au Danemark, il a été prouvé que les fermiers en contact avec les chevaux sont
significativement plus souvent séropositifs (IgG anti VHE) que la population « non contact »
[121].

Enfin, la question de la transmission par contact avec un animal domestique se pose. Une étude
japonaise de Kuno A et al. [122] rapporte un cas d’hépatite E aigue chez un patient de 47 ans.
Selon les auteurs la seule voie de transmission possible serait le contact avec le chat du patient
chez qui la sérologie IgG est positive. Le matériel génétique n’a pas été retrouvé chez le chat.
En France, Renou et al. en 2007 a signalé un possible cas de transmission de VHE d'un cochon
de compagnie a son propriétaire. En effet, l'isolement du virus avec des séquences VHE
apparentées du patient et de son porc de compagnie suggere que la voie de transmission la plus

probable était du porc a I'hnomme par contact (changement de la litiere).

4. Transmission interhumaine

4.1. Transmission de la mére a I’enfant

4.1.1. Transmission materno-foetale

La transmission du VHE de la mere a I'enfant de femmes enceintes infectées a été signalée
depuis le milieu des années 1980. Une étude historique publiée par Khuroo et al en 1995 [123]
a été la premicre a observer la transmission verticale du VHE a 1'aide de méthodes sérologiques
et moléculaires. Sur 8 nourrissons dont la mere avait des marqueurs sérologiques d'une infection
par le VHE avant l'accouchement, 6 (75%) d'entre eux avaient des signes d'infection par
I'hépatite E et 5 (63%) de ces nourrissons présentaient des niveaux d'ARN VHE détectables
dans le sang de cordon.

La transmission verticale du virus de 1'hépatite E a depuis été documentée dans de nombreuses
zones endémiques. Il existe un taux d'incidence tres élevé de transmission verticale chez les
femmes enceintes infectées par le VHE. Les taux documentés de transmission verticale du VHE
sont représentés dans le tableau ci-dessous. Ces taux sont variables mais sont élevés ce qui

souligne l'importance de la transmission verticale de l'infection par le VHE.
g p p

Inde Emirats Arabes Unis
Taux de transmission 33 % 50 % T0% | 79 % 100 %
Nombre de patientes 62 60 8 26 91
Année d’étude 2001-2002 | 1997-1998 1995 2008 1999
Référence [124] [125] [123] | [126] [127]
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A ce jour, la transmission verticale du VHE de la mére au feetus n'a été associée qu'aux
infections par le VHE de génotype strictement humain (essentiellement le génotype 1),etiln'y
a eu aucun signalement de transmission verticale des infections du génotype 3 ou 4 du VHE.
Cependant, en 2015, la transmission verticale du génotype 3 a été démontrée
expérimentalement chez des lapines gravides qui ont été infectées avec le VHE du lapin (classé
maintenant en génotype 3). Ceci suggere la capacité potentielle du VHE de génotype 3 a étre
transmis de la meére au feetus [128].

Pour rappel, chez les femmes enceintes, les conséquences d’une infection par le VHE de
génotypes 1 et 2 peuvent €tre désastreuses avec une mortalité élevée (15 a 25 %) principalement
au troisieme trimestre. De plus, les infections par le VHE pendant la grossesse peuvent entrainer
également des anomalies congénitales, un avortement spontané et méme la mort. (Voir partie

5).

4.1.2. Transmission par le lait maternel

Une étude espagnole de mars 2016 de Riviero-Juarez et al. rapporte un cas de détection du VHE
dans le lait maternelle d’une femme [129]. Il s’agit d’'une femme de 34 ans qui consulte pour
fievre, fatigue et perte d’appétit. Apres une batterie de test, une sérologie anti-VHE négative et
une virémie VHE a 31 324 IU/mL signent une hépatite E aigue. Cette femme allaitait son garcon
de 18 mois. L’équipe médicale a arrété 1’allaitement et a prélevé le lait afin de le tester par RT-

PCR.

Les résultats sont les suivants :

Sample Oct 22,2015 Nov9,2015 Nov 30,2015 Dec18,2015
Blood 31,3241U/mL 2,130 IU/mL 670 IU/mL Negative
Milk - 1,930 IU/mL 500 IU/mL Negative

Les données suggerent une corrélation des taux entre le sang et le lait ainsi qu’une corrélation
de I’élimination du virus dans les deux liquides. Cet article est important car il prouve la
présence du VHE dans le lait maternel qui pourrait donc €tre une voie de transmission de
I’hépatite E. Des études complémentaires sont nécessaires afin de déterminer le pouvoir

infectant du virus dans ce liquide.

4.2. Transmission de personne a personne

La transmission du VHE par contact de personne a personne, causant des épidémies, a été
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controversée. Les épidémies d’hépatite E ne sont pas suivies de vagues secondaires d’infection

[130].
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Par conséquent, les spécialistes estiment que la transmission de personne a personne n’est pas
la regle. Par contre d’autres études démontrent qu’il est possible que le partage familial de

récipients d’eau pour le lavage des mains permette la contamination lors d’une épidémie [130].

4.3. Transmission nosocomiale

La transmission nosocomiale des infections par le VHE est considérée comme inhabituelle et
la plupart des professionnels de la santé et des patients hospitalisés n’ont pas un risque élevé de
contracter le virus. Cependant, plusieurs études portant sur la transmission de l'infection par le
VHE dans les unités d'hémodialyse observent des épidémies d'hépatite E chez les patients
hospitalisés et les travailleurs de la santé [130]. Cependant, ce ne sont que des études

sérologiques et aucune ne prouve un lien par des analyses phylogénétiques.

4.4. Transmission sexuelle

Il n'existe aucune preuve directe que le VHE soit transmis par contact sexuel. Cependant,
plusieurs études ont montré une plus grande séroprévalence des IgG anti-HEV chez les hommes

homosexuels et les personnes infectées par le VIH [130].
4.5. Transmission par des produits d’origine humaine utilisés en thérapeutique

4.5.1. Transmission par transplantation d'organes

Un cas de transmission du VHE dans une allogreffe hépatique a été décrit par Schlosser et al.
en 2012 [131]. Apres la transplantation, les anticorps IgG et IgM anti-HEV et I’ARN du VHE
ont été détectés dans le sérum du receveur alors qu’avant la transplantation la sérologie et la
charge virale étaient négatives. Les mémes recherches sur un échantillon de sérum du donneur
donnent un résultat négatif. Cependant I' ARN du VHE est positif dans le tissu hépatique du

donneur. Enfin, les analyses phylogénétiques identifient la méme souche chez le receveur et
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chez le donneur (génotype 3). Ainsi, cette étude confirme la transmission du VHE par un
transplant de foie infecté et révele également que le VHE peut persister dans le tissu hépatique
malgré une sérologie négative. Cette observation peut illustrer 1’entité physiopathologique
d’hépatite E occulte qui est peu décrite chez I’humain mais connu chez 1’animal [121].

C’est en 2017 que Pourbaix et al. [132] publie les deux premiers cas de transmission du VHE
par une transplantation rénale. Le premier cas est un homme de 66 ans transplanté en 2013. 9
mois apres cette transplantation le patient présente une sérologie anti-VHE négative et une
virémie VHE positive a 6.56 log IU/mL, génotype 3f. Apres deux mois de traitement I’ARN
VHE est indétectable. Le deuxieme cas est un homme de 65 ans. 11 mois apres la
transplantation rénale, I’ARN VHE est détecté (6.78 log IU/mL) dans le sang du patient, le
génotype est aussi 3f.

Le donneur est le méme pour les deux receveurs, c’est un homme de 73 ans, mort d’une
hémorragie cérébrale. Les analyses rétrospectives ont démontré que ces deux receveurs ont été
contaminés par le greffon de ce donneur. En effet, dans le prélevement sanguin du donneur
I’ARN VHE est détecté a 6.46 log IU/mL et les analyses phylogénétiques montrent une
homologie de séquence de 100% entre les 3 souches (sur deux régions : ORF-2 et RdRp).

Pas de cas publi€s a I’heure actuelle pour les transplantations cardiaques et pulmonaires (mai
2017).

Il est important de noter que les patients dont I’indication de transplantation d'organes est posée
ne sont pas systématiquement testées pour l'infection par le VHE. Maintenant que la
transmission du VHE par transplantation d'organe solide a été confirmée, la question du
dépistage systématique du VHE chez les donneurs d'organes et chez les receveurs trouve sa

pertinence.

4.5.2. Transmission par les produits sanguins labiles (PSL)

Des cas de transmission du VHE par les PSL ont été largement publiés. Tous les PSL sont
incriminés.
Nous essayons de dresser le bilan plus exhaustif possible de la situation dans la partie 8 de ce

travail, traitant du risque transfusionnel du VHE.
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Partie 4 : Physiopathologie du VHE

Le VHE a longtemps été considéré comme un virus tres difficile a cultiver in vitro.

Néanmoins, des équipes réussissent a cultiver des souches de VHE. Le tableau ci-dessous est

un résumé de la littérature a ce sujet.

Equipes Génotype Lignées cellulaires
Tanaka et al., 2007 [133] 3etd PLC/PRF/5 Cellules d’hépatocarcinome humain
Tanaka et al., 2009 [134] A549 Cellules de cancer du poumon humain
Takahashi et al., 2010 [135] 1,3et4 PLC/PRF/5 et A549
Shukla et al.. 2011 [136] 3 HepG2/C3A Cellules d’hépato-carcinome humain
v LLC-PK1 Cellules rénales de porc

Enfin, Shukla et al. [136] rapporte qu'une souche de VHE-3 a pu infecter les cellules suivantes

mais sans préciser si le virus a réussi a se reproduire :

- Huh-7 (cellules de I'hépatome humain),

- Caco-2 (cellules cancéreuses du colon humain),

- 3 types de cellules de cerveau de porc,

- Cellules de foie de cerf, de poulet, de singe, de vache, de souris, de cerf, de poulet, de chat,

de chien et de lapin (I'auteur n'a pas fourni de nom spécifique aux cellules).

Méme si les systemes de culture cellulaire ne sont pas tres robustes, le cycle d’infectiosité du

VHE est de mieux en mieux compris. L’étude de Cao et al. de 2012 [137] résume les éléments

du cycle qui sont connus dans un schéma (voir ci-dessous). Ce cycle a été actualisé en 2016 par

Xin Yin et al [5] en essayant de mieux comprendre I’apport de I’enveloppe du virus circulant

dans le sang.
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Molecular biology and replication of hepatitis E virus. Dianjun Cao et al. 2012 [137]

1. Fixation et entrée du virus dans la cellule cible

1.1. Les différentes cellules cibles

L’hépatocyte est la cellule cible majoritaire mais d’autres organes ou tissus ont été¢ décrits
comme cible d’une réplication virale du VHE.
Williams et al. [138] ont observé une réplication du VHE dans les ganglions lymphatiques, la

rate et l'intestin et Bose et al. [139] dans le placenta.

1.2. Fixation du VHE sur la cellules cible

Les virions VHE non enveloppés (VHE) acquis par voie orale, entrent dans le flux sanguin par
un mécanisme inconnu. Le site principal de fixation et de réplication du VHE est I’hépatocyte.
Xin Yin et al [5] suggerent que compte tenu des différences entre le virus non enveloppé (VHE)
et le virus « quasi enveloppé » (eVHE), il est probable que les deux formes utilisent différents

mécanismes pour entrer dans les cellules cibles :
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- Pour les formes non enveloppées du virus, la fixation cellulaire initiale (étape a du
schéma ci-dessus) se ferait entre la protéine de capside codée par ORF2 et un médiateur
cellulaire qui peut étre :

-« Heparin Sulfate Proteoglycans » (HSPGs), qui sont exprimés a la surface de
nombreux types de cellules et impliqués dans la fixation des virus enveloppés et non
enveloppés.

-« Protéine de choc thermique 70 » (HSC70)

- Pour les formes « quasi-enveloppées » du virus (¢eVHE) la fixation aurait lieu par une
autre voie. Par contre, cette derniere serait moins efficace par rapport a celle des virions
non enveloppés. En accord avec cette observation, Xin Yin et al [5] précise que le

eVHE est moins infectieux que le virus fécal (VHE), qui n'est pas enveloppé.
Néanmoins Cao et al. [137] rappelle qu’a I’heure actuelle un récepteur cellulaire spécifique
pour VHE n’a toujours pas été identifié.
1.3. Entrée du VHE dans la cellules cible

Sur le schéma, I’étape b correspond a I’entrée du virus dans la cellule. La protéine de choc
thermique 90 (Heat Shock cognate Protein 90 : HSP90) et la protéine Grp78 (Glucose-regulated

protein 78) seraient impliqués dans ce transport.

2. Multiplication intracellulaire du VHE

2.1. Réplication virale

Etape ¢ : La « cap » est enlevée et ' ARN génomique a sens positif est libéré dans le cytoplasme
de la cellule. La localisation ainsi que les mécanismes aboutissant a cette décapsidation sont
inconnus. Cet ARN sert de modele pour traduire la polyprotéine non structurelle ORF1 (NSP :
Non Structural Proteins) dans le cytoplasme.

Etape d : La polymérase virale (RdRp) ainsi traduite synthétise un ARN intermédiaire a sens
négatif a partir de ' ARN génomique a sens positif.

Etape e : Cet ARN intermédiaire sert de modele pour la production d’ARN a sens positif et de
I’ARN subgénomique bicistronique a sens positif.

Etape f : Les protéines codées par ORF2 et ORF3 sont traduites a partir de ’ARN
subgénomique bicistronique.

Etape g : La protéine de capside ORF2 s’assemble a 'ARN viral génomique pour former de
nouveaux virions. Les virions naissants sont transportés vers la membrane cellulaire. La

protéine ORF3 facilite le trafic des virions naissants qui sont alors libérés des cellules infectées.
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Pour finir, Tanaka et al [133] a montré in vitro que le VHE n’est pas cytolytique. Les 1ésions
hépatiques pourraient donc étre li€es a la réponse immunitaire comme cela a été montré pour

d’autres virus des hépatites.

2.2. Synthese de I’enveloppe du eVHE « quasi-enveloppé »

Le mécanisme de synthese de I’enveloppe nécessaire au eVHE a été décrit par Xin Yin et al. en

2016 [5] (voir schéma ci-dessous) :

@ . ESCRT > SNARE/SNAP

_~ HrslTsg101/Vps4 Rab27

y 2% Lokt @
Gci:-’—?. MVB ©8©

Role of Envelopment in the HEV Life Cycle, Xin Yin et al, 2016 [5]

La protéine pORF3 interagit avec :

La protéine du gene de susceptibilité tumorale 101 (TsglO1 : tumor susceptibility gene 101
protein) qui est un composant des complexes de tri cellulaire endosomial (ESCRT). Cette
machinerie est impliquée dans le bourgeonnement de nombreux virus enveloppés (Virus de
I’Immunodéficience Humaine, virus Ebola...)

Et avec la capside virale

Cette liaison dirige le virion dans les corps multivésiculaires (MVB : MultiVesicular Bodies).

Les eVHE sont ensuite libérés a I’extérieur de la cellule apres fusion de la membrane des MVB
et de la membrane plasmique. Ce processus serait régulé par Rab27 (de la superfamille des
GTPase : Ras qui sont impliqués dans la régulation du transport vésical) et SNARE / SNAP
(Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF) Attachment protein REceptor / soluble NSF

Attachment Protein).
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3. Sortie des virions

D’apres Xin Yin et al. [5], les virions VHE sont libérés :

Des cotés basolatéraux (sinusoidaux) des hépatocytes dans la circulation sanguine en tant que
virions quasi enveloppés (¢VHE).

Du coté apical des hépatocytes en tant que virions non enveloppé et plus infectieux et sont
excrétés par les voies biliaires dans les excréments.

Sinusoid blood
© o HEV eHEV

Space of Disse

Sinusoid blood

Role of Envelopment in the HEV Life Cycle, Xin Yin et al, 2016 [5]
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Partie 5 : Clinique et thérapeutique du VHE

L’ hépatite E est actuellement la premiere cause d hépatite aigué virale dans le monde, y compris
dans les pays industrialisés [140]. Bien que la plupart des cas d’hépatite E aigues soient
asymptomatiques ou paucisymptomatiques, les manifestations cliniques de 1'hépatite E sont
semblables a celles des autres hépatites virales.

De maniere schématique, la description des manifestations cliniques peut étre différenciée en
deux groupes selon le génotype (génotypes 1+2 et génotypes 3+4). Ces deux groupes partageant
aussi des caractéristiques épidémiologiques. En effet, les génotypes 1 et 2, strictement humains,
de transmission oro-fécale dans les pays en voie de développement provoquent des hépatites
aigues asymptomatiques ou symptomatiques voire graves notamment chez la femme enceinte.
Et les génotypes 3 et 4, de transmission zoonotique provoquent des hépatites aigues
essentiellement asymptomatiques mais peuvent également donner des infections chroniques,

graves voire des formes extra-hépatiques.

1. Clinique

La période d'incubation de l'infection par le VHE varie de 2 a 6 semaines [56]. L’infection dure

de 4 a 6 semaines et se déroule en plusieurs phases :

Une phase pré-ictérique durant de 1 a 27 jours, marquée par une symptomatologie
principalement digestive (douleurs abdominales, nausées, vomissements).

Une phase ictérique durant de 10 a 24 jours, brutale, marquée par 1’apparition d’un ictere, des
urines foncées et des selles décolorées. Une cytolyse hépatique se produit avec un taux d'alanine
aminotransférase (ALT) pouvant augmenter jusqu’a 40 fois la normale. En revanche, certains
patients, méme pendant la période virémique, ne montrent que des taux d'ALAT légerement
élevés ou méme completement normaux.

L’évolution est le plus souvent favorable dans un délai de 3 a 5 semaines.
1.1. Tableaux cliniques associés aux génotypes 1 et 2

1.1.1. Hépatite E aigue

Dans les pays en voie de développement ou les génotypes 1 et 2 sont majoritaires, les infections
aigués sont asymptomatiques dans plus de 80 % des cas [140] mais sont d’avantage
symptomatiques chez les jeunes adultes (15-30 ans). Le tableau clinique est alors semblable a
celui des autres hépatites virales : jaunisse, fatigue, douleur abdominale, fievre, ascite. A noter
qu’un ictere est présent dans la moitié des cas [140]. Selon un article de Kamar et al publié dans

the Lancet en 2012, le taux de mortalité dans des épidémies serait de 0,2 a 4 % dans la
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population générale, voire plus élevé pour les enfants de moins de 2 ans [56].

1.1.2. Infection de la femme enceinte

Une préoccupation majeure en maticre de santé publique est 'infection par le VHE de génotype
1 ou 2 pendant la grossesse. En effet, la mortalité serait plus élevée que dans la population

générale.

L’équipe américaine de Navaneethan et al en 2008 (61) a fait une revue de la littérature sur la
mortalit¢ du VHE chez les femmes enceintes. Ils rapportent des taux de mortalité tres élevés

(cf. tableau ci-dessous).

Table 1. Studies on hepatitis E infection and pregnancy

Prevalence of hepatitis Prevalence of fulminant Mortality

Study Patients (n) E virus infection (%) liver failure (%) rate (%)
Jaiswal et al. (15) (North India) 127 58 58 45
Singh et al. (14) (North India) 60 37 64 64
Khuroo et al. (16) (North India) 76 86 69 55
Beniwal et al. (8) (North India) 97 47.4 75 39.1
Tsega et al. (10) (Ethiopia) 32 59 - 42
Kumar et al. (12) (North India) 65 45 32 73

Patra et al. (13) (North India) 220 60 55 41
*Stoszek SK et al. (30) (Egypt) 2428 84.3 0 0
*Rasheeda et al. (77) (South India) 115 75 34 34

*Studies with low morbidity and mortality in pregnancy.

Hepatitis E and Pregnancy- Understanding the pathogenesis, Navaneethan et al. 2008 [141]

On s’apercoit que le taux de mortalité est en effet plus élevé chez les femmes enceintes en Inde
du Nord et en Ethiopie par rapport a celui de la population générale (0,2 a 4%). Par contre, elle
est comparable a celle de la population générale en Egypte et en Inde du Sud. Les auteurs

expliquent cette différence par une différence de génotype voire méme de sous-type viral.

En 2010, Labrique et al. en fait de nouveau le point sur différentes études sur le sujet. Les

auteurs rapportent un taux de mortalité de 10 a 42% [142].

A ce jour le taux de mortalité chez la femme enceinte au troisieme trimestre est estimé entre de

15 et 25% d’apres une revue récente de la littérature dans The Lancet en 2012 [56].

Ces formes séveres de I’infection sont li€es a :
- Une insuffisance hépatique fulminante,
- Une encéphalopathie hépatique ou,

- Une coagulation intravasculaire disséminée.

D'autres complications pendant la grossesse incluent la rupture prématurée des membranes et
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la détresse du feetus. Plus de 35% des femmes enceintes éthiopiennes infectées par le VHE

avaient des accouchements prématurés.

La transmission verticale du VHE existe (voir partie « Transmission »). Donc 1'infection par le

VHE pendant la grossesse a également des conséquences pour le nouveau-né comme des

risques d'ictere néonatal voire de mort.

Une étude indienne [143] sur le tableau clinique des femmes enceintes a indiqué que les nausées

et les vomissements étaient les symptomes prédominants de l'infection par le VHE chez les

femmes enceintes (100% des femmes enceintes ayant une hépatite E). La fievre était par contre

significativement moins fréquente dans le groupe des femmes enceintes.

La cause de cette mortalité élevée n’est pas encore bien connue. L’étude américaine de

Navaneethan et al. en 2008 [141] propose une explication physiopathologique :

— Hormonal Factors

Increase oestrogen and progesterone

|Suppression of CD4 cellsl

Immunological Factors

!

Th2 predominant response
Low CD4, High CD8

/ Host Factors

Fig. 1. Pathogenesis of hepatitis E virus in pregnancy.

Increased viral replication PREGNANCY | HLA-G susceptibility
\ Malnutrition, Folate
HEPATITIS E VIRUS deficiency
\_ v ? Viral factors-Differences
; . in genotypes
Inhibition of p65 component Direct Inmunological damage/
’ Of NF-KB Virus mediated
A4
Fulminant liver failure
Certain endemic regions s
High morbidity / w of fetus
Death Survival

Hepatitis E and Pregnancy- Understanding the pathogenesis, Navaneethan et al. 2008 [141].

La grossesse est associée a des taux élevés d'hormones stéroidiennes. Ce qui :

- Favorise la réplication virale

- Inhibe directement le composant p65 de NF-«B. Cette inhibition est physiologique pendant

la grossesse, cela permet le maintien du foetus. NF-#B est un facteur de transcription aux

effets cellulaires multiples, et notamment permet le développement et la régénération du
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foie. L’inhibition de NF-#B via I’inhibition du composant p65 prédispose la femme
enceinte a un dysfonctionnement hépatique voire a une défaillance hépatique lorsqu'elle est

exposée a des agents pathogenes infectieux hépatotropes (comme le VHE).

Pendant la grossesse, le systtme immunitaire maternel est modifi€ pour tolérer un foetus
génétiquement différent.

Le premier mécanisme est I’évitement des lymphocytes T :

o La couche externe du placenta (faite de trophoblastes) formant l'interface entre la
circulation maternelle et fcetale n'expriment pas de protéines du Complexe
d'Histocompatibilit¢ Majeure (CMH). Cette couche est donc résistante aux lésions
médiées par les lymphocytes T.

o Cependant, les cellules Natural Killer (NK) ne nécessitent pas de protéines de CMH
mais les trophoblastes sont protégés contre les cellules NK car ils expriment une
molécule unique d'antigene du leucocyte humain (HLA) appelée HLA-G inactivant les
cellules NK.

o Le placenta exprime également une enzyme (indoleamine 2, 3-dioxygénase) qui
inactive et épuise le tryptophane, un acide aminé essentiel a la fonction des cellules T

et supprime donc I'immunité a médiation cellulaire a l'interface feetus-placentaire.

Le deuxieme mécanisme est la favorisation de la voie Th2 :

Les cytokines contribuent a la tolérance immunologique. Le placenta et les trophoblastes
sécretent des cytokines (TGF-§8, 1'IL-4 et 1TL-10), qui inhibent 1'immunité cellulaire. La
production de cytokines pendant la grossesse favorise la production d'anticorps par rapport aux
réponses des lymphocytes T cytotoxiques.

En résumé, les changements immunologiques pendant la grossesse favorisent le maintien du
feetus par la suppression de I'immunité a médiation par lymphocytes T. Il existe un changement
clair dans le paradigme Th1/Th2 pendant la grossesse vers la voie Th2. Ces changements
immunologiques rendent donc la femme enceinte plus sensible aux infections et seraient la
cause majeure des déces chez les femmes enceintes atteintes d'hépatite fulminante causées par
une infection par le VHE.

Les auteurs suggerent également qu’il y aurait une importance des génotypes et potentiellement

des sous-types viraux.
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1.2. Tableaux cliniques associés aux génotypes 3 et 4

1.2.1. Hépatite E aigue

Dans les pays développés, I’infection est le plus souvent asymptomatique (>98%) [56]. Le
profil des patients atteints d’hépatites aigues symptomatiques par les génotypes 3 et 4 est
différent de celui des patients atteints d’hépatites aigues symptomatiques par les génotypes 1 et
2 [144]. Ce sont en général des patients d’age moyen (age médian 50-55 ans) et plus
fréquemment des hommes.

J.M. Mansuy [144] et al ont étudié la fréquence des différents symptomes que I’on retrouve
dans I’infection au VHE en France (génotype 3) sur 5 ans. Voici les fréquences des différents

symptomes rapportés :

Symptom Frequency (%)
Jaundice 67.7
Asthenia 40.3
Fever 27.4

Arthromyalgia 21
Abdominal pain  11.3

Headache 9.7
Nausea 9.7
Anorexia 8.1
Weight loss 6.5
Diarrhea 4.8

Purpuric rash 3.2

Acute hepatitis E in south-west France over a 5-year period, ] M. Mansuy et al, 2009 [144]

Des études ont observées que l'infection a VHE peut également €tre confondue avec une
hépatite médicamenteuse ou s’associer a une toxicité médicamenteuse.

Par exemple, I’étude américaine de Timothy J. Davern et al, en 2011, s’intéresse a 318 patients
avec une lésion hépatique suspectée d’étre d’origine médicamenteuse. 50 (16%) ont été trouvé

IgG anti-VHE positifs et 9 (3%) IgM anti-VHE positifs. Parmi ces 9 cas :

- 3 cas ont été attribués de manicere certaine au VHE qui était alors reconnu comme cause de
la Iésion hépatique.

- 6 cas étaient classés comme possiblement liés au VHE.

Les auteurs concluent en disant que le VHE contribue a un part non négligeable de 1ésions
hépatiques aigue attribué initialement a un médicament. Ce qui justifierait la réalisation d’une
sérologie du VHE dans le bilan de premicre intention d’une hépatite aigué, d’autant plus si
celle-ci survient a un 4ge moyen (> 40ans) et s’il existe des facteurs de risque d’infections
graves (hépatopathies préexistantes)

Une autre étude conforte cette observation. C’est celle des britanniques Dalton et al en 2007
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dans laquelle 13% (n=6/47) des patients présentant les criteres de 1ésions hépatiques liées a un
médicament présentaient une hépatite E aigue [145].

Dans ces deux études les souches VHE retrouvées étaient toutes des génotypes 3.

1.2.2. Formes graves de I’infection

Les formes séveres avec des tableaux d’hépatite fulminante sont observées principalement au
cours d’épisodes épidémiques. Selon le Centre National de Référence du VHE, dans la
population générale, la fréquence des hépatites fulminantes VHE serait de 1 % parmi les
patients infectés par le VHE.

Les hépatites aigues liées aux génotypes 3 et 4 se transformeraient davantage en hépatites
graves de type fulminantes chez des patients présentant des comorbidités (hépatopathie ou
consommation excessive d’alcool). L’infection VHE peut étre alors source de décompensation

de I’hépatopathie.

1.2.3. Femme enceinte

Au contraire des infections par les génotypes 1 et 2, les femmes enceintes infectées par les
génotypes 3 et 4 ne semblent pas étre plus a risque de développer une hépatite grave, méme si

les cas de femmes enceintes infectées par les génotypes 3 et 4 sont rarement rapportés [146].

1.2.4. Hépatite E chronique

1.2.4.1. Populations a risque

Les infections chroniques au VHE étaient initialement définies par un ARN viral persistant au
moins 6 mois [147]. En 2013, sur la base d’une cohorte de 69 transplantés d’organe, Kamar et
al. [148] n’observe pas de clairance du VHE entre 3 et 6 mois, ils proposent alors une définition
d’hépatite E chronique par un ARN viral persistant au moins 3 mois.
Les infections chroniques a VHE ont été signalées pour la premiere fois chez des patients
transplantés hépatiques et rénaux en Europe en 2008 [149]. Depuis, les cas chroniques
d'hépatite E ont été continuellement signalés chez les receveurs d'organe [150], [151].
A I’heure actuelle, les infections chroniques ont été rapportées uniquement dans le cadre de :
- Transplantation d'organes solides [149] : rein et foie essentiellement mais aussi plus

rarement décrit : pancréas, ceeur et poumon [147].
- Co-infection par le VIH [152].

- Traitements de chimiothérapie en oncohématologie [153]

Versluis et al. [154] étudie la population des greffés de cellules souches. Sur 328 patients
greffés, 8 (2,4%) cas d’hépatite E (ARN VHE positif) ont été diagnostiqués dont 5 hépatites

chroniques. Selon les auteurs, la population greffée de moelle a donc une incidence faible

50



d’infection par le VHE par rapport aux autres infections opportunistes mais il existe tout de
méme une probabilité de 63% de développer une hépatite E chronique. D’autres études sont
nécessaires afin de consolider cette observation.

Ce qui suggere que 1'immunosuppression peut prédisposer a une infection chronique. Kamar et
al. le montre avec leur étude sur des patients transplantés d’organe. En effet, ils trouvent que
les taux de lymphocytes totaux et des CD4 étaient plus bas chez les patients évoluant vers une
hépatite chronique (moyenne des taux de CD4 chez les patients ayant présenté une hépatite
aigiie résolutive : 930 cellules/mm?3, moyenne des taux de CD4 chez les patients ayant présenté
une forme chronique : 220 cellules/mm?3) [149].

A ce jour, la majorité de ces infections chroniques sont liées au génotype 3 [149], [155]. Des
infections chroniques liées au génotype 4 ont été rapportées en Chine [156].

Selon une étude 2014, ces infections chroniques chez les immunodéprimés transplantés
d’organes peuvent étre des infections de novo ou des reinfectations [157]. Dans cette étude, les
auteurs estiment un seuil de protection des IgG antiVHE. En effet, un taux d’IgG <7 WHO
units/mL ne serait pas protecteur chez les immunodéprimés qui peuvent donc se réinfecter.
Deux études frangaises permettent d’évaluer la proportion d’infection aigu€¢ du VHE entre 5 et
6.5 % chez des receveurs de greffe d'organe solide [149], [158].

La fréquence de passage a la chronicité a quant a elle été étudié dans la cohorte de Legrand-
Abravanel et al en 2014 comportant 700 receveurs de greffe d'organe solide ou 5% a contracté
une infection par le VHE dont 47% ont développé une infection chronique [157]. Une
proportion similaire de patients atteints d'une infection aigué ayant développé une infection
chronique (57 %) avait déja été trouvée dans une autre étude de Kamar et al en 2008 [149]. Ce
sont des receveurs de greffes rénales, hépatiques ou pancréatiques.

Enfin, selon le Centre National de Référence du Virus de I’Hépatite E (CNR VHE), dans la
population des transplantés, I’évolution vers une infection chronique est observée dans environ
60% des cas et selon un article publié dans Lancet en 2012 (Kamar et al) [56] I’évolution vers

la cirrhose se produirait dans 10% des cas en 12 a 36 mois.

1.2.4.2. Physiopathologie de l’infection chronique
Une explication physiopathologique a été proposée par une étude de Suneetha et al [159].
L'infection chronique serait liée a une altération des réponses des lymphocytes T spécifiques
du VHE. De plus, Kamar et al [147], et Legrand-Abravanel [158] ont essayé de dégager des
facteurs prédictifs des infections chroniques chez les transplantés d’organe. Il y aurait

significativement plus d’infections chroniques lorsque les facteurs suivants sont observés :
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- Un nombre faible de lymphocytes T CD2, CD3 et CD4 ;
- L'utilisation de tacrolimus plutdt que de ciclosporine ;
- Unage <52 ans ;

- Une transplantation hépatique.

Les mémes études suggerent que 1'amélioration de I'immunité cellulaire adaptative contre le
VHE pourrait prévenir les infections persistantes du VHE. D’ailleurs une réduction de dose du
traitement immunosuppresseur permet d'entrainer une clairance virale chez plus de 30% des

patients [147].

1.2.4.3. Complications extrahépatiques des hépatites E chroniques
Les infections chroniques peuvent se compliquer par des troubles extrahépatiques. Cela est rare.
Il est plus fréquent que des manifestations extrahépatiques se produisent dans le cadre
d’hépatite E aigue chez un patient immunocompétent. Kamar et al. ont rapporté que 6% des
receveurs de transplantations d'organes solides souffrant d'une infection chronique par le VHE
présentaient des signes et des symptomes neurologiques [160].
Une autre étude de Kamar et al. de 2010 présente un cas de complication neurologique chez un
patient infecté chroniquement. Il s’agit d’un patient immunodéprimé, transplanté du rein, avec
une hépatite chronique E qui a développé des symptdmes neurologiques, en particulier une
atteinte des nerfs périphériques avec une faiblesse musculaire proximale, se compliquant d’un
syndrome pyramidal bilatéral. Pour la premiere fois, ' ARN du VHE a été détecté dans le sérum
et dans le liquide céphalo-rachidien du patient transplanté [161].
Enfin, dans une étude britannique de 2014 [162], Woolson et al a réussi a mettre en évidence le
virus dans le liquide céphalo-rachidien d’un patient immunodéprimé infecté chroniquement par
le VHE et le génotype retrouvé est un génotype 3.
Les séquences génétiques retrouvées dans le LCR sont en général les mémes que celle
retrouvées dans le sang. Dans un seul cas la séquence n’était pas tout a fait identique.
Les auteurs affirment que les résultats de cette étude suggerent que la 1ésion neurologique
associée au VHE serait liée a I’émergence d’un variant neurotrope du VHE dans le cadre des

quasi-especes [161], [163]. Des travaux complémentaires sont nécessaires.

Les infections a génotype 4 ont été¢” décrites comme plus séveres que les infections a génotype
3 [164] (cytolyse plus prononcée et ictere plus fréquent), mais ce génotype reste rarement isolé
en France [165]. Cependant, il est a noter que le génotype 3, le plus fréquent en France, serait
lié a la survenue de manifestations extrahépatiques et le développement d’infections chroniques

chez des patients immunodéprimés.
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1.2.5. Réinfections et réactivations du VHE

1.2.5.1. Réinfections
Des cas de réinfections ont ét€ publiés mais principalement dans le cadre de patients
immunodéprimés. Comme par exemple, I’article d’ Abravanel et al. [157] en 2014. Une cohorte
de 263 transplantés d’organe sont suivis pendant un an apres leur transplantation. 38,4% sont
séropositifs pour le VHE lors de la transplantation (titres moyens IgG au moment de la
transplantation = 8 UI/mL, un an apres la transplantation = 6,4 UI/mL). Parmi ce groupe, les

auteurs ont observé 3 cas de réinfections. Le tableau ci-dessous résume les caractéristiques des

patients :
3 cas de réinfection
Sexe Femme Homme Homme
Age 57 60 46
Type de transplantation Foie Rein Rein
Titre IgG lors de la
transplan%ation (UI/mL) 2.1 6.2 0.3
Temps de réinfection apres la 5 11 12
transplantation (en mois)
Réinfection
Positivation des IgM Oui Non Oui
Charge virale (log copies/mL) 53 33 7,7
Génotype 3f NR 3f
Issue Résolution Résolution Infection chronique

Hepatitis E virus reinfections in solid-organ-transplant recipients can evolve into chronic
infections. Abravanel et al. (2014)[157]
Un autre cas a été publié par Servant-Delmas et al. [166] dans une étude portant sur une cohorte
de 98 patients immunocompétents polytransfusés. Les auteurs retrouvent une réinfection chez
un patient. Pendant le suivi ce patient avait des titres d’IgG anti-VHE autour de 10 UI/mL et a
subi une augmentation des I1gG a 400 Ul/mL, I’ARN VHE et les IgM anti-VHE sont alors

positifs. Les auteurs concluent a une réinfection.

1.2.5.2. Réactivations
En 2015, un cas de réactivation d’une infection a VHE a été décrit par le Coutre et al. [167]
chez un patient greffé de cellules souches hématopoiétiques qui était infecté par le VHE deux
mois avant la greffe (charge virale positive, sérologie positive). La charge virale et les IgM anti-
VHE étaient négatifs un mois avant la greffe. Trois mois apres la greffe, I’ARN viral a été
détecté a nouveau. La réactivation a été documentée par des analyses phylogénétiques (méme
souche avant et apres greffe) et apres élimination de toutes les autres voies de transmission
iatrogene (ARN VHE négatif sur les échantillons du donneur, sur les PSL recus par le
patient...). L’infection est devenue chronique avec la persistance d’une charge virale positive

pendant plus de 6 mois.
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1.3. Manifestations extrahépatiques

Les manifestations extrahépatiques sont des symptomes neurologiques, hématologiques,
métaboliques, immunologiques... qui surviennent dans le cadre de d’hépatite E aigue chez des
patients immunocompétents. Au contraire des complications extrahépatiques touchant des

patients immunodéprimés infectés chroniquement par le VHE.

1.3.1. Manifestations neurologiques

1.3.1.1. Tableaux cliniques
Les manifestations neurologiques liées a 1'hépatite E sont relativement rares en pratique
clinique. Plus de 95% des patients infectés par le VHE ne présentent pas de troubles
neurologiques [163]. Parmi les symptomes neurologiques il y a notamment le syndrome de

Guillain-Barré (SGB) [168], [169] mais aussi et plus anecdotiquement des cas de :

- Paralysie de Bell,
- Amyotrophie névralgique,
- Myélite transversale aigué,

- Méningo-encéphalite aigué.

Une étude récente de 2015 de Dalton et al [163], répertorie 91 cas de symptomes neurologiques
dans le cadre d’une hépatite E. Cette étude permet d’avoir une idée sur la distribution des

syndromes :

- 40% de SGB,
- 33% d’amyotrophie névralgique,
- 13% de myélite et méningo-encéphalite,

- 15% d’autres syndromes neurologiques.
Les caractéristiques épidémiologiques et génotypiques de cette cohorte sont :

- 93% (85/91) des patients était immunocompétent, en phase aigué. 7% était
immunodéprimés et infectés chroniquement.
- Lamoyenne d’age de la cohorte était de 50 ans et 75% des patients était des hommes.

- Les cas étudiés provenaient d’Europe, d’Asie et des Etats Unis.

1.3.1.2. Considérations génotypiques et sérologiques
Toujours dans I’étude de Dalton et al [163], certains génotypes ont été identifiés (n=41). Il s’agit
essentiellement de génotypes 3 (n=39) mais aussi de génotypes 4 (n=1). Il est a noter qu’un

génotype 1 a aussi été isolé (immunocompétent, Bangladesh). Il parait probable que la
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fréquence des génotypes 1 et 2 soit sous-estimée car d’abord, peu de cas de manifestations
neurologiques dans les zones ou ces génotypes sont présents sont décrits et ensuite car la plupart

des cas présents dans cet article et provenant d’ Asie ne sont pas génotypés.

Dans une étude britannique de 2014 [162], Woolson et al dispose d’une cohorte de 7 patients
infectés de maniere aigue par le VHE et présentant des manifestations neurologiques. Il s’agit
de patients immunocompétents et les génotypes isolés sont tous des génotypes 3.

Tous ces cas sont basés sur la mise en évidence d’IgM et +/- de I’ARN dans le sérum du patient
afin d’affirmer le diagnostic d’hépatite E aigue. Au contraire des complications neurologiques
dans le cadre de patients immunodéprimés et infectés chroniquement, le virus n’a pas pu étre

isolé dans le liquide céphalo-rachidien.

1.3.1.3. Lien entre VHE et troubles neurologiques
En terme de prévalence, une équipe néerlandaise observe un taux de 5% d’IgM anti VHE parmi
les patients atteints de SGB (10/201) [170]. Cette proportion était dix fois supérieure a celle de
la population témoin. De plus, I’ARN du virus est retrouvé dans le sérum de 3 des patients
confirmant l'existence d'une association entre le SGB et le VHE. Tous les cas de SGB associée
au VHE étaient asymptomatiques avec des résultats biologiques normaux. Les patients atteints

avaient un SGB typique et aucun n'avait d'anticorps anti-ganglioside détectables.
ypiq p gang

Le diagnostic de I'hépatite E chez les patients présentant des symptomes neurologiques n'est
pas simple. Dans ces cas, I'hépatite passe le plus souvent inapercue. En effet, les patients sont

immunocompétents et I’infection est asymptomatique.

1.3.1.4. Physiopathologie

La pathogénese du VHE pour les troubles neurologiques est inconnue.

La premiere hypothese serait que dans le cadre des quasi-especes, il y aurait une sélection des
variants neurotropiques. Cependant, cette hypothese repose sur I’observation d’un seul cas.
Une deuxieme hypothéese est I’acquisition par le virus d une séquence lui conférant une capacité
a infecter le systeéme nerveux central. Ce serait des insertions qui ont été isolées chez deux
patients [171], [172]. La encore, le faible nombre d’observations et le fait qu’il ne s’agisse que
de patients infectés par le VHE de maniere chronique et des patients immunodéprimés ne
permet pas d’affirmer ce mécanisme comme une généralité. Puisque la plupart des patients
développant des symptomes neurologiques sont des immunocompétents.

La troisieme hypothese est que le VHE code pour des antigenes induisant une réponse immune

pouvant s’attaquait a de cibles neurologiques.
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L’augmentation de la clairance du virus du sang et du LCR avec une thérapeutique antiviral
(interféron et ribavirine) est associée a une amélioration des symptomes neurologiques dans le

cas de patients infecté chroniquement par le VHE.

1.3.2. Manifestations hématologiques

1.3.2.1. Thrombopénie
L’association hépatite E et thrombopénie n'a été décrite que dans 5 études [162], [173]-[177].

3 études dans des zones ou les génotypes 1 et 2 sont fréquents :

G. Ali et al en 2001 [174] rapporte un cas d’un homme indien de 38 ans consultant pour ictere,
fievre et taches purpuriques persistants depuis 4 jours. Une thrombopénie a 10G/L et une
sérologie positive IgM anti-VHE sont retrouvées.

L’étude chinoise de Suning Chen et al en 2007 [176] rapporte un cas de thrombopénie (13G/L)
chez un homme de 34 ans présentant une fatigue, une perte d’appétit et un ictere depuis une
semaine. La sérologie IgM et IgG anti-VHE sont positives. Le taux de plaquettes redevient
normal en 8 semaines.

L’étude de Rajoo Thapa et al en 2009 [175] rapporte un cas de thrombopénie chez une petite
fille indienne de 8 ans (21G/L) qui présente depuis 15 jours un ictere, une fievre et une anorexie.
Les tests sérologiques IgM et 1gG anti-VHE sont positifs. Le taux de plaquettes redevient

normal en 4 semaines.

2 études dans des zones ou les génotypes 3 et 4 sont fréquents :

L’année précédente, Colson et al [173] rapporte un cas plus complet de thrombopénie (16G/L).
Il s’agit d’une patiente de 72 ans immunocompétente qui présente une fievre, un ictere, des
douleurs abdominales et des nausées depuis 4 jours. Les IgM anti-VHE sont positives et le
génome du VHE est retrouvé dans le sang de la patiente : il s’agit d’un génotype 3f.
Une autre étude du Sud-Ouest de la France de 2010 [177] rapporte 3 patients infectés par le
VHE-3f (sérologie et génome viral) présentant une thrombopénie. Il s’agit de 3 hommes :

- 52 ans, plaquettes : 13G/L et présentant un ictere

- 6l ans, plaquettes : 10G/L et présentant une asthénie, des arthralgies mais pas d’ictere

- 20 ans, plaquettes : 1G/L et présentant un purpura et des expectorations hémorragiques

mais pas d’ictere.

L’étude de Woolson et al au Royaume-Uni de 2014 [162] regroupe 106 patients sur 14 ans
(1999-2013) qui ont été diagnostiqué pour avoir une hépatite E (soit IgM anti-VHE positives,
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soit RT-PCR VHE positif soit ascension significative des IgG anti-VHE). Lors du suivi, les
manifestations extra hépatiques sont notées. Les auteurs observent une prévalence de 11,3% de
patients infectés de manicre aigue par le VHE et présentant une thrombopénie < 150 G/L

(n=12). Dans cette étude encore tous les génotypes sont des génotypes 3.

Pour conclure, il semblerait que les thrombopénies puissent étre des manifestations extra-
hépatiques associées au VHE de génotype 3. Il faut aussi noter que le diagnostic de VHE
comme cause de thrombopénie repose sur I'exclusion d'autres causes de thrombopénie. Enfin
on voit que 1’évolution est favorable avec une normalisation du taux plaquettaire.

Par contre, le mécanisme de la thrombopénie dans ces cas n'est pas clair. Des anticorps

antiplaquettaires ont été détectés dans le sérum du patient chinois [176].

1.3.2.2. Hémolyse
I1 a été décrit que les infections par le VHA peuvent induire une hémolyse massive compliquant
un déficit en G6PD. Selon Xing et al dans un article de 2011 [178], le VHE pourrait également
induire une hémolyse dans ce cadre. Dans cet article, il présente un patient déficitaire en G6PD
présentant une hémolyse, passant de 14g/dL d’hémoglobine a 5g/dL en deux jours. Il avait
consommé de la viande de porc crue et sa sérologie IgM anti-VHE était positive. A ce jour 9
cas d’hémolyse compliquant un déficit en GO6PD dans le cadre d’hépatite E ont été publiés en

Inde, en Chine et au Pakistan [178]-[180]. Aucune étude génotypique n’a été faite.

1.3.2.3. Anémie aplasique

L'étiologie de ce syndrome a déja été attribuée a divers virus hépatotrope tels que le VHA, le
VHB et le VHC mais aussi a d’autres virus tels que le parvovirus B19, le cytomégalovirus, le
virus EBV.

Shah et al. [181] a signalé en 2012 le premier cas d'aplasie ou d’anémie aplasique causée par
une infection par le VHE. Il s’agit d’un patient Pakistanais immunocompétent de 32 ans dont
I’hémogramme présentait une hémoglobine a 5,2 g/L., des plaquettes a 36 G/L et des
leucocytes a 1,27 G/L.

L’aplasie ou « anémie aplasique » associée a 1'hépatite (HAAA) est une variante rare mais

distincte de 1'anémie aplasique (AA), elle s’en differe par [182]:

- La pancytopénie qui apparait deux a trois mois apres la phase aigu€ de 1'hépatite
- La survenue, le plus fréquemment, chez les jeunes enfants de sexe masculin

- Un mauvais pronostic avec une mortalité élevée (environ 85%) en I’absence de traitement.

1.3.3. Pancréatite aigue

L'association de la pancréatite aigué€ (PA) avec I'hépatite virale est bien connue. Habituellement,
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ces cas sont attribués au virus de 1'hépatite A, au virus de I'hépatite B ou au virus de 'hépatite
C. Dans la littérature 15 cas de PA associés au VHE ont été rapportés [183]-[186].

Sandeep Bhagat et al en Inde [183] a étudié 334 cas de pancréatites aigués (de 2004 a 2006), 7
sont d’origine virale et 4 sont liées au virus de I’hépatite E. A I’occasion les auteurs reviennent

sur 6 autres cas de PA associées a des hépatite E :

TABLE 2. Comparative Data of Patients With HEV-Related AVH and Acute Pancreatitis

Mishra Majumdar Borgohain  Maity and Makharia  Jaroszewicz Curreat Series

et al'? etal'? etal' Ray'® et al' et al'’ Case 1 Case2 Case3 Cased
Age, yrs 14 32 18 18 45 28 25 22 17 24
Sex M M M M M M M M M F
Jaundice pain interval, d 10 15 At onset 30 At onset 15 12 17 17 16
Serum bilirubin, mg/dL 32 4 17.8 324 4.1 26.6 10.0 8.0 100 110
Serum ALT, IU/L 786 20 1307 88 1118 4428 358 221 420 129
Serum amylase, IU/L 1131 260 >2000 510 800 260 2135 103 1863 279
Severity Mild Mild Pseudocyst Mild Severe Grade E Mild Mild Severegrade E Mild Mild Mild
End-organ damage None None None Renal failure None None None None None None
Duration of 4d  Referred to surgery 9d 5 wk Not mentioned 6d 23 7 9 8

stay/Recovery

Hepatitis viruses causing pancreatitis and hepatitis: a case series and review of literature,

Bhagat et al. 2008 [183]

Dans une autre étude, Pankaj Jain et al [185], a étudié 124 patients avec une hépatite aigue. La
prévalence de diagnostic de PA (7/124) a été de 5,65% et la prévalence de diagnostic de PA sur
VHE (4/124) a été de 3,23%. Les autres cas étant liés au VHA (2/124) et au VHB (1/124).
Aucune de ces études ne détermine le génotype du VHE. Cependant, ce sont toutes des études
indiennes ou les génotypes 1 et 4 sont prédominants.

Une étude francaise observe un autre cas. Il s’agit de celle de C. Deniel et al en 2011 [187]. Le
patient est un homme de 26 ans d’origine Pakistanaise qui a voyagé au Pakistan deux fois dans
les deux derniers mois. Il présente un ictere, diarrhée, vomissements et asthénie. La sérologie
IgM, IgG anti VHE et la recherche du génome viral sont positives. Il déclare une PA dont
aucune cause n’est identifiée. 2 mois plus tard le patient est guéri. Dans cette étude, une

détermination du génotype a été faite, il s’agit d’un génotype 1a.

Pour conclure, les PA sur VHE concerneraient plutdt des jeunes (11-30 ans) hommes et la
symptomatologie se développent dans la deuxieme ou la troisieme semaine de I’infection. Les
PA sur VHE ont en général une évolution favorable [186]. Peu de données génotypiques sont

disponibles.
La pathogenese de la PA associée a I'hépatite E n'est pas claire. Une des hypotheses est qu’elle

pourrait étre associée a des dommages directs des cellules pancréatiques par le virus ou a une

lésion médiée par I'immunité cellulaire [185].

58



Malgré la rareté de 1'association entre la PA et I'hépatite E aigue, l'infection par le VHE devrait

étre ajoutée aux étiologies potentielles de la PA dans les régions ou la maladie est endémique.

1.3.4. Troubles auto-immuns

Plusieurs études tendent a affirmer qu’une réponse auto-immune peut €tre initiée par une
infection par le VHE. Cela surviendrait souvent chez des patients transplantés d'organes traités
par des agents immunosuppresseurs.

Dans I’étude britannique de 2013 de Intisar Al-Shukri et al [188], les auteurs rapportent un cas
d’arthralgie chez une patiente infectée par le VHE de génotype 3. D’apres les auteurs le VHE
pourrait causer des maladies rhumatismales, des éruptions cutanées, des douleurs articulaires.
Une autre manifestation auto-immune serait des thrombopénies auto-immunes. En effet, une
étude de Suning Chen et al en 2007 [176] 1’observe chez un homme de 34 ans avec une
thrombopénie a 13G/L, une sérologie IgM et IgG anti-VHE positive et la présence d’anticorps
anti-plaquettes.

Enfin, d'autres manifestations auto-immunes sont décrites : glomérulonéphrite membranaire
[174] et le purpura allergique [189].

Le mécanisme pathologique précis de ces manifestations auto-immunes apres une infection par
le VHE n'est toujours pas clair. Certains auteurs [190] ont observé une synthese de
cryoglobuline de type 3 chez un patient et avancent donc cette hypothése comme 1’origine des
manifestations auto-immunes. Cette cryoglobuline apparait souvent apres la clairance du VHE,

et les symptomes peuvent étre améliorés par un traitement par corticoides [190].

1.3.5. Purpura allergique

En 2010, Thapa et al. [189] ont rapporté le premier cas de purpura allergique causé par une
infection aigue par le VHE.

La physiopathologie du purpura allergique accepté jusqu’a maintenant est un dépot d'IgA et de
complexes immuns dans différents tissus et vaisseaux sanguins fins, qui peuvent étre causés par
une infection bactérienne ou virale. De nombreux virus sont reconnus comme pouvant induire
un purpura allergique, notamment l'adénovirus, le virus de la rubéole, le virus de la rougeole,
le virus Coxsackie, le cytomégalovirus, le virus Epstein-Barr (EBV), le virus herpes simplex
(HSV), les virus hépatotropes (HAV et HBV), le VIH et le virus varicella zoster. Plusieurs cas
de purpura allergique causés par une infection par le VHE ont été rapportés par la suite. Selon
les auteurs, étant donné que le VHE est similaire aux virus mentionnés ci-dessus, l'infection par
le VHE peut également étre 1'un des mécanismes viraux causant le purpura allergique.

Ils proposent que le VHE soit inclus dans la liste des étiologies qui peuvent €tre associées au

développement d’un purpura allergique chez les enfants.
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1.3.6. Néphropathies

L’infection aigue et chronique par le VHE peut causer une insuffisance rénale, mais elle est
plus fréquente avec une infection chronique chez les patients transplantés d’organe. Les
manifestations des Ilésions rénales comprennent la néphropathie glomérulaire, la
cryoglobulinémie et une diminution de la clairance de la créatinine [191].

Le mécanisme pathologique de la 1ésion rénale causée par l'infection par le VHE n'est pas clair,
mais la piste de la cryoglobulinémie est significative.

Lorsque le VHE est épuré, I’évolution est favorable avec un taux de clairance de la créatinine

qui se normalise, une protéinurie qui diminue et la néphrite glomérulaire qui s’améliore [191].
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Nous proposons ce schéma récapitulatif de la clinique du VHE :

Génotypes 1 & 2
(pays en voie de développement)

f ]

Hépatites E aigues Hépatites E graves
l 20% symptomattques L Femmes encelntes
=1 Jeunes adultes & surmortalité 15-25 % au 3...

| 80 % asymptomatigues '—

Génotypes 3 &4
(pays développés)
I
Hépatites E aigues Hépatites E chroniques Hépatites E graves
& 60 % chez Immunodéprimés & 1% hépatite E fulminante

I > 98 % asymptomatiques }—
| 10 % cirrhose ” +/- complications extra-hépatiques
I < 2% symptomatiques Ii

5 Hommes dage moyen (50-55 a...

Manifestations extra-hépatiques

Thrombopénie :
génotype 3

Pancréatites algues :
génotype 1

Troubles autolmmuns :
génotype 3

Hémolyse et anémie aplasique :
pas d'études génotyplques

Troubles neurclogiques :
génotypes 3et4(+ 1et27?)
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2. Traitement et prévention de ’infection par le VHE

2.1. Traitement

2.1.1. Infection chronique

La prise en charge de I'infection VHE chronique a été étudiée principalement chez les patients
transplantés d’organe mais aussi chez les co-infecté VIH-VHE et les patients souffrant d’une
hémopathie.

La premiere ligne thérapeutique est la réduction du traitement immunosuppresseur car chez les
patients transplantés d’organe cela entraine une clairance virale chez pres d'un tiers des patients
[147].

Ensuite, la thérapie antivirale a été utilisée et des études comparent le taux de réponse
virologique soutenue définie comme une charge virale indétectable 6 mois apres I’arrét du
traitement [192].

Dans un premier temps ’interféron pégylé a été testé :

- Un traitement de 3 mois d'interféron pégylé (135 pg / semaine) a été utilisé chez trois
patients transplantés du foie et un patient en hémodialyse (ancien transplanté de rein). Une
réponse virologique soutenue a été obtenue chez trois des quatre patients.

- Un traitement de 12 mois d'interféron pégylé a également été efficace pour le traitement de

l'infection par le VHE chronique apres transplantation hépatique.

Cependant, l'interféron ne peut pas €tre utilisé apres une transplantation rénale, cardiaque ou
pulmonaire, car il augmente le risque de rejet aigu. Par conséquent, la ribavirine en
monothérapie a été utilisé, produisant des résultats tres intéressants (voir tableau ci-dessous).

Peu de patients co-infectés par le VIH et le VHE ont recu un traitement antiviral. Selon Kamar

et al. depuis 2014, 5 patients ayant recu un traitement antiviral ont fait ’objet d’une étude :

- Un patient a recu de I’interféron pégylé seul pendant 6 mois,

- Un patient a regu de la ribavirine seule pendant 3 mois,

- Deux patients ont recu de la ribavirine seule pendant 6 mois,

- Un patient a recu de l’interféron pégylé pendant 6 mois suivi d'un traitement combiné

interféron pégylé + ribavirine pendant 3 mois.

Une réponse virologique soutenue a été observée dans tous les cas sauf chez le patient traité par
ribavirine en monothérapie pendant 6 mois.

Parmi les patients souffrant d’une hémopathie et d'une infection chronique par le VHE,
l'interféron pégylé seul et la ribavirine seule pendant 3 mois ont été utilisés, entrainant une

réponse virologique soutenue.
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En 2014, Kamar et al. a fait la revue de la littérature des études au sujet de 1’efficacité de la

ribavirine. Les résultats sont résumés dans ce tableau :

TABLE 4 Ribavirin therapy in nonimmunocompetent patients

No. of patients with:

Sustained

No. of Immunosuppressed patient Duration of Virological virological

Study patients group” treatment (mo) response response
Alric et al. (279) 1 Hematological patient 3 1 1
Chaillon et al. (295) 1 HT 3 1 1

Dalton et al. (301) 1% HIV 3 1 1

de Niet et al. (222) 1 KT 3 1 1

Del Bello et al. (41) 1 LT 3 1 1

Hajji et al. (273) 1 HIV 3 1 1

Junge et al. (254) 1 LT 6 1 1

Kamar et al. (296) 8 KT/SPK 3 8 4 of 6°
Koning et al. (226) 4 HT 3-12 3 3

Mallet et al. (282) 2 SPK, hematological patient 3 2 2
Neukam et al. (300) 1 HIV 6 2 1
Pischke et al. (297) 11 KT, HT, lung transplantation 5 9 9
Pischke et al. (227) 4 HT 5 3 3
Riezebos-Brilman et al. (241) 2 Lung transplantation 4 2 2

“ HT, heart transplantation; HIV, human immunodeficiency virus; KT, kidney transplantation; LT, liver transplantation; SPK, simultaneous kidney-pancreas transplantation.
b The patient received combined therapy with pegylated interferon and ribavirin.
“ Six of the eight patients had a 6-month follow-up after ribavirin cessation.

Hepatitis E Virus Infection, Kamar el al. 2014 [146]

Une plus grande étude sur le sujet est celle de Kamar et al. [192] qui étudie une cohorte de 59
transplantés d’organe (rein, cceur, poumon, foie, pancréas) traités par monothérapie de
ribavirine. Il conclue a une réponse virologique soutenue de 78% avec un traitement par
ribavirine seule pendant 3 mois. Le mécanisme par lequel la ribavirine atteint la clairance VHE
est encore inconnu. Cela pourrait €tre di a une inhibition directe de la réplication virale ou a un
effet immunomodulateur.

Un article récent de 2017 d’Annemiek et al. [193] recommande un traitement de 3 mois avec
un arrét du traitement des que la charge virale dans le sang et dans les selles est indétectable.
Une prolongation du traitement jusqu’a 6 mois peut étre envisagée.

Cet article reprend aussi des études portant sur le sofosbuvir. Il a été démontré que dans les
systemes modeles, le sofosbuvir peut inhiber la réplication du VHE de génotype 3 quand il est
associé a la ribavirine. En effet, une charge virale indétectable a été obtenu temporairement
(sans réponse virologique soutenue) avec la combinaison de sofosbuvir et ribavirine chez un
patient greffé de moelle. Au contraire aucune baisse de la charge virale n’a été obtenue avec la

combinaison de sofosbuvir et daclatasvir sans ribavirine [193].

2.1.2. Infection aigue

En général, les patients atteints d’infection aigue par le VHE ont une évolution spontanément

favorable et aucun traitement n'est nécessaire.
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Le traitement antiviral avec la ribavirine dans une infection aigue grave a été étudié par Colson
et al. [194] C’était un patient de 61 ans infecté par le VHE de génotype 3 qui a été traité par
ribavirine pendant 21 jours. A I’arrét du traitement la charge virale était indétectable.

En 2016, Péron et al. [195] ont publié un article dans lequel 21 patients infectés par le VHE et
possédant des facteurs de risque d’hépatite grave (soit a risque de développer une insuffisance
hépatique aigué, soit recevant un traitement immunosuppresseur pour une maladie auto-
immune ou subissant une chimiothérapie) ont été traités par ribavirine.

Les résultats sont illustrés par le tableau ci-dessous :

Table 3. Ribavirin therapy

Dose Duration Ribavirin dose Virological Time for undetectable
Patient n° (mg/day) (days) reduction response RNA (days)
1 1000 10 No SVR 13
2 1000 5 No SVR 23
3 1000 7 No SVR 25
4 600 90 No SVR 48
5 600 15 No Death NA
6 800 " No SVR 30
7 800 3 No SVR 35
8 800 21 No SVR 30
9 600 90 Yes SVR 78
10 1000 52 No SVR 18
1 1000 33 No SVR 16
12 1000 35 No SVR 50
13 1200 51 Yes SVR 50
14 1000 3 No SVR 43
15 1000 4 No SVR 19
16 1000 20 No SVR 36
17 1000 35 No SVR 28
18 1200 7 No SVR 27
19 1000 26 No SVR 23
20 1000 Ell No SVR 35
21 600 28 No Death NA

NA, not available (patients died before the second PCR or did not have a second PCR); SVR, sustained virological response
Treatment of autochthonous acute hepatitis E with short-term ribavirin: a multicenter

retrospective study. Peron et al. 2016 [195]

La thérapie par ribavirine a été poursuivi chez 19 patients jusqu'a ce que I'ARN du VHE soit
indétectable. La durée moyenne du traitement était de 26 jours. Deux patients atteints de
cirrhose et d'encéphalopathie préexistantes sont décédés.

Tous les autres patients ont atteint une réponse virologique soutenue. Il est difficile de
déterminer si I’équipe a étudié I'histoire naturelle de la maladie ou I’efficacité de la thérapie par

ribavirine.
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En conclusion, Kamar et al. propose une recommandation de traitement (voir figure ci-dessous)

I HEV infection |

| . |

Fulminant hepatitis | Resolving hepatitis ‘ Chronic hepatitis (genotype 3) Extra-hepatic manifestations
Pregnancy (genotype 1) Transplant-patients Neurological symptoms
Acute-on chronic hepatitis HIV patients : Kidney injury

Hematological patients Pancreatitis (genotype 1)
Hematological disorders

Reduction in immunosuppression ‘ Anti-viral therapy

Pegylated-interferon
Ribavirin monotherapy

Hepatitis E Virus Infection, Kamar el al. 2014 [146]
2.2. Prévention

2.2.1. Prévention individuelle

Selon I’OMS la prévention est I’approche la plus efficace contre 1’hépatite E. L’organisation
estime qu’une réduction de la transmission du VHE et du nombre des cas d’hépatite E est
possible en respectant certaines mesures.

Au niveau de la population, en :

- Maintenant des normes de qualité pour les approvisionnements publics en eau ;

- Mettant en place les systemes d’élimination adéquats pour les selles.
Au niveau individuel, le risque infectieux peut étre réduit en :

- Respectant des pratiques d’hygiene telles que le lavage des mains avec de 1’eau propre, en
particulier avant de manipuler des aliments ;
- Evitant de consommer de I’eau et/ou des glacons et de la glace de qualité inconnue ;

- Respectant les pratiques de cuisson pour la sécurité sanitaire des aliments (voir partie 3).

2.2.2. Prévention vaccinale

Au moins 11 vaccins expérimentaux contre 1’hépatite E ont été évalués chez les primates non
humains. Seuls 2 de ces vaccins ont progressé” jusqu’au stade de 1’essai clinique chez ’homme,
dont I’un, Hecolin®, a été¢ mis au point et est fabriqué par Xiamen Innovax Biotech Co., Ltd.
Ce vaccin a été homologué en Chine en décembre 2011 pour les personnes de >16 ans. Le
fabricant recommande 1’administration de ce vaccin aux sujets présentant un risque élevé

d’infection a VHE, notamment les éleveurs, les manipulateurs de produits alimentaires, les

65



étudiants, les membres des forces armées, les femmes en age de procréer et les voyageurs se
rendant dans des zones d’endémie. Ce vaccin n’a pas été homologué dans d’autres pays a ce
jour. L autre vaccin expérimental ayant progressé au stade des essais cliniques (tHEV, basé sur
la protéine de capside de 56 kDa) n’a fait I’objet d’aucun développement commercial.

Selon le fabricant, Hecolin® (ou HEV 239) est un vaccin basé sur un peptide recombinant du
VHE composé de 239 amino acides correspondant aux acides aminés 368-606 du cadre ORF2
qui code la protéine de capside du VHE. La séquence d’acides aminés est dérivée d’une souche
chinoise du génotype 1 du virus.

Le fabricant recommande I’administration intramusculaire de 3 doses, a 0, 1 et 6 mois.

En 2015, le Groupe stratégique consultatif d’experts (SAGE) de ’OMS sur la vaccination a
examiné les données existantes sur la charge de morbidité imputable a 1’hépatite E ainsi que
celles sur I’innocuité, I’'immunogénicité, I’efficacité et le rapport colit/efficacité du vaccin anti-
hépatite E qui a ét¢ homologué. Les conclusions sont les suivantes :

Le vaccin est fortement immunogene, la séroconversion se produisant chez pratiquement tous
les sujets qui ont été vaccinés selon un calendrier de 3 doses sur 6 mois (a 0, 1 et 6 mois). En
effet, dans le cadre d’une vaste étude de phase III sur environ 113 000 participants, 98,7%
présentaient une multiplication d’au moins un facteur 4 de la concentration d’anticorps apres
vaccination, par rapport a 2,1% des sujets dans le groupe témoin (infection VHE). Les
concentrations moyennes d’anticorps anti-VHE dans le groupe ayant recu le vaccin étaient de
19,0 Ul/ml. Il est a noter également que ce taux diminue progressivement. En effet, au bout de
25 mois apres la vaccination le taux n’est plus que de 1,62 Ul/mL.

La durée de positivité des anticorps anti-VHE a été étudiée. L’OMS indique dans son rapport
qu’ils demeurent détectables jusqu’a 4,5 ans (54 mois) chez 93,3% des personnes vaccinées.
L’OMS rappelle que I’immunogénicité du vaccin n’a pas encore été” évaluée chez les personnes
de moins 16 ans et de plus de 65 ans, ni dans les populations exposées a un risque accru
d’hépatite E grave, notamment les personnes immunodéprimées ou atteintes d’une affection
hépatique chronique préexistante. L immunogénicité du vaccin aprés administration par voie
sous cutanée ou intradermique n’a pas non plus été étudiée.

La conclusion de ’'OMS est que le vaccin protege contre I’infection symptomatique a VHE,
avec un taux d’efficacité tres élevé. Elle s’appuie notamment sur une étude pendant laquelle
I’apparition de nouvelles infections a VHE a été surveillée par le biais d’un suivi des
participants afin de déceler tout signe de séroconversion spontanée.

L’incidence des nouvelles infections a VHE était significativement plus faible parmi les sujets
vaccinés que dans le groupe témoin, laissant supposer que 1’administration d’au moins 2 doses
du vaccin avait permis de prévenir de nouvelles infections par le VHE.

L’efficacit¢ a long terme a été étudiée pour une période allant jusqu’a 25 mois apres
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I’administration de toutes les doses. L’efficacité” globale contre I’infection a VHE était de
79,2%. Le niveau de protection de la premicre année apres la vaccination est semblable a celui
de la deuxieme année.

Néanmoins I’OMS précise que

- Les données relatives a cette protection portent principalement sur 1’hépatite induite par le
génotype 4 du virus. Les données sur la protection contre les maladies provoquées par les
autres génotypes du VHE sont soit tres limitées (génotype 1), soit indisponibles (génotypes
2 et 3).

- Les données sur I’efficacité” du vaccin chez les enfants (<16 ans), les personnes agées (>65
ans), les femmes enceintes, les personnes immunodéprimées font défaut.

- Les données sur I’efficacité dans le cadre d’une administration post exposition ou de la lutte
contre une épidémie n’a pas encore été étudiée.

- Les données sont issues d’essais cliniques, elles portent donc sur I’efficacité” potentielle du

vaccin, mais on ne dispose d’aucune donnée sur son efficacité sur le terrain.

Depuis ce rapport, certaines équipes ont étudié 1’efficacité de ce vaccin sur les autres génotypes.
D’abord, dans une étude a grande échelle [196], 23 personnes ont contracté une infection a
VHE (22 dans le groupe placebo et 1 dans le groupe vacciné), 13 patients ont fait 1’objet d’'une
analyse du génotype viral : 12 étaient de génotype 4 et un de génotype 1. Cela indique que la
protection conférée par le vaccin HEV 239 dans cette étude était essentiellement contre
I’infection par le génotype 4 du virus.

Ensuite, des éléments indirects laissent supposer que le vaccin offre une protection contre les
principaux génotypes humains. En effet, il a été observé qu’un anticorps monoclonal
neutralisant (8G12) se lie aux peptides de capside recombinants E2 des 4 génotypes avec un
degré” d’affinité” équivalent, montrant que cette région de la protéine de capside virale est
inchangée d’un génotype a I’autre, ce qui fournit la preuve indirecte d’une protection croisée
probable. Cet anticorps a par ailleurs pu neutraliser I’infectiosité des génotypes 1 et 4 du VHE
in vitro. Selon les auteurs on pourrait alors escompter une protection du HEV 239 contre les 4

génotypes du VHE [197].

La position de I’OMS est : « Le seul vaccin actuellement homologué contre I’hépatite E (HEV
239, ou Hecolin®) est jugé prometteur par I’OMS. Il a démontré” sa grande efficacité” contre
I’hépatite E chez les sujets sains dgés de 16 a 65 ans en Chine.

L’OMS estime que les données sur ce vaccin sont encore insuffisantes pour une utilisation dans

le cadre de la vaccination systématique. Cette position actuelle de I’OMS ne doit pas exclure
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son utilisation dans des situations spécifiques comme dans le cadre d’épidémie ou de groupes
particuliers. En effet, ’OMS reconnait que les risques de morbidité” et de mortalité” liées a
I’hépatite E ou a ses complications sont particulierement élevés. En particulier, son utilisation
devrait étre envisagée pour combattre ou prévenir une épidémie d’hépatite E, ainsi que pour
en atténuer les effets chez les personnes a haut risque, telles que les femmes enceintes. Dans
les autres cas (voyageurs, agents de santé, travailleurs humanitaires déployés ou en transit
dans des zones touchées par une épidémie d’hépatite E) il convient de faire une évaluation
individuelle des risques et des avantages du vaccin pour la personne concernée et d’envisager
sa vaccination.

A mesure que des données supplémentaires deviendront disponibles, I’OMS réexaminera sa

position sur le vaccin contre [’hépatite E et I’adaptera le cas échéant. »
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Partie 6 : Diagnostic de I’infection a VHE

L'infection par le VHE peut étre diagnostiquée soit indirectement en détectant des anticorps
anti-VHE dans le sérum du patient, soit directement en détectant le génome du VHE dans le
sang ou d'autres fluides corporels (selles principalement). Il faut noter également que comme
toute hépatite virale les enzymes hépatiques sont perturbées. La cytolyse hépatique est marquée
des le début de la symptomatologie avec des taux d’alanine amino-transférase (ALAT) pouvant
dépasser 2000 UI/I. Le retour a des taux normaux sont observés dans un délai de 2 a 3 mois au

cours de la phase de guérison.

1. Cinétique des marqueurs d’infection par le VHE

Kamar et al. [56] propose dans The Lancet cette illustration de la cinétique des marqueurs

d’infection par le VHE :

HEV RNA in blood Serum transaminase
> —— HEVIgG
HEV RNA in faeces —— HEV IgM
< > 9
Jaundice

T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14

Number of weeks post infection

Hepatitis E, Kamar et al. 2012 [56]

1.1. Le génome viral

Selon Kamar et al. [S6] I’ARN viral est détectable dans le sang et les selles avant la phase aigué.
La virémie maximale survient pendant la période d'incubation et la phase précoce de la maladie.
En cas d’infection aigué€ spontanément résolutive, ' ARN VHE ne persiste pas longtemps,
devenant indétectable dans le sang environ 3 semaines apres le début des symptomes

parallelement a la normalisation des transaminases. Le virus est éliminé dans les selles pendant
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2 semaines supplémentaires. La fenétre de 'ARN détectable est donc étroite et si les patients
présentent une maladie tardive, un résultat indétectable d'ARN du VHE n'exclut pas une
infection récente.

Les concentrations sériques d'ARN du VHE dans la phase aigué€ sont comprises entre 2,1 et 8,3
log copies/ml chez des patients immunocompétents [146]. Il n'y a pas de relation entre la
concentration d' ARN du VHE dans le sérum et les symptomes cliniques.

Chez les immunodéprimés (transplantés d’organe notamment), la concentration d'ARN du
VHE varient de 2,7 a 7,8 log copies/ml [146]. Le niveau de la charge virale n’est pas associé a

I'évolution vers l'infection chronique.

1.2. Les anticorps

Apres une période d'incubation de 2 a 6 semaines, une premiere réponse IgM a lieu. Cette

réponse rapide est suivie d'anticorps IgG plus durables.

Une étude de Huang et al. [198] a déterminé la cinétique des anticorps anti-VHE apres une

infection.

- Les niveaux d'IgM anti-VHE avaient déja atteint leur maximum lors de I’admission des
patients, mais ils sont restés a des niveaux relativement élevés pendant 8 semaines. Les
anticorps IgM ont diminué rapidement par la suite, se négativant chez la plupart des patients
apres 32 semaines.

- Les taux d'IgG anti-VHE était en cours d’augmentation lorsque les patients se présentaient
pour atteindre leur maximum environ 4 semaines apres le début des symptomes. La durée
exacte de la réponse anticorps IgG anti-VHE demeure incertaine. D’aprés Huang et al.
[198], les IgG anti-VHE étaient encore positifs au-dela d’un an. Et dans une autre étude
[199], les anticorps I1gG anti-VHE étaient détectable chez pres de la moitié des patients

atteints d'hépatite E 14,5 ans apres I’infection.

Selon le CNR, les anticorps anti VHE de type IgG et IgM sont détectables des le début de la
symptomatologie avec un taux maximum au bout d’un mois pour décroitre au bout de 2 a 6

mois pour les [gM. Les IgG persistent de 18 mois a plus de 10 ans.

Un élément supplémentaire apporté par 1’étude de Zhang et al. [200] est que les niveaux d’I1gG
anti VHE sont significativement plus élevés quand l’infection est symptomatique (80,91
UI/mL) plutdt qu’asymptomatique (2,06 Ul/mL). Pour illustrer ce propos, le schéma ci-dessous

reprend les niveaux d’IgG pendant une infection asymptomatique et symptomatique.
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Protection against hepatitis E virus infection by naturally acquired and vaccine-induced

immunity, J. Zhang et al. 2014 [200]

2. Stratégie diagnostique

2.1. Diagnostic indirect : la sérologie

Les tests de sérologie commerciaux et les kits de diagnostic rapide peuvent détecter la présence
d'anticorps IgM ou IgG induits par les quatre génotypes majeurs de la VHE, représentant un
sérotype unique. Il n'y a pas de test sérologique spécifique au génotype. Aucune réactivité

croisée de l'antigene VHE avec un autre agent pathogene n'a été rapportée [146].

2.1.1. Recherche d’IeM

La présence d'IgM anti-VHE est un marqueur d'infection aigué. Il existe différents kits
commerciaux pour la recherche d’IgM. Cependant, la sensibilité¢ et la spécificité sont
différentes. Pour preuve, dans sa revue de la littérature Kamar et al. [146] rapporte une étude
qui a comparé les différents kits IgM anti-VHE. La conclusion est une hétérogénéité des

sensibilités (de 72% a 98%) et des spécificités (de 78,2% a 95,6%).

Le CNR VHE a établi un tableau (voir ci-dessous) des sensibilités et des spécificités pour les

deux techniques fréquemment utilisés en Europe : Adaltis et Wantai.
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Performance des tests IgM

HEV IgM ELISA, ElAgen HEV IgM,
Wantai Adaltis
% Specificité (95%IC) 99,6 (98,7 - 100) 100 (99,8 -100)
% Sensibilité (95%IC)
Immunodéprimés 85 (70,2 -94,3) 87,5(73,2-95,8)
Immunocompétents 97,7 (87,9 -99,9) 97,7 (87,9 - 99,9)

Issu du rapport annuel d’activité 2013, Centre de national de référence des virus des hépatites

a transmission entérique

Il existe également des tests rapides de détection d’IgM anti-VHE. Au début de leur
développement, leurs performances (sensibilité de 53.3%, spécificité de 98.6%) étaient jugées
moyennes dans le bilan d’activit¢” du Centre National de Référence des hépatites
entérotransmissibles. Depuis, de nouveaux tests rapides ont ét€ commercialisés avec des
performances plus satisfaisantes. Kamar et al. [146] rapporte une sensibilit¢ de 93% et une
spécificité de 99,7% (avec des sérums de patients d'Asie du Sud-Est, ou le génotype VHE 1 est
répandu) et de 82% et 100% respectivement pour des sérums de patients de France ou le

génotype VHE 3 est majoritaire.

2.1.2. Recherche d’1eG

La présence d'IgG anti-VHE seule est un marqueur d’infection passée et sa détermination
permet d’illustrer 1l'immunité ou une exposition antérieure au VHE. Cependant cette
détermination est problématique. En effet, les kits disponibles dans le commerce ont des
performances analytiques tres différentes.

Une des explications est 1’utilisation de différents antigénes. Zhang et al. [201] illustre cet
argument avec une courbe rapportant la prévalence des marqueurs de diagnostic en fonction du
temps (schéma ci-dessous). On s’apercoit que les résultats des IgG anti VHE sont tres différents
selon I’antigene utilisé. Par exemple, en utilisant I’antigene E2 (kit Wantai), 100% des sujets
sont séropositifs et pendant plus de 28 semaines alors qu’avec I’antigene GL (kit Genelabs), la

séroprévalence est beaucoup plus faible et se négative en 24 semaines.
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Hepatitis E virus: neutralizing sites, diagnosis, protective immunity, Zhang et al. 2012 [201]

De plus, les limites de détection de ces tests sont également différentes. Selon Bendall et al.
[202] la limite de détection des tests utilisant I’antigene E2 est de 0,25 Ul/ml alors qu’elle est
de 2,5 UI/mL pour les tests utilisant 1’antigene GL.

Une autre explication est que la plupart des kits ont été validés avec des sérums de patients
atteints d'hépatite E aigue. Cependant, leur aptitude a détecter une immunité ou une infection
antérieure, n'est pas testée.

La conséquence est que cette variabilité explique surement les différentes estimations de la
séroprévalence du VHE. L'utilisation de tests plus sensibles a entrainé une augmentation des
estimations de la séroprévalence.

Une concentration protectrice d'anticorps IgG anti-VHE n'a pas été définie. Différents seuils
sont évoqués par différentes études. Zhang et al. [200] propose un seuil a 1 UI/mL, Shrestha et
al. [203] propose un seuil a 2,5 Ul/mL, Abravanel et al. [157] propose un seuil a 7 Ul/mL pour

les patients immunodéprimés et d’autres études placent méme le seuil a 10 UI/mL [204].
Comme pour les IgM, le CNR VHE a établi un tableau (voir ci-dessous) des sensibilités et des

spécificités pour les deux techniques fréquemment utilisés en Europe pour la recherche d’IgG

anti VHE : Adaltis et Wantai.
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Performance des tests IgG

HEV IgG ELISA, ElAgen HEV IgG,
Wantai Adaltis
% Specificité (95%IC) 97,8 (95,6 -99,9) 89,5 (85,0 - 94,0)
% Sensibilité (95%IC)
Immunodéprimés 45 (29,3 - 61,5) 15 (5,7 - 29,8)
Immunocompétents 93,2 (81,3 - 98,6) 81,8 (67,3-91,8)

Issu du rapport annuel d’activité 2013, Centre de national de référence des virus des hépatites

a transmission entérique

Il existe également des tests d'immunoblot IgG qui ont été utilisé pour confirmer les résultats
des tests d'IgG anti-VHE, mais cette technique n'est pas fiable. Kamar et al. [56] rapporte une
étude qui a calculé la spécificité de la technique pour la détection des IgG anti VHE a seulement

66%.

2.2. Diagnostic direct : l1a recherche de I’ARN viral par RT-PCR

La détection et la quantification de I'ARN du VHE dans le sang et dans d'autres fluides
biologiques (selles essentiellement) sont basées sur la PCR en temps réel avec des amorces
ciblant des régions conservées entre les génotypes du virus. Une étude a observé une
performance optimale pour les PCR utilisant des amorces ciblant la région ORF3 [146].

Dans une étude multicentrique internationale [205], de grandes variations dans la performance
des méthodes de PCR « maisons » ont été observées, avec des différences inter-laboratoires de
2 a 3 log copies/mL pour la sensibilité et de 0,4 a 1 log copie/mL pour la reproductibilité. C’est
pourquoi, en 2013, une norme internationale de 'OMS (basé sur le génotype 3a) a été établie
afin de normaliser la détection et la quantification de ' ARN du VHE. Selon Kamar et al. [146]

les kits commerciaux de PCR ARN VHE sont maintenant évalués selon cette norme.

2.3. Algorithme diagnostique de I’infection VHE

Le CNR propose un schéma (voir ci-dessous) de diagnostic basé sur la détection des IgM en

premiere ligne.
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Diagnostic d'une hépatite E aigué

/\

Patient immunocompétent

Patient immunodéprimé

A

A
Recherche des IgM ARERICIS S Ko
R Ciowe |
y
3 Infection récente ARN VHE
Absence d'infection Mise en évidence de 'ARN A
récente par le VHE VHE (PCR) pour confirmation
et caractérisation ARN VHE- ARN VHE+
y \d
Absence d'infection Infection récente
récente par le VHE Ou évolutive
A A\ 4
Envoi de la souche au CNR VHE :
Détermination du statut
Laboratoire de virologie, IFB (clairance ou persistence virale)
CHU Toulouse Purpan par recherche de 'ARN VHE
330 avenue de Grande Bretagne au pic cytolyse et 3 mois plus tard
31059 Toulouse Cedex 9

Hépatite E, Roque-Afonso. 2016 [140]
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Partie 7 : Séroprévalence du VHE

Concernant les études de séroprévalence, il est important de prendre en considération la
technique utilisée. En effet, depuis 2011, les trousses fournies par la société chinoise Wantai
sont beaucoup plus sensibles que les trousses disponibles précédemment. Cette avancée
technique a permis de faire progresser les connaissances sur 1’épidémiologie de I’infection. Ce
point a été illustré par une étude de séroprévalence IgG anti-VHE réalisée sur une méme
population de donneurs de sang dans différents pays et notamment en France avec 1’étude de
Mansuy et al. [206] dans laquelle les auteurs comparent la séroprévalence d’'une méme cohorte
de donneurs de sang de la région Midi Pyrénées avec deux techniques. Les résultats ont été dans
un premier temps de 16 % avec la trousse de premiere génération) et de 52 % avec la trousse
Wantai.

Nous avons obtenu les chiffres de la séroprévalence anti VHE :

e Avant 2010 a I’aide du rapport de I’Organisation Mondiale de la Santé intitulé « The
Global Prevalence of Hepatitis E Virus Infection and Susceptibility : A Systematic
Review » [207]

e Entre 2010 et 2014 a I’aide de la révision de 2014 du mé€me rapport [208]

e Apres 2014 a I’aide d’une recherche PubMed

Nous proposons alors deux cartes de séroprévalence anti-VHE. La premiere concerne les
données avant la mise en place de la technique Wantai et la deuxieme avec la technique Wantai
afin d’observer les évolutions de la séroprévalence anti-VHE.

Les données et les références utilisées pour construire les cartes sont disponibles dans les
tableaux suivants les cartes.

Légende :

- Rouge : séroprévalence > 20 %
- Orange : séroprévalence entre 10 et 20 %

- Vert : séroprévalence < 10 %
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3. Données et références

3.1. Amérique

) ) Technique Séroprévalence IgG anti VHE (%)
Pays Année réf. <rologi
scrologique Enfants Adultes Global
1988-1994 Test maison 21
1988-1994 DS 2,6 99-214 10,2
2009-2010 1,1 42-14,6 6
1997 [207] Genelabs 13,7-31
1989 33
Etats-Unis Test maison
1998 0
2009 Wantai 5-12
2006 21,8
[209] Wantat
2012 16
2015 [210] Test maison 32
1980 Genelabs 3
[207]
Canada 1998-2000 Abbott 24
2015 [211] Wantai 59
1992-1998 Test maison 16,2
1999 Abbott 38-5,5 34-154 7.3
Bolivie
2003 Abbott 1,7
2006 DiaPro 2,4-8,7 6,3 4,0-24
1987-1988 Abbott 1,1-9,6 13,7-142 10,5
. 1996 [207] Abbott 6.3
Mexique
2006-2007 Diagnostic
. 36,6
(campagne) automation
Nicaragua 1990-1992 Abbott 4,6-8,0
Venezuela 1991-1992 Test maison 1,6-39
1994-1995 Abbott 0,15 1,81
Argentine
2012 [212] Wantai 154
1996 Non précisé 7
[207]
Chili 1996 Non précisé 4
2012 [213] Wantai 32.6
Uruguay 1997 Abbott 2.8
1994-1998 Abbott 43
1997 Abbott 33
2000 [207] Abbott 3
1997-1998 Abbott 4,5
Brésil
2002 Abbott 1 0,8-69 24
2004 Wantai 2,0-7,5
2012-2014 Mikrogen 53
[208]
2014 Wantai 9.8

79




2005 Test maison 5,3
Cuba 2000 [207] Test maison 1.4
2010 Genelabs 4.2 8,0-144 10
3.2. Afrique
; Séroprévalence IgG anti VHE (%
Pays Année Réf. I:echnlgue P £ (%)
sérologique Enfants Adultes Global
1992 Abbott 5,2-17,76 14,3-29.9 17,2
1993 Non précisé 564
1995 Non précisé 38,9
Egypte 1997 Abbott 36,2-75,6 48.,1-69.9 67,6
1998 Non précisé 453
2006 Genelabs 22,2
2010 DiaPro 8.3 17-33 21
199 Abbott 39
Maroc 5 [207] bbo 5
2000 Genelabs 2 8,5 72
Globe
2006 Diagnostic 12,1
SRL
Globe
2008 Diagnostic 10
Tunisie SRL
Globe
2009 Diagnostics 45
Srl
MP
2011 [214] diagnostics >4
Angola 1998 Abbott 12,5
Gabon 2005 Genelabs 14,8 13,5-16,8 14,1
République 1995 Abbott 242
centrafricaine [207]
Burundi 1986 Abbott 14
Djibouti 1992-1993 Abbott 19
1989 Non precisé 3
Ethiopie
2015 [215] Wantai 31,6
Somalie 1992-1993 Genelabs 61,1
Sorin
1995 Biomedica 0
Tanzanie 1992 Abbott 02
1996 Abbott 6,6
[207] =
Zambie 1999 Fortress 33-52
Wantai
1992 Test maison 2,05
Afrique du Ville : 6,6 Global -
SUd 1996 Abbott Campagne : 100 3 ’
153 ’
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2016 [216] Wantai 279
Tchad 1993 [207] ‘3;;)"(1;‘;‘1’: 22
Ghana 2012 Wantai 15
2014 f;‘f;‘;fl%; 14 6.6-55.9 455
Nigeria [208] DRG
2012 International 7.7
2010-2012 DiaPro 19,1
Burkina Faso
2016 [217] Wantai 390
Sierra Leone 1998 [207] lzir;;iiirg:
Malawi 2012 [218] Wantai 16,5
3.3. Asie
. ) Technique Séroprévalence IgG anti VHE (%)
Fays Annce ref. sérologique Enfants Adultes Global
2005-2006 (207] EIﬁ]Séz{\] 1;/[(1))]) 5,1-84 22-34 23,5
2003-2004 Wantai 435
Chine 2014 219] Wantai 2826
2015 Wantai 30-42
2015 5] Wantai 25-66
Japon 2010 Test maison 53
Corée du sud 2006 Wantal 2
Genelabs 143
Hong-Kong 2008 2071 Lagf;t?ﬂes 6,880 16-56 28,7
Singapore 1993 Genelabs 10-15
Cambodge 2010-2014 [220] Non précisé 5,8 21,2-35,3 184
Malaisie 1998 Non precisé 40-50 43-67 44-50
[207] WRAIR;
2003-2004 Silver 38 27,1-41,5 22,5
Bangladesh Spring
2015 [221] Wantai 49.8
Israél 2009-2010 DS 0,5 1,1-37,5 10,6
Turquie 2004 12071 Non précisé 5,7
2014 [222] . 23 46,3
fran 2016 [223] DiaPro 8,1
Mongolie 2002 Test maison 10-16
Ouzbékistan 2002 Non précisé 4
Taiwan 2004 [207] Test maison 8.9
Bhoutan 1995-1996 Abbott 0 3 2
Inde
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- Sud 2001 Genelabs 1
- Sud 2001 Test maison 5,3-16,7
) Ngrd 1996 Test maison 23,8 8-13
(urbain)
- Nord 1997 Abbott 59-64 50
(rural)
1992- 1993 Test maison 16 24-31
Népal 2015 [221] Wantai 47.1
2016 [224] Wantai 419
Pakistan 1999-2000 Abbott 19 16
Indonésie
Bali 18 20
Lombok 4
Surabaya 1996 Non precisé 05
Bornéo
(épidémie en 15 50
1987
Birmanie | 1998-2000 [207] Test maison 3 32-42 315
Thailande 1998-1999 ANOGEN 6.9-10,6 8,7
Vietnam 1994 Abbott 4 11-19 11
Nuclear
Irak 2000 Laser 0-19 18,7-199 17,5
Medicine)
Liban 1998 Non précisé 4
Arabl'e 1995 Test maison 13,9-28,6
Saoudite
Qatar 2013-2016 [225] Wantai 20.7
3.4. Europe
. Séroprévalence IgG anti
Pays Année réf. Technique VHE (%)
sérologique
Enfants Adultes
Albanie 1993 Abbott 13 13,1
[207]
1989 DiaPro 5,7
République Tcheque -
2017 [226] Mikrogen 8,6
Moldavie 1997-1998 Test maison 24,7
1997 [207] 1,7
Abbott
2004 18,2
Russie RPC
2013 [8] Diagnostic 4,75
Systems
Norvege 2016 Wantai 14
Danemark 2015 [227] Wantai 19,8
Pays-Bas 2011-2012 Wantat 26,7
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Grece 2014 Adaltis 943
MP
Diagnostics 49
Suisse 2013 DiaPro 42
Wantai 21,8
2006 Biokit 7,3
Catal 2015 Mikrogen 10,72
t
ataloghe 2015 Wantai 19.97
% 2008 18] Bioprobes 46
] Grenade 1995 Abbott 1,79 3,1
(¢}
) 1999 Abbott 39
Madrid [228]
2008 Abbott 2,17
Valence 2004-2007 Wantai 4.1
2011 Axcom 343
227 i
5012 [227] rL Mikrogen 16.8
(WesternBlot)
Pays
ELISA
2008-2010 Mikrogen 1
+WB
>
= ELISA
é Ouest 2010 Mikrogen + 55
E WB
¢ 8] ELISA
Est 2011 Mikrogen 15,5
. ELISA
Berlin 2012 Mikrogen 11
ELISA
Nord 2013 Mikrogen 6.8
Londres 1996 [229] Abbott 39
1991 Wantai 13,5
[227] N
g 2004 Wantai 13
= 0(-% 1999-2004 [230] Genelabs 16
g o | Sud-Ouest -
£ 5 2008 [227] Wantai 15,8
% Nord +
- Pays de 2010 [230] Wantai 10
=
=- Galles
Ecosse 2013 Wantai 477
[227]
2016 5,3
Irlande Wantai
2016 [231] 8-43.8
MP
2006-2007 [232] Diagnostics 19
)-U
& Nord-Est 27,9
ve} Nord-Ouest 23,6
g 2011-2012 [230] Wantai
Sud-Est 30,5
Sud-Ouest 25,1
. Fortress =
Autriche 2009 [233] Wantai 143
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2013-2014 [234] Wantai 13,6
Sud (Pouilles) 2003 [235] Abbott HEV 29
Sud (Pouilles) 2011 [236] DiaPro 1,3
Sud (Calabre) 2011 [237] DiaPro 17,8
_ (Loggﬁ dgie) 2011 [237] DiaPro 9
% Nord et Centre 2004 [238] BioChain 8,82
Centre (Rome) | 2002-2011 [239] DiaPro 5,38
(Tcoesggfe) 2007-2013 [240] Adaltis 9.1
(1%6331(121) 2014 230] Wantai 49
San Marino 1990-1991 [241] Abbott 1,5
1997 [242] Abbott 2.5
Portugal 2013 [243] Wantai 333
Belgique 2011 [244] Biorex 14
Sueéde 2006 [245] Abbott 92
Pologne 2017 [246] Wantai 49.6
Finlande 2017 [247] Axiom 58
Serbie 2014 [248] Test maison 15
Croatie 2015 [249] Mikrogen 5,6
3.5. Océanie
Pays Annce Ref 'l:echnigue Séroprévalence IgG anti VHE (%)
sérologique | Enfants Adultes Global
1992 [250] Abbott 04
Australie
2013 [251] Wantai 5,99
Nouvelle Zélande 2006 [252] Wantai 4
Nouvelle Calédonie 1998-1999 [253] Non precisé 1,7
Papouasig Izouvelle 114 16.1 152
Guinée
Tles Fidji 2003-2005 [254] Wantai 33 1.7 23
Archipel Kiribati 133 6 8.8
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Partie 8 : Risque transfusionnel lié au VHE

Le risque transfusionnel est caractérisé par la possibilité de survenue d’un effet indésirable
grave chez un receveur de produit sanguin causée par la transfusion de produits contaminés par
un pathogene. L’étude du risque transfusionnel doit donc prendre en compte une composante

donneur et une composante receveur.

1. Risque transfusionnel : composante donneur

Ce risque est lié a deux caractéristiques concomitantes du donneur infecté au moment du don :
Le donneur de sang doit étre prélevé au cours de la phase virémique de I’infection rendant ainsi
les produits sanguins potentiellement infectieux et contaminants ;

Et le donneur de sang doit étre asymptomatique de telle sorte qu’il puisse passer la barriere de
la sélection clinique des donneurs réalisée par le personnel médical de I’EFS lors de I’entretien
pré don ;

Il faut aussi prendre en considération, le risque qu’un donneur de sang soit exposé a I’infection.
L’importance de la circulation virale peut étre appréciée par des études de prévalences des

marqueurs de I’infection en population générale.

1.1. Durée de la virémie

Le risque de prélever un donneur virémique est fonction de la durée de la virémie, plus la
virémie est longue plus le risque est élevé. La virémie est estimée classiquement a 4 a 6
semaines [56], une étude aux Pays-Bas de suivi de donneurs de sang virémiques a montré que
la virémie pouvait se prolonger jusqu’a 68 jours soit pres de 10 semaines [255].

Cette notion est quelque fois a moduler car dans le cas de certaines infections (Virus West Nile
[256], Dengue), la présence concomitante de charges virales faibles et d’anticorps neutralisants
(donc plutdt en fin de virémie) ne rend pas nécessairement le produit sanguin contaminant pour
le receveur.

Une revue de la littérature permet d’observer qu’un don virémique est associé a une sérologie
négative chez le donneur (IgM et IgG anti VHE négatifs) a hauteur de 75%, ce qui veut dire

que les dons ARN VHE positifs ont généralement lieu en début d’infection (voir partie 9).

1.2. Proportion des infections asymptomatiques

Comme nous I’avons vu dans la partie 5 traitant des manifestations cliniques du VHE,
I’infection par le VHE est en général asymptomatique avec une fréquence estimée a 67% [257]

jusqu’a 98 % [56]. Cette proportion élevée est un élément majeur a prendre en considération

85




puisque le donneur infecté n’est pas écarté du don sur la base de la présence de signes cliniques

évocateurs d’une infection lors I’entretien pré-don.

1.3. Exposition de la population des donneurs de sang a I’infection VHE

Les études de prévalence du marqueur signant une infection active (ARN VHE) permettent

d’estimer le nombre potentiel de dons infectés et les études de séroprévalence permettent

d’évaluer I’'importance et les éventuelles variations géographiques de la circulation virale.

Prévalence de I’ARN VHE dans les populations de donneurs de sang :

La présence de I’ARN du VHE a ét€ mise en évidence avec des prévalences variant selon les

pays. Nous résumons 1’état des connaissances a ce sujet dans le tableau ci-dessous :

Pays Dons ARN VHE + Nombre Pool / Réf
de dons unitaire

2017 Canada 0 0 13,993 Pool 100 | [211]
2016 Australie 1/14 799 0,007% 14799 Unitaire [258]
2013 Ecosse 1/14 520 0.007% 43 560 Pool 24
2014 USA 1/9 500 0.010% 18 829 Unitaire [8]
2013 Japon (Hokkaido) 1/9 050 0,011% 2 500 000 Pool 20
2012 Suede 1/7 986 0,012% 95 835 Pool 96 [259]
2012 Allemagne 1/6 925 0,014% 93 955 Pool 96 [260]
2012 Allemagne 1/4 525 0,022% 18 100 Pool 96 [259]
2014 | Espagne (Catalogne) 1/3333 0,030% 9998 Unitaire [261]
2012 Allemagne 1/3 050 0,033% 12 200 Pool 100 [8]
2014 Angleterre 1/2 848 0,035% 225 000 Pool 24 [262]
2016 Irlande 1/2 778 0,036% 47229 Unitaire [263]
2011 Pays Bas 1/2436 0.041% 41415 Unitaire [8]
2016 Danemark 1/2 331 0.043% 25 637 Unitaire | [264]
2014 France 1/2218 0,045% 53234 Pool 96 [265]
2014 Allemagne 1/2 027 0,049% 91216 Pool 100
2013 Allemagne 1/1760 0.057% 72 200 Pool 100 [8]
2011 Allemagne 1/1 240 0.080% 16 125 Pool 48
2016 France 1/1 560 0,060% 9363 Pool 6 2661
2016 France 1/ 744 0,134% 5211 Unitaire
2016 Pays Bas 1/726 0,137% 59 474 Pool 96 | [267]
2014 Pays Bas 1/ 658 0,150% 11191 Pool 96 8]
2003 Inde 1/ 50 2% 200 Unitaire

On s’apercoit qu’il existe de forte variation géographique concernant la présence de I’ARN du

VHE témoignant d’une épidémiologie complexe pour cette zoonose.
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1.4. Caractéristiques des dons ARN VHE positifs

1.4.1. Sérologie

Dans la plupart des études les dons de sang ARN VHE positifs ont été prélevés a une phase

précoce de I’infection au cours de laquelle les anticorps IgM et IgG anti-VHE ne sont pas

détectables.

Le tableau suivant résume les profils sérologiques de plusieurs études :

IeG

IeG

Kits Dépistage Effectifs IgG et négatifs | positifs 12G et
Pays Auteurs ( . e IgM IgM
sérologie | Pool/unitaire | donneurs o et [gM et [gM o
négatifs o o positifs
positifs | négatifs
Adlhoch et al MP -
Allemagne [268] diagnostics Unitaire 3 67% 0% 0% 33%
Allemagne | Baylis et al .
ot Sudde 1259] Wantai Pool 96 12 67% 17% 8% 8%
Vollmer et al MP
Allemagne [269] diagnostics Pool 48 13 77% 8% 0% 15%
Pays Bas Sl["zts‘?]al Wantai) Pool 96 13 69% 0% 15% | 15%
Minagi et al . . Pool 50 ou
Japon [270] Kit maison 500 36 81% 0% 14% 6%
Autriche F‘S?;,Jf f]t A Wantai Pool 96 7 100% | 0% 0% 0%
Ilande | O ROyt NR 5 80% | 20% 0% | 0%
al [271]
Danemark Ha[rzr;tZ;wJ Wantai Unitaire 10 50% 0% 10% 40%
Pays Bas Vou[r;%]et ' Wantar Unitaire 10 70% 10% 0% 20%
France Galzlzznsj‘t 4 Wantai | Pool 96 23 78% 0% 0% | 2%
Angleterre Te‘g‘%‘]ﬁ A Wantar Pool 96 79 72% 2% 5% | 21%
Moyenne 74 % 5% 5% 16%

La plupart des études retrouvent une sérologie négative lors du don ARN VHE positif avec une

moyenne de 74%.

Cependant, certains auteurs observent des sérologies négatives associ€es a une virémie de

maniere moins fréquentes. C’est le cas de 1’étude japonaise de Sakata et al [274] qui retrouve

un profil sérologique négatif dans 13% des cas et positif (IgM et/ou IgG positif) dans 87% des

cas. C’est aussi le cas de ’étude chinoise de Wang et al [275] dans laquelle la proportion de

sérologie négative est de 33%. Ces études ne sont pas tout a fait comparables a la notre

puisqu’elles s’intéressent a des donneurs dont les ALAT sont élevées a > 200 UI/L (pour I’étude

japonaise) et a > 60 UI/L (pour I’étude chinoise). Or comme nous I’avons exposé dans la partie

6, les ALAT s’élevent chez maximum 40% des patients et lorsqu’elles sont élevées, les IgM

et/ou les IgG sont positifs.
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Nous résumons dans le tableau suivant la charge virale des dons ARN VHE positifs ayant un

1.4.2. Charge virale

profil sérologique négatif des études publiées sur ce sujet.

Charge virale moyenne (UI/mL) pour les donneurs ayant un profil sérologique négatif

Allemagne et Suede Baylis et al [259] 43 028
Allemagne Vollmer et al [269] 13423
Pays Bas Slot et al [255] 91719
Japon Minagi et al [270] 10 091
Autriche Fisher et al [234] 109 600
Irlande O’Riordan et al [271] 12 640
Danemark Harritshoj [264] 340
Pays Bas Vollmer et al [272] 31020
France Gallian et al [204] 618 064

Nous avons établi un graphique des charges virales (en Ul/mL) en fonction du profil

sérologique du don ARN VHE positif pour différentes études :

12,00

11,00

10,00
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Comme nous I’avons vu dans la partie 7, I’infection par le VHE est ubiquitaire dans le monde

avec cependant des taux de prévalence variant selon les continents, les pays voire parfois selon

les régions d’'un méme pays. Les variations dues aux trousses sérologiques utilisées doivent

aussi étre prises en compte lors de I’interprétation des données.

Les taux élevés d’ARN viral observés en France sont confirmés par ces études de

séroprévalence montrant qu’environ 25% des donneurs de sang en France ont été en contact

avec le

virus VHE.
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En 2007, Boutrouille et al. [276] ont étudié la séroprévalence IgG antiVHE dans la population

générale pour la premicre fois. Cette étude a été effectuée sur 1998 donneurs de sang de deux

régions différentes : Ile de France et Pays de la Loire. Ensuite, d’autres études se sont intéressées

aux autres régions de France. Toutes les études sont résumées dans ces tableaux :

Réf [276] [206] [277]
. Ile de Pays Toulouse | Ariege Midi-Pyrénées
Région de la .
France . (urbain) | (Rural)
Loire Urbain | Rural Enfants
Effectif 998 1000 267 262 268 244 188
Tvoe d Enfants
ype de Donneurs de sang (adultes) hospitalisées
population . .
en chirurgie
IgG 291 3,50 142 19,1 429 63,1 37
AntiVHE (%) 3,20 16,6 52,5 ’
Technique Genelabs Wantai
Réf [278]
Midi-Pyrénées Languedoc-Roussillon
Région
. Aveyron Haute Hautes Tarn et Gard . Pyrénées
Ariege Gers P Tarn Aude et Hérault .
et Lot Garonne | Pyrénées Garonne . orientales
Lozere
Effectif 94 172 171 777 234 263 186 191 246 656 363
Type (.16 Donneurs de sang (adultes)
population
1eG 713 | 232 [374] 463 | 329 [365| 446 [649] 219 | 323 | 366
AntiVHE 41,5 359
(%) 39
Technique Wantai

En 2016 [277], une étude nationale dresse une carte de la France métropolitaine et DOM TOM

de la séroprévalence IgG anti VHE (Wantai). Les auteurs ne précisent pas les chiffres de tous

les départements mais il en ressort :

G de sé <val Nombre de Séroprévalences
foupe e scroprevalence départements remarquables
1-10 % 3 o ‘
10 — 30 % 79 Mini : 8,0% (Haute-Loire)
>30 % : 16 Moyenne : 22,4 %
Sud-Ouest 64,6 % 8
Sud-Est (+ Corse) 38,3 % 5 Maxi : 86,4% (Ariege)
Nord-Est 3
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FIG. 1. Prevalence of anti-HEV IgG and IgM: distribution in French administrative areas. A color code describes the anti-HEV
IgG seroprevalence classes. Black numbers represent the seroprevalence of anti HEV IgM in cach administrative area.

A nationwide survey of hepatitis E viral infection in French blood donors, Mansuy et al. 2016
[277]

Au total, le risque que des dons infectieux soient prélevés en France est important car la virémie

peut étre longue : jusqu’a plus de 2 mois, la proportion de formes asymptomatiques est tres

élevée et I’infection par le VHE est présent sur ’ensemble du territoire francais avec des

variations régionales et avec une prévalence ARN VHE moyenne de I’ordre de 1/1000 dons

collectés. De plus, les dons sont treés généralement séronégatifs.

2. Risque transfusionnel : composante receveur

Les formes séveres de 1'infection par le VHE-3 pouvant affecter les receveurs de produits

sanguins sont :

- Les formes fulminantes chez des patients présentant des pathologies hépatiques séveres
pré existantes (ex : patients atteints de cirrhose alcoolique en attente de greffe hépatique
[561)

- Les formes chroniques de I’infection pouvant évoluer rapidement vers une fibrose

hépatique puis une cirrhose [56].

Pour les formes chroniques les populations a risque ont été identifiées et les patients concernés

présentent un état d’immunodépression. Il s’agit de malades transplantés d’organe, de patients
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ayant un traitement immunosuppresseur (hémopathies/onco-hématologie), de patients
coinfectés par le VIH et le VHE. Ces catégories de patients sont souvent transfusées et sont
donc a risque d’étre infectées par le VHE et de maniere soit chronique soit sévere.

La population des receveurs de produits sanguins est une population de malades généralement
agés et présentant un statut immunitaire affaibli en particulier par leurs pathologies et/ou leurs
traitements (ex traitement immunosuppresseur des hémopathies).

Le risque transfusionnel est donc potentiel pour les receveurs de produits sanguins
principalement au décours de transplantations (organes, tissus) de greffes de cellules et de
traitements d’hémopathies et dans une moindre fréquence pour des patients infectés par le VIH

ou présentant une affection hépatique pré existante sévere.

3. Cas de contamination par transfusion : un risque avéré

En 2000, en Inde, ou I'hépatite E est endémique, une équipe a signalé trois cas d'hépatite E
potentiellement transmis par transfusion [279]. Néanmoins, ils n'ont pas réussi a démontrer
l'association de la transfusion sanguine avec l'infection par I'hépatite E par analyse moléculaire
des souches.

La certitude d’un risque de transmission du VHE par produits sanguins a été¢ démontrée de
facon expérimentale en 2004 suite au déclenchement d’une infection chez un singe rhésus par
I’injection de plasma d’un sujet présentant une hépatite E aigué. Et c’est la méme année que le

premier cas certain d'infection par le VHE apres transfusion, au Japon, a été publié [280].

3.1. Situation dans le monde

En 2014, Patricia Hewitt et al. [262] a étudié le risque transfusionnel lié au VHE dans la
population des donneurs de sang anglais. Sur 225 000 dons de sang, I’équipe a identifié¢ 79
donneurs ARN VHE positif. Les dons ont conduit a la fabrication de 129 produits sanguins
labiles dont 62 ont été transfusés a 43 receveurs qui ont été suivis. 18 receveurs avaient un ARN
VHE positif. A partir de ces résultats 1’équipe a identifié les types de PSL incriminés et leur
taux de transmission. Tous les types de PSL sont impliqués avec des taux de transmission
différents (voir tableau suivant). Au total, 42% des PSL ont conduit a une contamination par le
VHE chez un receveur, avec des variations de 25% pour les CGR a 100% pour les plasmas et

les concentrés de granuleux d’aphérese.

Culots de Plaquettes
PSL
globules rouges | Mélange | Aphérese Plasma | Granuleux S
Nombre de receveurs 16 10 14 2 1 43
Nombrp de rcj,ceveurs 4 4 7 ) | 13
infectés
Taux de transmission 25 % 40 % 50 % 100 % 100 % 42 %

Le risque de transmission est significativement plus élevé si la charge virale du PSL est élevée.
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Cette étude a été complétée par une estimation du risque transfusionnel au regard du risque

alimentaire (Tedder et al. [273]) et conclue en proposant une formule ou le risque transfusionnel

1ié au VHE est égal au risque alimentaire a partir de 13 PSL transfusés.

Les cas publiés d’infection par le VHE liés a une transfusion de PSL sont résumés dans le

tableau ci-dessous par type de PSL :

Symptomatologie Génot Dose Charge
iral
Date | Contexte de la transfusion Pays ype infectante dv1ra ©
Donneur | Receveur VHE (Ul onneur
(UI/mL)
2004 Chirurgie cardiaque Asympto Aigue Japon 4
2006 | Cirrhose biliaire primitive Ictere Ictere RO}SEime_ 3
2 patients / 1 donneur
2014 - Greffe rénale Asympto Asympto France 3f
- Greffe hépatique
Purpura thrombotique
< | 2014 thrombocytopénique NR NR Canada 3
£ (PTT)
E‘j Leucémie aigué myéloide Cytolyse
2015 + CIVD sous NR biologiqu Japon 3
chimiothérapie e
Cytolyse 31 622
2016 Transplanté rénale NR biologiqu France 3f 776
e
Cytolyse
2017 Greffe hépatique NR biologiqu Australie 3 947
e
S| 2006 Lymphome testicule Ictere Royaume— 3
2 Uni
o Aigue
% 2007 Lymp .hom’e Sous NR puis Japon 3
2 chimiothérapie .
© chronique
% 2007 | Tumeur rhabdoide rénale Asympto Ictere France 3f
| 2014 | Acutisation d’'une AREB1 NR Cytolyse Japon 3 1200
% 2017 Chirurgic p out anevrisme Asympto F.atl\g ue Espagne 3 75 000
@) mycotique ictere
2008 Lymphome Hodgkin Asympto Aigue Japon 4
Cardiopathie ischémique
2012 + Purpura Asympto Ictére France 3f 17 000
2 thrombopénique
‘q“:) idiopathique
g 2013 Immunodépression Asympto VHE Allemagne 3 7056 120
A~ chronique
2015 Chirurgie cardiaque Asympto Asympto Japon 3 4 920 836
Immunocompétent : N
2017 Accident de ski NR Ictere France 3f 230
2017 | 2patients/2 donneurs : NR NR France 3f | 316227
Transplantés d’organe
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3.1.1. Hépatite E transmise par transfusion de plasma

En 2004 le premier cas d'infection par le VHE apres transfusion de 23 produits sanguins a été
décrit au Japon. C’était la premicre fois qu’une analyse phylogénétique révélait que l'infection
par le VHE chez un receveur était liée a un plasma frais congelé infecté. En effet, la souche
d'ARN du VHE détectée chez le donneur avait une identité complete avec celle détectée chez
le receveur [280].

En 2006, le premier cas européen d’infection par le VHE transmis par transfusion de plasma a
été rapporté au Royaume-Uni [281]. Alors que chez le receveur, l'infection était
asymptomatique (a l'exception d'un ictere 1éger et d'une élévation des enzymes hépatiques), le
donneur a développé une hépatite E aigué et a fait un signalement post don qui a conduit a une
enquéte.

En 2014, la premiere étude sur le continent américain est canadienne [97]. Il s’agit de deux
patients avec un PTT traité par des transfusions itératives de plasma. L’ ARN a été retrouvé chez
les deux receveurs. Cependant, aucun aliquot des plasmas transfusés n’était disponible afin de
comparer les souches virales. Le seul argument des auteurs était épidémiologique et basé sur le
fait que ces deux patients ont recu du plasma issu du méme donneur.

En 2015, une équipe japonaise [282] a rapporté la transmission d’une souche VHE génotype 3
par une transfusion de plasma chez une patiente traitée par chimiothérapie pour une leucémie
aigué€ myéloide.

En 2017, la premiere étude australienne [283] rapportant une transmission par transfusion de
plasma a été publiée. Il s’agit d’'un garcon de 6 ans transfusé avec 18 PSL lors d’une
transplantation hépatique. Le donneur avait mangé du porc dans le sud de la France lors d’un

voyage quelques semaines avant le don.

3.1.2. Hépatite E transmise par transfusion de CGR

En 2006, une infection par transfusion de CGR a été publiée au Royaume-Uni [281]. Il s’agit
d’un receveur suivi pour un lymphome testiculaire. Le donneur était le méme que celui de la
transmission par plasma (voir plus haut).

En 2007 et 2014, deux autres cas d’infection a VHE suite a une transfusion de CGR ont été
décrits au Japon [284], [285]. Le premier receveur était sous chimiothérapie pour un lymphome
et le deuxieme a eu besoin d’un support transfusionnel dans le cadre d’une acutisation d’une
AREBI.

En 2017, le dernier cas publié dans la littérature internationale est un cas espagnol [286]. Ce

cas documente la notion qu’une transmission par transfusion a un receveur immunocompétent
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était possible. En effet, le receveur a été transfusé en CGR dans le cadre d’une chirurgie pour

un anévrisme mycotique.

Dans tous les cas, I'hnomologie de séquence génomique du VHE chez le donneur et le receveur

a été observée. Il s’agit de souches VHE de génotype 3.

3.1.3. Hépatite E transmise par transfusion de plaquettes

En 2008, le premier cas d'infection par le VHE transmis par transfusion de plaquettes a été
signalé au Japon [287]. Une étude rétrospective a révélé que le donneur avait été infecté en
consommant du porc grillé 23 jours avant le don.

En 2013, une publication [93] concerne un patient allemand immunodéprimé transfusé en
plaquettes et ayant développé une hépatite E chronique.

En 2015, un cas d’un japonais [288] infecté par le VHE lors d’une transfusion de plaquettes a

été publié. Le contexte de la transfusion est une chirurgie cardiaque.

Dans ces cas, la méme souche a été isolée chez le receveur et chez le donneur.
3.2. Situation en France

3.2.1. Les produits sanguins labiles en France : généralités

Trois types de plasma thérapeutiques sont actuellement autorisés en France et distribués par

I’EFS comme produits sanguins labiles :

- Le plasma frais congelé sécurisé par quarantaine (PFC-Se) : ce plasma est issu d’un
don unitaire de sang total ou d’aphérese, déleucocyté et congelé dans les 24 heures apres
le prélevement et ne subit aucun traitement physico-chimique. Il est sécurisé¢” par une
quarantaine minimale de 60 jours et libéré uniquement apres un nouveau contrdle du
donneur a I’issue de cette période.

- Le plasma frais congelé viro-atténué par amotosalen (PFC-IA) : ce plasma est issu d’un
don unitaire d’aphérese ou d’un mélange de 5 a 6 dons issus de sang total, déleucocyté et
traité dans les 8 a 12 heures par une méthode d’atténuation des pathogenes associant un
psoralene (amotosalen-HCI) a une illumination par les UVA. Lors de I’illumination, les
molécules d’amotosalen induisent des liaisons covalentes avec les ARN viraux, les
empéechant de se répliquer. L’amotosalen résiduel est ensuite adsorbé.

- Le plasma lyophilisé (PLYO) : ce plasma est jusqu’a présent destiné aux unités militaires
déployées en Operations Extérieures. Il est issu d’un mélange de 10 dons différents au
maximum a partir d’aphérese et viro-atténué par amotosalen. Le plasma lyophilisé est

produit par le Centre de Transfusion Sanguine des Armées (CTSA).

94



Le PFC-Se et le PFC-IA sont produits par I’EFS. Ces plasmas se conservent 1 an a -25°C a

partir de la date initiale du don et 6 heures a température ambiante apres décongélation.

Un dernier type de plasma thérapeutique existe. C’est le plasma frais congelé viro-atténué
par solvant/détergent (PFC-SD). Ce plasma est constitué d’un mélange de plasmas issus de
dons d’aphérese ou de sang total. Il est traité par une méthode d’atténuation des pathogenes
associant un détergent (tri n-butyl phosphate : TnBP) et un solvant (TritonX100). Le PFC-SD
que produisait I’EFS était un mélange de 100 dons d’aphérese. Le PFC-SD produit dans
d’autres pays est un mélange pouvant comprendre 1 000 a 1 500 dons. Suite a I’adoption de la
loi de financement de la Sécurité” Sociale en 2015, le PFC-SD a été retiré de la liste et des
caractéristiques des produits sanguins labiles. Ce type de plasma est aujourd'hui un Médicament
Dérivé du Sang (MDS).

L’essentiel du plasma prélevé par 'EFS (90%) est adressé au Laboratoire frangais du
Fractionnement et des Biotechnologies (LFB), établissement sous controle de I’Etat, pour la
fabrication de médicaments dérivés du sang (MDS) (albumine, facteurs de coagulation et les
immunoglobulines).

Bien qu’il n’existe pas a ce jour de recommandations internationales ni de recommandations de
bonnes pratiques de la HAS sur la vérification d’absence de virus de I’hépatite E (VHE) pour
le plasma ; en France, I’EFS fait un dépistage génomique viral (DGV) du VHE sur une fraction
des plasmas quelque soit son type.

Si I’on se réfere a I’article 1, II, 3° de la décision du 20 octobre 2010 fixant la liste et les
caractéristiques des produits sanguins labiles (modifiée par décision du 9 janvier 2015) :

« La qualification VHE négatif s'applique :

- au plasma frais congelé sécurisé par quarantaine issu de sang total ou d'aphérése pour lequel
le controle de l'absence du génome viral du VHE est effectué ;

- au plasma frais congelé d'aphérése traité pour atténuation d'agents pathogénes par
amotosalen pour lequel le contréle de l'absence du génome viral du VHE est effectué ;

- au plasma lyophilisé déleucocyté traité pour atténuation d'agents pathogenes par amotosalen
pour lequel le controle de l'absence du génome viral du VHE est effectué. »

De plus, la pharmacopée européenne de 2015 introduit I’obligation du DGV pour le VHE sur
les plasma-SD [289].
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L’EFS recommande d’utiliser préférentiellement un plasma VHE free chez les patients pour

lesquels I’infection par ce virus peut entrainer des complications dans les situations suivantes :

- Greffes d’organes
- Greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH)
- Autres déficits immunitaires

- Hépatopathies chroniques.

Les besoins des malades sont estimés a 15% selon les établissements de santé. 20 % environ du

stock de PFC de I’EFS fait I’objet d’un dépistage de I’ARN du VHE.

3.2.2. Cas publiés de transmission du VHE par produits sanguins en France

En 2017, Domanovi¢ et al. [263] publie, dans Eurosurveillance, un article faisant le point sur la
transmission du VHE par transfusion en Europe. Concernant la France entre 2006 et 2013, 16
cas de transmission du VHE par transfusion ont été signalés, tous de génotype 3 et
principalement chez des receveurs de greffe d'organes solides immunodéprimés ainsi que des
patients sous traitement de chimiothérapie pour de 1’oncohématologie. Tous les types de PSL

sont incriminés.

3.2.2.1. Hépatite E transmise par transfusion de plasma

Deux cas [290] de transmission du VHE par des unités de plasma traités par Intercept™
provenant du méme donneur ont été publiés. Les virus non enveloppés comme le VHE sont
connus comme étant résistants au traitement solvant/détergent et cette nouvelle transmission
VHE par le plasma congelé traité par Intercept™ met également en évidence la résistance du
VHE a la technologie de réduction des pathogenes par Intercept™ . Les receveurs étaient des
patients transplantés de rein et de foie. Le génotype était 3f.

Un cas de transmission du VHE par échange plasmatique a été publié en 2016 [291]. Il s’agit
d’une patiente de 48 an traitée par échange plasmatique dans le cadre d’un rejet de
transplantation rénale.

Le plasma-SD a été impliqué dans plusieurs cas de contamination de receveur et a justifié la

mise en ceuvre d’un test de DGV VHE des fin 2012.

3.2.2.2. Hépatite E transmise par transfusion de CGR
En 2016, Colson et al. [292] décrit le premier cas en France. C’est un enfant souffrant d'une
infection par le VHE transmis par transfusion apres 1'administration de concentré de globules
rouges. Le receveur ne présentait pas de signes cliniques. L’augmentation des transaminases a

conduit a des investigations qui ont permis le diagnostic d’infection par le VHE.
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3.2.2.3. Hépatite E transmise par transfusion de plaquettes
Deux cas de transmission du VHE par transfusion de plaquettes ont été publiés.
En 2012 [293], il s’agit d’un patient de 81 ans transfusé par des plaquettes dans le cadre d’un
PTI. La contamination par la transfusion de plaquette a été objectivée par la méme souche chez
le donneur et le receveur. La donneuse est une femme de 53 ans vivant en campagne et
consommant de la viande de porc crue.
En 2017 [294], il s’agit d’un patient immunocompétent qui a recu 9 CGR, 7 PFC et une poche
de MCPS infectée.

3.2.24. Hépatite E transmise par transfusion de PSL non précisé
En 2017, Lhomme et al. [295] dispose d’une cohorte de 60 patients transplantés d’organe dont
le sérum est positif pour ARN VHE. 7 patients ont recu des transfusions de PSL et 3 ont été
transfusé par des produits ARN VHE positif issus de 3 donneurs différents. Parmi ces 3 patients,
seulement 2 sont infectés par une souche avec une identité génétique supérieure a 99% avec la
souche du donneur. Les auteurs ne font pas mention du type de PSL mais rapporte que la dose

infectante des produits est de 5,5 log UL

3.2.3. Récapitulatif des EIR déclarés entre 2006 et 2015 liés au VHE en France

En France, I’ Agence nationale de sécurité¢ du médicament et des produits de santé (ANSM) a
publié en 2015, un récapitulatif des évenements indésirables receveurs (EIR) dus au VHE.
Cette analyse est rétrospective et descriptive, elle fait la liste des EIR VHE d’imputabilité forte
(probable (2) ou certaine (3)), déclarés dans la base e-FIT du ler janvier 2006 au 31 décembre
2014.

La définition des niveaux de I’imputabilité est :

- Imputabilité probable : souches virales du receveur et du donneur sont du méme génotype,
mais que la comparaison phylogénétique n’a pu étre faite, ou n’a pas permis de conclure a
I’identité des souches.

- Imputabilité certaine : la comparaison phylogénétique a été faite et a permis de conclure a
I’identité des souches virales receveur et donneur, ou que ces souches ne sont pas

différenciables.
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De 2006 a 2014, 108 EIR d’origine infectieuse ont été déclarés dans la base e-FIT répartis de

la fagon suivante :

- 60 par agent bactérien,

- 3 de nature parasitaire,

- 45 dus a des virus dont 21 cas de VHE fortement imputables a la transfusion soit 12,28 %
des EIR « infectieux » ou 47 % des EIR « viral ». Ce qui correspond a 0.08 EIR VHE pour
100 000 PSL cédés.

Parmi ces 21 cas d’hépatite par le VHE, il y en

a bien 16 qui sont d’imputabilité certaine MCCR
. B CPA
(niveau 3) comme on peut le retrouver dans CPA-SC
I’article de Domanovic¢ et al. [263] et Bmcp
5 d’imputabilité probable (niveau 2). MCP-5C
PFC
Tous les types de PSL peuvent transmettre le BIPFC-IA
PFC-SD

VHE, indépendamment de leur mode de

préparation :

- Plasma: 39 %
- Plaquettes : 34 %
- Globules rouges : 29%

4. Eléments a préciser concourant dans I’appréciation du risque transfusionnel

Certaines données utiles dans 1’appréciation du risque restent a déterminer comme la charge

virale minimale infectieuse ainsi que le role protecteur des anticorps anti-VHE.

4.1. Dose minimale infectieuse

La dose minimale infectieuse est un parametre difficile a estimer car il dépend en partie de la
susceptibilité individuelle a I’infection et tout particulierement de la situation immunitaire de
I’individu. C’est ainsi qu’il peut €tre observé que les produits sanguins issus du méme don
infecté transfusés a 2 receveurs différents puisse conduire a la contamination de 1’un deux et a
I’absence de contamination de I’autre.

Une estimation de la dose minimale infectieuse chez les patients a risque de développer une
forme sévere de I'infection est nécessaire pour déterminer les seuils de détection efficaces a
appliquer lors de la mise en ceuvre d’un test de dépistage du génome viral.

Les doses infectieuses en ARN VHE observées lors de cas de contamination par produits

sanguins et décrits dans la littérature sont consignées dans le tableau ci-dessous.
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Génotype VHE | Charge virale du donneur (Ul/mL) | Dose infectieuse (UI) Réf
g 3f 31622776 [291]
& 3 947 [283]
% 3 1200 [285]
@) 3 75 000 [286]
2 3f 17 000 [293]
§ 3 120 7056 [93]
g 3 4920 836 [288]
A 3f 226 [294]
z 3f 316 227 [295]

A ce jour, la dose infectieuse la plus basse ayant conduit a une contamination avérée du receveur
est de 7 056 1U. Cette contamination a été observée lors de la transfusion d’un concentré
plaquettaire a un homme de 47 ans, immunodéprimé qui a développé une hépatite E chronique.
La charge virale du donneur était de 120 UI/mL.

Les doses minimales infectieuses observées lors de cas de contamination en France feront

I’objet d’une prochaine publication mais sont a ce jour, toutes supérieures a cette valeur.
4.2. Role protecteur des anticorps anti-VHE

4.2.1. Niveau de protection des IeG anti-VHE

Le niveau de protection apporté par les anticorps neutralisants IgG anti-VHE résultant d’une
infection ancienne est important a estimer d’autant plus que 25% des donneurs de sang ont été
en contact avec le virus au cours de leur vie et que les études montrent que la prévalence 1gG
anti-VHE augmente avec I’age. Ce parametre est important en particulier pour estimer la
protection des receveurs de PSL souvent 4gés mais aussi pour déterminer la potentielle
susceptibilité des donneurs de sang a étre réinfectés.

A ce jour, il n’y a pas de seuil IgG anti-VHE de protection défini vis-a-vis de I’infection par le
VHE. Toutefois, plusieurs taux ont été proposés dans la littérature en particulier au décours des
études conduites sur les essais vaccinaux (Zhang et al. [200] et Shrestha et al. [203]) et sur une
étude sur le risque de réinfection des patients transplantés (Abravanel et al. [157]).

Les différents taux de protection proposés varient de 1 Ul/mL a 10 UI/mL, en passant par 2,5

Ul/mL et par 7 Ul/mL (voir partie 6).

4.2.2. Pouvoir neutralisant des IgG anti-VHE

Le pouvoir neutralisant des anticorps est une information essentielle pour laquelle peu de
données sont disponibles car la réalisation de tests de séroneutralisation est peu pratiquée.

Le développement de tests de séroneutralisation des anticorps anti-VHE est un challenge
scientifique qui permettra d’affiner les données de séroprévalence et d’estimer le niveau de

protection apporté par ces anticorps indépendamment du titre pour les personnes vaccinées et
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pour les malades appartenant aux populations a risque de présenter des formes séveres de
I’infection.

L’étude de Cai et al. [296] en 2016 apporte quelques éléments de réponse. C’est une étude
expérimentale de vaccination/infection de 4 macaques dans le but de valider une nouvelle
méthode d’évaluation des titres d'anticorps neutralisants contre le VHE. En effet, les méthodes
traditionnelles pour évaluer les titres d'anticorps neutralisants contre le VHE sont la PCR en
temps réel et I’'immunofluorescence, qui sont peu reproductibles et opérateurs dépendants. Dans
cette étude, les auteurs développent un nouveau test de neutralisation a haut débit par cytométrie

en flux.
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A high-throughput neutralizing assay for antibodies and sera against hepatitis E virus, Cai et
al. 2016 [296]

D’apres les résultats de cette étude (voir graphiques ci-dessus), les titres d’IgG (mesuré par la
technique Wantai) et les titres d’IgG obtenus apres séroneutralisation sont comparables. Ces
résultats sont observés dans le cadre de la vaccination et de I’infection naturelle. A noter, dans
le cadre de I'infection, la cinétique des titres de neutralisation et des taux d'IgG ont atteint un
sommet 6 semaines apres l'infection avant une diminution coincidant avec la négativation de la
virémie.

Dans cette étude, les titres de neutralisation ont également augmenté de facon importante en
tout début de vaccination ou d’infection. Un niveau élevé d'IgM anti-VHE a été détecté a ce
stade. Les IgM contribueraient également a la neutralisation du virus dans le cadre de I’infection
et de la vaccination.

Les auteurs ont également exprimé les titres de neutralisation en fonction des taux des IgG (voir

graphique ci-dessous).

100



Merged

10)7 =

10)°4

10! Vaccination

I2G level (WumL)

® Infection

= Linear regression R™<0.84

10 10! 10 103

Neutrahzation titre (ED= )

A high-throughput neutralizing assay for antibodies and sera against hepatitis E virus, Cai et
al. 2016 [296]

Il existe une forte corrélation entre le titre de neutralisation et le taux d’IgG anti VHE que ce

soit lors d’une vaccination ou lors d’une infection. Le coefficient de corrélation proche de 1

(0,84), exprime que presque chaque unité d’IgG est neutralisante.
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A high-throughput neutralizing assay for antibodies and sera against hepatitis E virus, Cai et
al. 2016 [296]

Cependant, d’apres le graphique ci-dessus, il est intéressant de noter que les rapports des taux

IgG / titres neutralisation des macaques vaccinés étaient significativement plus élevés que ceux

des macaques infectés.
La moyenne de ce rapport dans le groupe vacciné était approximativement trois fois supérieure
a celle du rapport dans le groupe infecté. Alors qu’aucune différence significative du rapport

n’est observée entre deux macaques traités de la méme manicre.
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La conclusion est que la vaccination doit stimuler une augmentation de trois fois des taux d'IgG
pour atteindre un titre de neutralisation similaire a celui de l'infection par le VHE. Les anticorps
induits par la vaccination sont moins neutralisants que les anticorps acquis de maniere naturelle.
Les auteurs précisent que pour infecter les macaques, des souches de génotype 1 et 4 issues de
selles de macaques sont utilisées. Néanmoins, les auteurs ne mentionnent ni la fagcon d’infecter
les animaux ni les doses utilisées. Pour la vaccination, les auteurs précisent qu’ils utilisent le
vaccin Hecolin mais ne mentionnent pas la dose injectée. Enfin, aucune information concernant
les charges virales n’est présente dans 1’étude.

Ces données préliminaires concernant le titrage des anticorps IgG anti-VHE neutralisant

nécessitent des études complémentaires dans des populations humaines.
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Partie 9 : Travail de recherche : cinétique des marqueurs
de ’infection dans le suivi de donneurs de sang infectés
par le VHE

Dans le cadre de notre thése, nous avons €té associés a la réalisation d’un travail de recherche
conduit par I’EFS portant sur I’étude de la cinétique des anticorps anti-VHE chez les donneurs
de sang infectés.

Il s’agit d’une étude rétrospective sur des échantillons séquentiels de dons de sang prélevés
chez des donneurs de plasma testés positif en ARN VHE lors du dépistage de I’ARN VHE
réalisé au laboratoire de Bordeaux.

Nous avons réalisé les tests ELISA, la mise au point de la technique de titrage des IgG anti-
VHE, analysé et discuté les résultats obtenus.

La plupart des données disponibles dans la littérature ont été obtenues chez des patients
hospitalisés qui ont été suivi au décours du diagnostic de I'infection. Il existe peu de données

sur la cinétique des anticorps concernent les personnes asymptomatiques.

1. Objectif's

Objectifs principaux :

e Déterminer la cinétique des anticorps IgM et IgG chez des donneurs de sang
asymptomatiques et a priori immunocompétents lors des dons. Ce travail s’inscrit dans
une étude a long terme de suivi de donneurs de sang qui va se poursuivre avec la
constitution d’une collection d’intérét ;

e Estimer le délai d’apparition des anticorps et la durée de leur persistance ;

e Etudier la possibilité de cas de réinfection par le VHE ;

e Evaluer le niveau et la durée de la protection conférée par ces anticorps synthétisés au

décours d’une infection naturelle. Et éventuellement comparer a la protection vaccinale.
Objectif secondaire

e Mettre en ceuvre au laboratoire de I’EFS et valider une technique de quantification des
IgG anti-VHE afin d’en estimer le titre lors d’infection par le VHE chez des donneurs

asymptomatiques.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Population étudiée

Il s’agit de donneurs de sang réguliers acceptés au don de sang selon la réglementation en
vigueur. Les donneurs de sang ont tous fait un don de plasma qui a occasionné un résultat ARN-
VHE positif lors du dépistage réalisé par I’'ETS de Bordeaux.

Le dépistage de '’ ARN du VHE sur les dons de plasma peut étre différé de plusieurs semaines
en particulier pour les plasmas faisant 1’objet d une sécurisation par quarantaine.

Des que le résultat du dépistage était disponible, les donneurs ont été informés qu’ils étaient
infectés par le Virus de I’Hépatite E en vue d’une prise en charge médicale et écarté du don

pendant 6 mois.

2.1.1. Critere d’inclusion dans 1’étude

Dans cette étude, afin de se donner la possibilité d’étudier des cas de réinfection par le VHE
chez des personnes non immunodéprimées, les donneurs sélectionnés sont ceux pour lesquels
des échantillons de dons antérieurs au don « index » ARN-VHE positif étaient encore
disponibles dans les biotheques transfusionnelles. Notre cohorte comporte 20 donneurs de sang

originaires de France métropolitaine.

2.1.2. Période d’étude

Les échantillons testés ont été collectés entre le mois de février 2010 et le mois de juin 2016,
soit une période d’étude de 76 mois (un peu plus de 6 ans).

La période d’étude d’un donneur a varié de 26 a 76 mois (moyenne : 53.2 mois, médiane : 54.5
mois).

Les délais entre 2 dons séquentiels ont varié de 14 a 644 jours (moyenne : 70 jours, médiane :

42 jours).

2.1.3. Caractéristiques de la population étudiée

Il s’agit de 20 hommes 4gés de 27 a 61 ans ; moyenne = 46.4 ans et médiane = 43.5 ans.

Les caractéristiques de cette population sont résumées dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 1 : caractéristiques de la population étudiée

Age au

D Région moment 1" don Don ARN | Dernier don g?gﬁg:
onneur £ du don disponible | VHE positif | disponible .
i (En mois)
positif
1 58 05/05/2010 | 28/05/2014 | 18/03/2015 58
2 Bourgogne ™5, 17/02/2010 | 18/03/2013 | 20/03/2015 61
Franche Comté
3 31 11/06/2010 | 17/09/2012 | 24/10/2014 52
4 59 11/10/2010 | 05/10/2012 | 18/09/2015 59
5 Nord d 27 08/02/2010 | 30/10/2012 | 23/06/2014 52
6 F(r’;ncee 44 06/09/2010 | 03/11/2014 | 15/12/2014 51
7 61 21/02/2010 | 04/12/2014 | 27/01/2015 59
8 40 22/02/2010 | 12/11/2012 | 27/06/2016 76
Alsace
9 Lorraine 36 07/06/2010 | 29/01/2013 | 19/05/2014 47
Champagne
10 Centre 37 17/07/2010 | 25/04/2014 | 07/11/2014 51
Atlantique
Alpes
11 A ) 43 15/03/2010 | 04/04/2013 | 04/07/2015 63
Méditerranée
12 Rhone Alpes 41 10/05/2010 | 15/10/2012 | 25/04/2014 47
Auvergne
13 Pays de la 40 05/02/2010 | 30/08/2013 | 06/02/2015 60
14 Loire 50 30/12/2010 | 23/07/2014 | 16/02/2015 49
15 Pyréng 57 22/03/2011 | 11/10/2012 | 04/06/2013 26
16 yrenees, 60 | 02/04/2010 | 29/10/2012 | 17/06/2013 38
Méditerranée
17 60 25/02/2010 | 29/11/2012 | 05/07/2013 40
18 37 19/03/2010 | 25/01/2013 | 16/01/2015 57
19 Bretagne 34 26/02/2010 | 30/04/2013 | 27/03/2015 61
20 53 26/02/2010 | 07/10/2013 | 18/12/2014 57

2.1.4. Profil virologique du don « index » ARN VHE positif

e ARN VHE:

La charge virale a été quantifiée par le CNR VHE de Toulouse, elle varie de 1147 a 5 155 800
UIl/mL, moyenne : 402 482 Ul/mL, médiane : 7239 Ul/mL.

e Génotype viral :

La réalisation de la caractérisation génomique des souches identifiées a été réalisée par le CNR

VHE de Toulouse. On observe la distribution génotypique suivante :

- 17/20 souches sont de génotypes 3 incluant :

= 11 souches 3f,

= 5 souches 3c,

= Etune souche 3 dont le sous-type n’a pas été¢ déterminé.

- 3/20 souches sont de génotype indéterminé.
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Tableau 2 : profils virologiques lors du don « index » ARN VHE positif

Donneur IgM 1eG Charge virale (Ul/mL) Génotypes
Ul/mL

1 - - 52728 3¢

2 - - 111696 3f

3 - - 1903 3f

4 - - 1404000 3f

5 - - 2293 3

6 - - 1147 Indéterminé
7 - - 2340 Indéterminé
8 + - 8502 Indéterminé
9 - - 1981 3f

10 - + 0,41 11154 3¢

11 - - 61932 3¢

12 - - 1333 3f

13 - - 3994 3f

14 + - 5975 3f

15 + + 12,44 19344 3f

16 - - 391560 3¢

17 - - 803400 3f

18 - - 5155800 3¢

19 - - 4852 3f
20 - - 3705 3f

Graphique 1 : illustration de la répartition de la charge virale des donneurs en fonction de la

sérologie du « don index ».

I:IlgG +/ 1gM+
[ ]ig+/1gm-
[ ligc-/1gm+

. . o igG-/1gm-

5
Charge virale (log Ul/mL)

6

7

On observe donc 4 profils sérologiques lors du don « index » ARN VHE positif détaillés dans

le tableau ci-dessous.

Tableau 3 : résumé des 4 profils virologiques lors du don « index » ARN VHE positif

Nombre de donneurs IgM | IgG | Taux IgG (Ul/mL) Charge virale moyenne (Ul/mL)
16 (80%) - - 500 292
2 (10%) + - 7238
1 (5%) + + 12,44 19 344
1 (5%) - + 041 11 154
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80% des donneurs inclus dans notre étude ont été prélevés a une phase précoce de I’infection

avant que les anticorps ne soient détectables.

2.2. Détection des anticorps IgM et IgG anti-VHE

Tous les échantillons issus des biotheques transfusionnelles ont été testés au laboratoire de
Virologie Emergente de I’Etablissement Francais du Sang Alpes Méditerranée (EFS AM) a
Marseille.

Les plasmas ont été testés a 1'aide du kit Wantai HEV IgG ELISA et Wantai HEV IgM ELISA
(Wantai Biologic Pharmacy Enterprise, Beijing, RPC). Ces tests sérologiques utilisent un
antigéne recombinant correspondant au cadre de lecture ouvert 2 (ORF2) du génome VHE de
génotype 4 [297]. Les tests ont été effectués selon les instructions du fabricant et les échantillons
de plasma qui ont donné une valeur d'absorbance supérieure a la valeur de positivité ont été

considérés comme positifs pour les anticorps anti-VHE.

2.2.1. Principe de la technique utilisée : ELISA Wantai®

Wantai ELISA utilise une plaque préfixée par des anti-IgM (ou anti-IgG) antihumaines

d’origine animale (murin). C’est une technique en 2 étapes d’incubation :

- Pendant le premier temps d’incubation : capture des IgM (ou IgG) du patient sur le
support suite a 1’ajout de 1’échantillon du patient. Le tout est suivi d’un lavage
(élimination des autres substances et des autres classes d’immunoglobulines)

- Pendant le deuxieme temps d’incubation : les I[gM (ou IgG) spécifiques anti-VHE sont
capturés grace a I’ajout de 1’antigene recombinant ORF-2 associé¢ a I’enzyme HRP
(horseradish peroxidase). L’ajout du substrat et du chromogene permet la détection des

IgM (ou IgG) anti-VHE.

2.2.2. Performances analytiques

2.2.2.1. Les performances analytiques communiquées par le fabriquant

a. Kit Wantai [eM

Sur la notice du fournisseur, on peut lire que la spécificité du kit IgM a été testé sur des groupes
non VHE : cas d’hépatite A, cas d’hépatite B, cas d hépatite C, cas vaccinés contre le VHB, cas
testés pour des virus de routine, donneurs de sang, et personnes saines. La spécificité dans le
groupe des personnes saines et des autres groupes est de 98,6% et 97,7% respectivement. La
spécificité moyenne est de 98,4%.

Il n’y a pas d’interférences avec le facteur rhumatoide méme pour des valeurs élevées (>2000

U/mL), avec des concentrations €élevées de bilirubine, d’hémoglobine et de triglycérides.
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La sensibilité du kit IgM est trouvée a 97,1%.

b. Kit Wantai 1eG

La notice du fournisseur indique que la sensibilité du kit IgG a été évaluée a 97,96%, 99,08%

et a 100% selon les études.

2.2.2.2. Les performances analytiques communiquées par le CNR
Dans son rapport d’activité 2013, le CNR a étudié les différentes performances analytiques des
kits Wantai sur des populations de patients immunocompétents et immunodéprimés. Les

résultats sont les suivants :

Performances analytiques HEV IgM ELISA Wantai® HEV IgG ELISA Wantai®
Spécificité (%) 99,6 978
Sensibilité (%) Immunodéprimés 85 45
Immunocompétents 97,7 935
Valeur prédictive Immunodéprimés 97,1 81,8
positive Immunocompétents 97,7 91,1
Valeur prédictive Immunodéprimés 97,5 88,9
négative Immunocompétents 99.6 98,3
Limite de détection 0,25 Ul/mL

Données publiées dans le rapport d’activité du CNR VHE 2013
La population des donneurs de sang étant a priori constituée d’individus immunocompétents,
les performances des tests sérologiques étudiés sont donc satisfaisantes en termes de

performance analytiques.

2.3. Titrage des IgG anti-VHE

La mise en ceuvre de la technique de titration des 1gG anti-VHE utilisée par le laboratoire du
CNR de Toulouse a constitué¢ un objectif secondaire des travaux réalisés au laboratoire de
Virologie Emergente de I’EFS.

La technique de titration publiée par Abravanel et al. [157], a été appliquée ; elle a recours a

’étalon international IgG anti-VHE de I’OMS.

2.3.1. Etalon OMS 95/584

L’étalon utilis€ est le « WHO REFERENCE REAGENT FOR HEPATITIS E VIRUS
ANTIBODY, human serum, NIBSC code: 95/584 »

Ce réactif de référence a été créé en 1997 par le comité d'experts pour la normalisation
biologique et sert d’étalon de référence pour la quantification des anticorps IgG anti-VHE.
Chaque ampoule de 0,5 mL contient 50 unités (soit 100 UI/mL). Il doit étre reconstitué dans

0,5 ml d'eau distillée.
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2.3.2. Etablissement de la gamme étalon

L’étalon international est dilué pour réaliser une gamme étalon comprenant 7 points. Les
dilutions sont réalisées, selon les recommandations du CNR, dans du PBS (Phosphate Buffered
Saline).

Les dilutions sont calculées afin d’obtenir des concentrations d’I1gG anti VHE de 5, 4, 3,2, 1,

0,5 et 0,25 UI/mL (voir schéma ci-dessous).

100 Ul/mL
1/20 1/33
1/25
suUl/mL | | aul/mL | | 3 u/mL
1/5 1/2
1Ul/mL 2 Ul/mL
1/2
[ 0,5 ul/mL |
1/2
10,25 Ul/mL |

Les gammes d’étalonnage doivent étre refaite lors de chaque changement de lot de réactif.
Afin de vérifier les performances en termes de robustesse de cette technique de titration, nous

avons réalisé des études de :

- Répétabilité (chaque point de gamme est testé 10 fois dans la méme série de test) tels
que le recommande le CNR.

- Reproductibilité en testant des points de gamme lors de chaque série de tests.

Les graphes ci-dessous donnent les représentations obtenues en calculant la moyenne de chaque
point de gamme déterminée lors des tests de répétabilité (en rouge), lors des tests de
reproductibilité (en vert) et les valeurs moyennes de chaque point de gamme lors du cumul de

toutes les valeurs obtenues (en noir).
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Graphique 2 : gamme étalon pour quantification IgG anti-VHE (semi-logarithmique)

Gamme Etalon pour quantification IgG anti-VHE

Gamme répétablité y =0,8017In(x) + 1,3132 ]
Gamme reproductibilité y=0,9517In(x) + 1,1307
Gamme cumul y =0,8713In(x) + 1,2265 e

DO

Dilution de I'étalon OMS (Ul/ml)

Les gammes issues des tests de répétabilité, de reproductibilité sont similaires a celle issus du
cumul de toutes les données. En conséquence, pour un méme lot d’IgG anti-VHE, la réalisation
d’une gamme en réalisation 10 déterminations de chaque point est suffisante car peu de
variations sont susceptibles d’étre observés lors des séries de tests ultérieures.

Dans notre étude, nous avons choisi d’utiliser la gamme de cumul obtenus avec le maximum
de tests réalisés pour chaque point.

Le modele semi-logarithmique permet de modéliser au mieux les gammes obtenues. Il met en
évidence une saturation du signal mesuré (Densité optique) avec des titres en anticorps au-dela
de 2 a 3 Ul/mL. Outre I'utilisation de 1’équation obtenue pour des titres > 2 Ul/mL, on peut
toutefois définir une plage de linéarité entre la DO et le titre permettant une quantification pour

les valeurs < 2 UI/mL.

110



Graphique 3 : gamme étalon pour quantification IgG anti-VHE (linéaire)

Gamme Etalon pour quantification IgG anti-VHE

Gamme répétablité y=0,8337x+0,2427
Gamme reproductibilité y =0,9246x - 0,1009

Gamme cumul = Gamme de référence y=0,8726x +0,0812

DO

~ Point Gamme Ul/ml '

Nous avons pu définir une zone de linéarité : de O a 2 unités de Densité Optique (DO). Nous
diluons tous les sérums affichant une densité optique supérieure a 2 unités et nous calculons le

titre d’IgG avec I’équation de la gamme de référence : y = 0,8726x + 0,0812. Donc le

titre IgG = bo-0,0812
0,8726
24. RT-PCR

L’extraction des acides nucléiques a été effectuée avec le kit NucleoSpin® 96 Virus
Core (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) en utilisant 1’automate ID STARIlet® (Hamilton
Company, Reno Nevada).

Le kit de RT-PCR utilisé est le kit VHE RealStar® 2.0 (Altona Diagnostics Gmbh, Germany).
C’est un test de diagnostic in vitro marqué CE, basé sur la technologie de PCR en temps réel,
pour la détection et la quantification de I' ARN spécifique du VHE.

La technologie de RT-PCR en temps réel utilise la réaction de transcriptase inverse (RT) pour
convertir 'ARN en ADN complémentaire (ADNc) qui sera amplifié. Il y a utilisation de deux
sondes, une pour I'ARN du virus et marquée par le fluorophore FAM™, une pour le contrdle
interne (IC) et marquée par le fluorophore HEX™.

La réaction d’amplification a été effectuée avec un thermocycleur BioRad CFX96 Touch™

Real-Time PCR (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
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Le programme de la PCR est le suivant (données fournisseur) :

s Cycle . isiti Temperature Time

Repeats rcl [min:sec]
Reverse

Hold 1 - 55 20:00

Transcription
Denaturation Hold 1 - 95 02:00
- 95 00:15
Amplification Cycling 45 yes 55 00:45
- 72 00:15

L'évaluation des performances analytiques du kit HEV RT-PCR 2.0 de RealStar® a été réalisée
en utilisant la « Norme internationale de 'Organisation mondiale de la santé pour les techniques
d'amplification des acides nucléiques du virus de I'hépatite E (NAT), code PEI: 6329/10».

Les performances analytiques annoncées par le fabricant sont les suivantes :

- Sensibilité de la technique RT-PCR = 0,20 UI/ul d’€éluat.
- Zone de linéarité : de 1 Ul/ul a 108U/ pl soit de 1000 UI/mL a 1011 Ul/mL.

3. Résultats

Les résultats bruts sont disponibles en annexe.

3.1. Cinétique des anticorps IgM anti-VHE

Nous allons étudier le délai d’apparition des IgM et la durée de portage des IgM. Cette durée
est dite minimale (si I’on prend en compte la durée entre le premier don IgM+ et le dernier don
IgM+) ou maximale (si ’on prend en compte la durée entre le premier don IgM+ et le premier
don IgM-).

Nous classons les cinétiques IgM observées en différents groupes :

- Cinétique nulle : aucun IgM n’a été objectivé pendant le suivi

- Cinétique « complete » : le « don index » est IgM -, puis on observe des dons IgM+, suivis
par au moins un don IgM-

- Cinétique « incompleéte » : le « don index » est IgM -, puis tous les dons suivants sont IlgM+

- Cinétique « quasi complete » : le « don index » est IgM+ mais la cinétique se termine par

un don IgM-

Le tableau 4 présente les donneurs pour chaque cinétique.

Tableau 4 : répartition des donneurs en fonction de la cinétique 1gM

Cinétique Patients
Nulle 1,3,4,10,11,12,13,16,20
Complete 2,9,17,18, 19 + 2° pic du donneur 8
Incomplete 5,6,7
Quasi-complete | 14 + 1° pic du donneur 8
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Le donneur 15 est classé a part car son « don index » est IgM + et son dernier don est aussi

IgM+.

3.1.1. Sérologies nulles : absence d’IgM

Comme présenté dans le tableau ci-dessus, dans 9 cas, la présence d’IgM n’a pas pu étre
objectivée au décours du suivi des donneurs a cause des délais entre le don « index » ARN-
VHE positif et le premier don disponible : entre 32 jours et 644 jours (voir le tableau 5).

Tableau 5 : cinétiques [gM négatives et délai entre le don index et le premier don disponible

Donneurs | Date du don index | Date du le don dispo Délai entre !e dog index e.t e premier don
disponible (en jours)
1 28/05/2014 29/06/2014 32
3 17/09/2012 02/08/2013 319
4 05/10/2012 11/07/2014 644
10 25/04/2014 03/09/2014 131
11 04/04/2013 26/07/2013 113
12 15/10/2012 19/01/2013 96
13 30/08/2013 12/09/2014 378
16 29/10/2012 03/04/2013 156
20 07/10/2013 23/06/2014 259

3.1.2. Dé€lais d’apparition et durées de portage des IeM

Au total, la présence d’IgM positifs a pu étre observées chez 11 donneurs avec des cinétiques
différentes (voir plus haut).

Le tableau 6 présente les possibilités de calcul en fonction de cette classification :

Tableau 6 : possibilité de calcul du délai d’apparition des IgM et/ou durée de portage des IgM

Cinétique IgM Délai d’apparition par Durée de portage
rapport au don index Minimale Maximale
Compléte Oui Oui Oui
Incompléte Oui Oui Non
Quasi-complete Non Oui Oui

Le détail pour chaque donneur est présenté dans le tableau 7 et le graphique 4 ci-dessous.
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Tableau 7 : récapitulatif des délais d’apparition et des durées de portages des IeM

Graphique 4 : durée minimale de portage des [gM

Délai Durée de portage
Cinétique IgM | Donneurs | d’apparition (En jours)
(En jours) Minimale Maximale
15 220 234
56 23 86
17 22 133 168
18 49 76 90
Compléte 19 58 328 428
domear’ 7| 160
Moyenne 40 148 194
Médiane 49 120 164
5 57 > 544
6 28 > 14
Incompléte 7 35 > 19
Moyenne 40
Médiane 35
14 0-127 <127
Quast- 1¢ pic du
complete dOIlIilCUI' 8 126 148
Moyenne 40,3
Médiane 40
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3.1.2.1. Délai d’apparition des IgM
Le délai d’apparition des IgM a pu étre étudié pour certains donneurs. Comme énoncé plus
haut, ce sont les donneurs ayant une cinétique IgM « complete » ou « incomplete » puisque ces
donneurs sont I[gM — au moment du don et vont devenir IgM + au cours du suivi.
Le délai d’apparition des IgM varie de 15 a 58 jours, avec une moyenne de 40,3 jours et une

médiane de 40 jours (voir tableau 7).

3.1.2.2. Durée de portage des IgM
La durée de portage des IgM est étudiée uniquement pour les donneurs dont la cinétique IgM
est « complete ». La durée de portage minimale varie de 23 a 328 jours, avec une moyenne de
148 jours et une médiane de 120 jours. La durée de portage maximale varie de 86 a 428 jours,

avec une moyenne de 194 jours et une médiane de 164 jours (voir tableau 7 et graphique 4).

A noter que le premier pic du donneur 8 nous permet d’évaluer une durée de portage minimale
et maximale de 126 jours et 148 jours respectivement. Ces chiffres n’ont pas été utilisés pour
le calcul de la moyenne car ils peuvent par définition étre l€gerement sous-estimé. En effet, le
don index est positif en IgM.

Enfin, dans 4 cas, la période d’étude prospective trop courte n’a pas permis d’observer la
disparition des IgM (« cinétique incomplete » : donneur 5, 6, 7 et 15). Mais nous obtenons une
idée sur la durée minimale de portage. Par exemple, le donneur 5 possede encore des IgM +
plus de 544 jours apres le premier prélevement IgM +.

Ces données seront complétées lors d’un suivi a plus long terme des que les échantillons

conservés en Biotheque transfusionnelle pourront étre utilisées a des fins de recherche.

En conclusion :

- Le délai d’apparition des IgM apres le don ARN VHE + varie de 15 a 58 jours (moyenne :
40 jours ; médiane : 40 jours).

- La durée minimale de portage des IgM varie de 23 a 328 jours (moyenne : 148 jours ;
médiane : 120 jours).

- La durée de portage maximale varie de 86 a 428 jours (moyenne : 194 jours ; médiane :
164 jours).
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3.2. Cinétique des anticorps IgG anti-VHE

3.2.1. Dé€lai d’apparition et durée de persistance des anticorps IgG anti-VHE :

3.2.1.1. Délai d’apparition

Le délai entre le don « index » ARN VHE positif et le premier don IgG positifs a pu €tre estimé
dans 17 cas. Au total, ce délai varie de 15 a 378 jours (moyenne : 108 jours ; médiane : 57
jours). Cependant, en analysant I’intervalle inter-don entre le don index et le don suivant nous
nous apercevons que le délai d’apparition des IgG est tres souvent égal a cet intervalle. Le délai
d’apparition des IgG n’est donc pas un vrai délai mais est plutdét conditionné par le suivi du
donneur.

Nous proposons donc de calculer une moyenne du délai d’apparition en ne prenant pas en
compte les donneurs qui ne sont pas revenus dans les 60 jours apres le don index, car
I’apparition des IgG ne peut pas étre précisément observée (voir tableau 8, couleurs bleu et
grise).

Le délai d’apparition varie alors de 15 a 68 jours (moyenne : 38,7 jours, médiane : 35
jours).

Tableau 8 : délai d’apparition et durée de persistance des anticorps IgG anti-VHE :

Intervalle inter-don (don . Délai d'apparition | Durée minimale de
Donneurs index - don suivant) Date :1:1:; c\lfo}lllén_ic_lex 7 des IgG anti-VHE | persistance des IgG
(En jours) (En jours) anti-VHE (en mois)
14 04/12/2014 35 0,6
15 18/03/2013 15 239
17 22 29/11/2012 22 6.5
6 28 03/11/2014 28 0,5
1 32 28/05/2014 32 8,7
8 35 12/11/2012 35 429
18 49 25/01/2013 49 224
9 56 29/01/2013 56 14
57 30/10/2012 57 18,1
19 58 30/04/2013 58 213
12 96 15/10/2012 96 154
11 113 04/04/2013 113 23,6
14 127 23/07/2014 127 2,7
16 156 29/10/2012 156 2,5
20 259 07/10/2013 259 59
3 319 17/09/2012 319 14,9
13 378 30/08/2013 378 49
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3.2.1.2. Durée de persistance

Nous n’avons observé aucune séroreversion, ainsi la durée de persistance des IgG anti-VHE
sera exprimée en durée minimale (supérieure a) en fonction de la date du dernier don disponible.
Au total, la persistance d’1gG positifs a pu étre observées pendant une période moyenne de 13,5
mois (médiane : 14 mois) en considérant uniquement les échantillons testés IgG positifs. Le
détail pour chaque donneur est présenté dans le tableau 8 ci-dessus. Cependant, cette durée de
persistance moyenne est sous-estimée par des durées de persistance tres courtes (donneurs 6 et
7 : 15 jours) liées a I’arrét du suivi de donneurs.

En conclusion, la durée moyenne de persistance des IgG est supérieure a 13,5 mois.
Aucune réversion n’a été observé. Par conséquent, cette durée de persistance est conditionnée

par la période de suivi des donneurs.

3.2.2. Cinétique des anticorps IgG anti-VHE

La représentation graphique des données brutes des titrages des IgG anti-VHE nous a permis

de définir schématiquement 4 profils distincts de cinétique des IgG anti-VHE :

- Pic : augmentation du titre des IgG jusqu’a un maximum puis chute du titre.

- Plateau : augmentation du titre des IgG jusqu’a un maximum puis stabilité du titre.

- Absence de séroconversion : IgG négatif avant et apres le don ARN positif.

- Indéterminé, cinétique a finaliser. Par absence d’échantillons prospectifs impossibilité

de conclure si le profil va correspondre a un pic ou un plateau.

La répartition des profils au sein de la cohorte des 20 donneurs de plasma est résumée dans le

tableau 9.

Tableau 9 : répartition des profils de cinétique 1¢G :

Profils POUIC:;?in?SCéIS)I’OfﬂS Donneurs
Pic (n = 8 soit 40%) 57 % (8/14) 2,5,8,11,15,18,19,20
Plateau (n = 5 soit 25%) 36% (5/14) 1,3,9,12,13
A finaliser (n = 6 soit 30%) / 6,7,10, 14, 16,17
Absence de séroconversion (n = 1 soit 5%) 7% (1/14) 4

Pour les 3 profils biologiques identifiés (pic, plateau, absence de séroconversion), 1’association
de ce profil a été étudiée vis-a-vis des parametres suivant : age lors du don « index », durée de
présence des IgM, délai d’apparition des IgG, charge virale évaluée lors du don virémie et

génotype VHE. Les données sont présentées dans le tableau 10.
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Tableau 10 : association des profils de cinétique avec des parametres épidémiologiques,

sérologiques et virologiques.

Pic Plateau Absence
séroconversion
Age (en année) :
Moyenne [min-max] 43,75 [28-59] 41,2 [31-58] 59
Médiane 41,5 40
1 seul donneur
Délai moyen d’apparition [min- 44,75 [15-58] 56
max] (en jours)
/
%0 Durées de portage :
. - Moyenne minimale [min-max] 208 [76-328] 23
(en jours)
- Moyenne maximale [min-max] 251 [90-428] 86
(en jours)
Délai moyen d’apparition [min- 42 8 [15-58] 44 [32-56] /
o max] (en jours)
o0 Durée moyenne minimale de 25 [18-43] 11,35 [8,7-14]
persistance [min-max] (en mois)
Charge virale (Ul/mL) : moyenne 671016 2303 1 404 000
[min-max] [2293-5 155 800] [1333-3 994]
Médiane 13923 1942
Génotype :
3c 2 1 0
3f 4 4 1
3 1 0 0
Indéterminé 1 0 0

La moyenne d’age des donneurs ayant un profil « pic » est d’environ 44 ans, médiane : 41,5
ans.

La moyenne d’4ge des donneurs ayant un profil « plateau » est d’environ 41 ans, médiane : 40
ans.

Dans le groupe « pic », la moyenne et la médiane de la charge virale sont respectivement 671
016 UI/mL et 13 923UI/mL.

Dans le groupe « plateau », la moyenne et la médiane de la charge virale sont respectivement 2
303 Ul/mL et 1 942UI/mL.

Dans le groupe « pic », le délai moyen d’apparition des IgM est de 45 jours et les moyennes de
la durée minimale et maximale de positivité des [gM sont respectivement 208 jours et 251 jours.
Dans le groupe « plateau », la cinétique des IgM n’a pu étre déterminée que chez un seul
donneur. Le délai d’apparition des IgM est de 56 jours et la durée minimale et 1a durée maximale
de positivité des IgM sont respectivement de 23 jours et 86 jours.

Dans le groupe « pic », la moyenne du délai d'apparition des IgG et la durée moyenne minimale

de persistance des IgG sont respectivement de 42,8 jours et 25 mois.
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Dans le groupe « plateau », la moyenne du délai d'apparition des IgG et la durée moyenne

minimale de persistance des IgG sont respectivement de 44 jours et 11 mois.

Tous les donneurs avec un profil « plateau » avaient une sérologie négative lors du don positif.

Deux donneurs ayant un profil « pic » avaient une sérologie non négative lors du « don index »

: un donneur était [gM+/1gG- et un autre IgM+/IgG+. Le détail pour chaque donneur est illustré

ci-dessous dans le tableau 11.

Tableau 11 : sérologie anti-VHE au moment du don « index »

Charge virale Profil sérologiq.u.e Génotype
Profil Dez?sn (aﬁn%is) lors du don positif lors du don positif
(UI/mL) IgM IgG

2 63 111696 - - 3f
32 2293 - - 3

8 44 8502 + - Indéterminé
L 11 47 61932 - - 3c
a 15 | e 19344 N N 3t
18 41 5155800 - - 3c
19 38 4852 - ) 3f
20 57 3705 - - 3f
1 61 52728 - - 3c
= 3 36 1903 - - 3f
g 9 41 1981 ) ] 3t
& 12 | 46 1333 i ] 3f
13 44 3994 - - 3f
sé?olzzsé:;l$:rg§)n 4 >9 1404000 - - 3

3.2.2.1. Etude des donneurs de sang avec une cinétique de type « pic »

Le suivi des titrages des IgG anti-VHE des 8 donneurs présentant un profil de cinétique en pic

est schématisé dans le graphique 5 (en enlevant les donneurs n°2 et 19 avec des titres trop forts

pour étre représentés sur ce graphique). Les cinétiques ont été superposées en mettant a la méme

date (To) tous les dons « index » positifs en ARN-VHE.
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Graphique 5 : Cinétique 1gG anti-VHE de type « pic »
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Les donneurs 2, 15 et 19 ne sont pas représentés dans un souci d’échelle (voir annexe 2).
Dans le sous-groupe constitué des donneurs ayant une cinétique de type « pic », nous étudierons
I’intensité du pic (titre maximal), sa durée et le taux d’IgG résiduel mesuré a la fin de la période
d’étude (voir tableau 12).

Tableau 12 : intensité et durée du pic IgG et taux résiduel apres le pic

. Intensité du pic Durée du pic Taux résiduel
Profil Donneurs (Ul/mL) (Ul/mL)
Jours Mois

828,44 234 7 13,17
5 2,73 418 13 0,36
8 2,1 175 5 0,68
421 644 21 0,75
o 11 6,39 381 12 0,96
& 15 64,38 126 4 9,59
18 10,78 308 10 0,40

19 57,74 638 21 31,38
20 1,11 178 5 0,29
Moyennes 108,65 345 11 6,40
Médianes 6,39 308 10 0,75
Moyennes 18,68 5,55
Médianes 53 0,72

(sans le donneur n°2)
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Concernant I’intensité du titre des IgG anti-VHE mesuré, nous observons des titres variants de
1.11 UI/mL a 828.4 UI/mL (moyenne : 108,7 Ul/mL et médiane : 6,39 Ul/mL). Le donneur n°2
a un tres fort titre en IgG qui constitue une singularité dans 1I’étude. Le calcul de la moyenne et
de la médiane des titres (maximum et résiduel) a aussi été réalisé en excluant les valeurs IgG
du donneur n°2.

Dans ces conditions, les titres maximums observés pour les 7 donneurs restant varient entre
1.11 et 64.4 Ul/mL (moyenne : 18,7Ul/mL, médiane : 5,3 Ul/mL).

La durée du pic varie de 4 a 21 mois (moyenne : 11 mois, médiane : 10 mois).

Les taux d’IgG observés en fin d’étude varient de 0,29 a 31,38 Ul/mL (moyenne : 6,40 Ul/mL,
médiane : 0,75 Ul/mL).

Sur cette série limitée, il n’est pas possible de mettre en évidence 1’existence d’une corrélation
entre I’intensité du titre des IgG et la durée du pic de ces anticorps.

Par contre, il semble qu’il y ait un lien entre I’intensité du pic et les taux résiduels observés en

fin d’étude. Plus le pic d’anticorps est intense, plus le taux résiduel semble important.

3.2.2.2. Etude des donneurs de sang avec une cinétique de type « plateau »
Cinq donneurs ont présenté un profil sérologique en « plateau » dont voici la représentation

graphique.

Graphique 6 : Cinétique 1¢G anti-VHE de type « plateau »
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Dans le sous-groupe constitué des donneurs ayant une cinétique de type « plateau » nous
étudions I’intensité des titres IgG lors du plateau et le taux résiduel observés en fin d’étude (voir

tableau 13).

Tableau 13 : intensité du plateau et taux résiduel au le plateau

Profil Donneurs Intensité du plateau Taux résiduel final
(U/mL) (U/mL)

1 18,12 12,12

= 3,04 1,13

2 5,11 2,77
R 12 8,36 4,54
13 1,56 0,96

Moyenne 7,24 4,30
Médiane 5,11 2,77

3.2.2.3. Etude des donneurs de sang avec une cinétique « A finaliser »
Nous avons également 6 profils pour lesquels on ne peut pas conclure quant a leur cinétique
sérologique. En effet, nous ne disposons pas suffisamment d’échantillons informatifs.
Concernant ces 6 donneurs, nous pouvons définir des titres maximaux pour 3 d’entre eux. Nous
observons alors des titres IgG anti-VHE maximum variant de 13,84 Ul/mL a 18,29 Ul/mL
(moyenne : 15,78 Ul/mL et médiane : 15,21 Ul/mL).

Parmi ces 6 donneurs :

- 4 ont continué a donner leur sang, nous avons demandé acces a ces prélevements afin
de finaliser leur cinétique.

- 2 sont perdus de vue et ne donnent plus leur sang (donneur n°16 et donneur n°17)

3.2.3. Etude d’un lien entre taux maximum observé et taux résiduel en fin d’étude

Nous avons calculé le ratio : taux résiduel mesuré en fin d’étude/taux maximum observé pour
les 13 donneurs dont la cinétique des titres d’IgG anti-VHE présentait un pic ou un plateau (voir

tableau 14).
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Tableau 14 : ratio entre le titre résiduel et le titre maximal

Titre Taux
maximal résiduel
. Délais entre titre maxi
Profil Donneurs RésiI;j;llc/)Max et taux résiduel (en

(Ul/mL) (Ul/mL) mois)

1 18,12 12,12 67% 6,0

3,04 1,13 37% 14,0

g 9 5.11 277 54% 50
= 12 8.36 4,54 54% 150
13 1,56 0,96 62% 40

Moyenne 7,24 43 838

2 828,44 13,17 2% 23,0

5 2,73 0,36 13% 15,0

g 2,1 0,68 32% 40

421 0,75 18% 31,0

o 11 6,39 0,96 15% 23,0
A~ 15 64,38 9,59 15% 7,0
18 10,78 04 4% 22,0

19 57,74 31,38 54% 10,0

20 1,11 0,29 26% 50

Moyenne 108,65 64 15,6

On observe que le ratio moyen pour les cinétiques « plateaux » est de 4.3/7.24 = 59% alors que
pour les cinétiques « pics » le ratio moyen est égal a 6.4/108.65 = 6%.
Il serait intéressant de calculer ces ratios sur une cohorte plus importante en les pondérant avec

la durée de suivi.

En conclusion :

- Le délai d’apparition des IgG apres le don ARN VHE + est en moyenne de 39 jours
(médiane : 35 jours).

- La durée de présence des IgG est supérieure a 13,5 mois (conditionné par le suivi des

donneurs)

3.3. Evaluation du pouvoir protecteur des IgG anti-VHE

Les titres IgG anti-VHE observés en fin de suivi ont été étudiés et comparés aux différents
seuils de protection décrits dans la littérature. (Voir partie 6).

Ce travail porte sur 13 donneurs et étudie la possibilité de différence en fonction de la cinétique
des IgG observée : pic ou plateau. La durée de la période ou les titres d’IgG sont supérieurs aux
différents seuils de protection sont consignés dans le tableau ci-dessous (tableau 15). Dans les

cas ou des taux supérieurs aux différents seuils proposés sont observés lors du dernier don testé
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dans I’étude, la durée devra étre considérée comme minimale et sera précédée du symbole « =

».

Tableau 15 : Durée de persistance des IgG anti-VHE en fonction de différents seuils de

protection :
Durée minimale (en mois) de persistance des IgG anti-
Profil | Donneurs VHE en fonction du seuil de protection
1 UI/mL ‘ 2,5 Ul/mL ‘ 7 Ul/mL 10 Ul/mL
2 =717 jours soit = 23 mois
5 230 jours <71 jours 0 0
7 mois < 2 mois
155 jours 0 0 0
3 5 mois
868 jours | < 119 jours
. . 0 0
28 mois < 3 mois
11 273 jours | < 245 jours 0 0
S 8 mois < 8 mois
- > 236 jours 217 jours
15 . .
= 7 mois 7 mois
385 jours 238 jours < 125 jours
18 . 7 mois .
12 mois < 4 mois
> 638 jours
19 > 21 mois
20 <333 jours 0 0 0
< 10 mois
1 = 353 jours soit = 11 mois
> 448 jours | <459 jours
3 . . 0 0
- > 14 mois < 15 mois
&E 9 > 419 jours soit = 13 mois 0 0
E B
12 =461 jours soit = 15 mois 229 jours 0
7 mois
13 L TS 0 0 0
2 mois

SiI’on considere un seuil de protection a 1 UI/mL tous les donneurs ayant un profil sérologique
en « plateau » seraient potentiellement protégés vis-a-vis d’une réinfection virale. Cependant,
si le seuil est de 2,5 UI/mL le taux de protection chute a 33% puis a 17% si I’on considere un
seuil au-dela de 7 UI/mL.

4/8 des donneurs ayant une cinétique IgG pic » et 1/5 des donneurs ayant une cinétique

« plateau » ont un taux résiduel > 10 UI/mL en fin de suivi.

3.4. Infection VHE, profils biologiques particuliers

Parmi les 20 donneurs de plasma infectés par le VHE et ayant fait 1’objet d’une étude
prospective et rétrospective des échantillons collectés lors de dons de sang, nous avons observés
3 profils particuliers incluant un cas d’absence de séroconversion IgG et IgM anti-VHE et 2 cas

de possible réinfection par le VHE. Ces cas sont présentés ci-apres.
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3.4.1. Absence de séroconversion

Le donneur n°4 présente un profil particulier. Il est séronégatif sur tous les prélevements post
don « index » ARN VHE positif, méme 35 mois apres.

Le délai entre 2 échantillons testés varie entre 2 mois et 21 mois. Lors des 21 premiers mois de
I’infection, un seul échantillon a été testé du fait d’un ajournement au don suite a la mise en
évidence du don ARN VHE +. Lors des interrogatoires médicaux, ce donneur n’a rapporté
aucune circonstance en lien avec un facteur d’immunodépression.

Afin de tester ’hypothése d’un portage viral immuno-silencieux du VHE chez cet individu,
certains échantillons ont été testés par RT-PCR.

L’ensemble des tests pratiqués sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 16 : Résultats des tests pratiqués chez le donneur 4 présentant une absence de

séroconyersion.
Délai entre
. ARN (UI/mL) . .
Dates IgM | IgG | Titre CNR Toulouse RT-PCR echantlllgns
(En mois)
11/10/2010 NEG | NEG 0,00 Non réalisé 11
16/09/2011 NEG | NEG 0,00 NEG
12
05/10/2012 NEG | NEG | 0,00 1 404 000 Don ARN
POS
21
11/07/2014 NEG NEG 0,03 NEG
6
16/01/2015 NEG | NEG 0,00 Non réalisé
2
27/03/2015 NEG NEG 0,02 NEG
5
18/09/2015 NEG | NEG 0,01 Non réalisé

A notre connaissance, il s’agit du premier cas documenté d’absence de séroconversion chez un

donneur de sang.

3.4.2. Profils évocateurs de réinfection par le VHE

Nous avons observé parmi les donneurs présentant une cinétique IgG de type « pic », 2 profils
biologiques évocateurs d’une réinfection virale. Ce sont deux hommes, de 49 ans (donneur n°8)

et 57 ans (donneur n°15).
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3.4.2.1. Premier profil : possible infection préalable au cas « index » ARN VHE
positif

Il s’agit du donneur n°15 (homme 57 ans). La représentation graphique des titres d’IgG anti-
VHE ci-dessous montre la présence d’IgG anti-VHE avec des titres faibles avant le don « index

» virémique.

Graphique 7 : Représentation de la cinétique anti-VHE du donneur 15
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On s’apercoit qu’avant le don « index » virémique (losange rouge) du 11/10/12 ce donneur était
séropositif pour les IgG anti-VHE avec un titre faible, autour de 0,20 UI/mL, et ce environ 7
mois (15/03/12) et 17 mois (22/03/11) avant le don « index » ARN VHE +.

En absence de possibilité de réaliser un test de séroneutralisation concluant sur des titres d’1gG

aussi bas, il est impossible de conclure formellement a une réinfection par le VHE.

3.4.2.2. Second profil : possible réinfection post cas « index » ARN VHE positif
Le profil des marqueurs biologiques VHE (ci-dessous) du donneur N°8 (homme de 40 ans)

suggere une possible réinfection par le VHE ou une réactivation immunitaire dans le semestre

suivant le don index ARN-VHE positif.
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Graphique 8 : Représentation de la cinétique anti-VHE du donneur 8
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En effet, chez ce donneur dont les IgG anti-VHE étaient négatives pendant une période

d’environ 2 ans avant le don virémique du 12/11/2012 (axe noir), on observe :

La présence d’IgM et d’un premier pic IgG entre le mois de novembre 2012 et le mois
d’avril 2013, les titres IgG observés lors de ce premier pic sont faibles et ne dépassent pas
2.10 UI/mL (échantillon du 04/02/2013). Le titre I[gG minimum observé lors de ce premier
pic était de 0,68 Ul/mL. Les anticorps IgM anti-VHE sont testés positifs ou douteux de la
mi-décembre 2012 a la mi-mars 3013 puis négatifs sur 2 échantillons séquentiels prélevés
au cours du mois d’Avril 2013.

Par la suite, pendant environ 3.5 mois entre le 21/05/2013 et le 05/09/2013 (soit environ 6
mois apres le don « index »), on détecte a nouveau la présence d’IgM anti-VHE (positifs ou
douteux) puis leur négativation a partir du prélevement réalisé le 28/10/2013 ; Dans le méme
temps, un second pic d’IgG anti-VHE est mis en évidence avec des titres plus élevés que
ceux observés lors le période précédente (pic a 4.21 Ul/mL le 12/11/2013 vs 2.10 UI/mL le
04/02/2013.

Afin de pouvoir mettre en évidence une possible surinfection par le VHE (en avril-mai 2013),

nous avons testés en RT-PCR les échantillons collectés dans la période pendant laquelle une

possible surinfection pouvait étre identifiée par la présence de I’ARN viral. Tous les résultats

de recherche génomique ont été négatifs et ne nous donnent pas d’éléments de certitude pour

démonter formellement une réinfection de ce donneur par le VHE et écarter la possibilité d’une

réactivation immunitaire sans nouvelle exposition a I’infection par le VHE.
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L’ensemble des tests pratiqués sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 17 : Résultats des tests pratiqués chez le donneur 8

. ARN (UI/mL
Dates IgM | IgG Titre CNR 'lgoulouszz RT-PCR

22/02/2010 | NEG | NEG | 0.00

14/032011 | NEG | NEG | 0,00

12/11/2012 | POS | NEG | 0.00 8 502 DO;(fSRN

17/122012 | POS | POS | 1,77

07/01/2013 | POS | POS | 185

04/02/2013 | POS | POS | 2.10

25/02/2013 | POS | POS | 1,9

18/03/2013 POS | 155 NEG

09/04/2013 | NEG | POS | 1,53 NEG

29/04/2013 | NEG | POS | 1,54 NEG

21/05/2013 | POS | POS | 1,08 NEG

10/06/2013 | POS | POS | 0,68 NEG

22/07/2013 POS | 1,06 NEG

05/09/2013 POS | 1,69 NEG

28/10/2013 | NEG | POS | 2,19

12/112013 | NEG | POS | 421

24/02/2014 | NEG | POS | 2,11

02/06/2014 | NEG | POS | 197

19/09/2014 | NEG | POS | 146

15/122014 | NEG | POS | 146

16/03/2015 | NEG | POS | 1,05

07/12/2015 | NEG | POS | 1,12

27/06/2016 | NEG | POS | 0,75
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4. Discussion

L’étude de suivi des marqueurs sérologiques de l’infection VHE dans la population des
donneurs de sang frangais est, a notre connaissance, parmi celles portant sur la plus longue
durée d’étude (76 mois) d’une population d’individus asymptomatiques tout au long du suivi.
En effet, tous les échantillons de cette étude ont été prélevés lors d’un don de sang pour lequel
le donneur n’a pas rapporté de signes cliniques spécifiques évocateurs d’une infection virale
lors de I’entretien médical pré-don obligatoire et systématique.

Cette étude montre une grande hétérogénéité dans la cinétique de production des anticorps IgG
anti-VHE dans la population étudiée constituée de 20 donneurs de sang infectés par une souche
de VHE de génotype 3. Plusieurs profils ont ainsi été identifiés. Un premier profil avec un pic
d’IgG avec des titres pouvant étre €levés (ex : 828, 64 & 58 Ul/mL pour les donneurs N°2,
N°15 & N°19 respectivement), un second profil en plateaux avec des titres plus faibles que
ceux mesurés pour les donneurs ayant un profil en pic (les titres moyens profil en pic = 109
UI/mL vs 7 Ul/mL en plateau) et un dernier profil d’absence de séroconversion chez le donneur
N°4.

Compte tenu des faibles effectifs étudiés, nous n’avons pas pu mettre en évidence de lien entre
les profils sérologiques observés (pic et plateaux) et les parametres suivants : sous type VHE-
3, charge virale lors du don index, dge des donneurs. Toutefois, ces données devront €tre
réévaluées sur un plus grand nombre d’individus.

La réponse immunitaire vis-a-vis de I’infection par I’hépatite E dans la population des donneurs
de sang ne présentant pas, a priori, de pathologies immunosuppressives ou de traitements
médicaux immunosuppresseurs varie donc d’une réponse immunitaire indétectable (donneur
N°4) a une production tres importante d’anticorps (donneur N°2). Plusieurs hypotheses peuvent

étre avancées pour expliquer ces importantes différences de réponses immunitaires :

e Une susceptibilité individuelle a I’infection VHE dont les facteurs prédisposant et/ou
protecteurs restent a déterminer pouvant aussi contribuer a expliquer les taux d’infection

VHE différents en fonction du sexe ;
e L’importance de I’'inoculum viral initial ayant conduit a la contamination ;
e Des modes de contamination différents ;

e Lacombinaison d’une ou plusieurs de ces hypotheses.

Aucun des individus ayant développés des IgG anti-VHE n’a totalement perdu ses anticorps au
cours de la période de suivi. Bien qu’aucune séroreversion n’ait été mise en évidence, dans tous
les cas, les titres chutent plus ou moins rapidement avec le temps. Le risque est donc non

négligeable qu’en absence de nouveaux contacts, les taux baissent jusqu’a atteindre des titres
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d’IgG anti-VHE ne permettant plus une protection efficace. Cette hypothese est confortée par
les travaux de Su et al [199] qui montrent que les titres IgG anti-VHE diminuaient réguliérement
chez les patients ayant été infectés naturellement par le VHE, indépendamment du niveau
initial, de telle sorte que 50% des patients avaient une concentration d'anticorps indétectable
apres 14,5 ans. Par contre, les mémes auteurs estiment que 82 a 99% des patients vaccinés
resteraient séropositifs pour les IgG anti-HEV pendant 30 ans apres la vaccination. De plus ;
Servant-Delmas et al. [166], dans un suivi de receveurs de produits sanguins observe 3 patients
immunocompétents avec des titres d’IgG diminuant de maniere progressive (sur 10 ans) et 9
séro-négativations sur une longue période d’observation (moyenne de 7.4 années). Enfin,
Kamar et al. [146] précise dans une revue de la littérature que dans certains cas, les IgG anti-
VHE disparaissent rapidement sans en préciser de délai.

Le délai a partir duquel la quantité d’IgG anti-VHE risque de ne plus étre protectrice peut étre
estimé en étudiant, lors de suivi des donneurs de sang, le moment ot un titre mesuré est inférieur
ou égal aux différents titres d’anticorps proposés dans la littérature comme étant protecteurs.
La plupart des valeurs proposées sont issues d’études réalisées au décours de protocoles
vaccinaux.

Dans de nombreux cas, a I’issu de la période d’étude, les taux d’anticorps sont faibles et se
situent dans un délai maximal de 28 mois en dessous des différents seuils de protection décrits
dans la littérature (1 ;2,5 ; 7 et 10 Ul/mL : voir partie 6).

Concernant le groupe de donneur présentant un profil de cinétique IgG anti-VHE de type
« plateau », la proportion d’individus avec un taux protecteur a 1I’issu du suivi est de 100% pour
un seuil a 1 UI/mL, 33% pour un seuil a 2,5 UI/mL et 17% pour un seuil a 5 ou 10 Ul/mL.
L’étude de Zhang et al. [201] portant sur 91 patients symptomatiques rapporte que 100% des
individus ont un titre IgG (mesuré par la technique Wantai) > 1 UI/mL, entre 8 et 64 semaines
apres le début des signes cliniques.

1000+

HOPTT e
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0.01

IgG Anti HEV (WHO U/mL)

1 2 4 8 16 32 64
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Hepatitis E virus: neutralizing sites, diagnosis, and protective immunity,Zhang et al. 2012

[201].
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Concernant les capacités de protection des IgG anti-VHE, la quantité d’anticorps est importante
mais n’est certainement pas le seul parametre en prendre en considération. En effet, la capacité
de ces anticorps a séroneutraliser le virus infectieux est un élément a considérer dans de futures
études en tenant compte que le contact de I’organisme infecté peut susciter une réponse immune
vis-a-vis de I’une des deux ou les deux formes de présentation du virus (nu ou enveloppé d’une
couche lipidique) qui peuvent potentiellement présenter des caractéristiques immunogenes
différentes. Une étude récente (2016) de Cai et al. [296] visant a estimer chez le primate la
production d’anticorps titrés par la technique Wantafi et titré par technique de séroneutralisation,
montre des taux similaires de titre d’anticorps que 1’on utilise ’une ou I’autre méthode et ce
pour des infections naturelles ou des procédures vaccinales (voir partie 8).

Parmi les 20 donneurs ayant fait 1’objet d’un suivi des marqueurs sérologiques au décours d’une
infection asymptomatique par le Virus de 1’hépatite E, nous avons observé un cas évocateur
d’une absence de séroconversion IgG chez le donneur N°4 infecté par une souche VHE-3f (CV
=1404 000 UI/mL). Le délai entre le don « index » ARN VHE positif et le premier échantillon
postérieur disponible est de 21 mois rendant impossible la mise en évidence d’anticorps de type
IgM. Le suivi rapproché (intervalle de 2 a 6 mois) qui a été réalisé entre le 21eme et le 35¢me
mois post don virémique n’a pas mis en évidence d’anticorps de type IgG anti-VHE. Bien que
I’on ne puisse pas formellement écarter la possibilité d’une présence transitoire d’IgG pendant
la période de 21 mois suivant le don virémique, cette hypothese n’est pas étayée par les données
de notre étude, et pas non plus, a notre connaissance, par les données de la littérature. Notre
étude montre qu’un individu infecté par une souche VHE-3f ayant présenté une charge virale
importante (1 404 000 Ui/mL) peut ne pas présenter d’anticorps 1gG détectables en réponse a
cette infection au maximum 21 mois apres la détection de la virémie.

Dans la littérature, des cas similaires ont été rapportés mais 1’absence de détection des anticorps
IgM et/ou IgG est sujet a caution compte tenu du manque de sensibilité des techniques de
sérologie utilisées.

En 1995, Clayson et al. [298] présentait des cas d’hépatites E ARN VHE positives mais
séronégatives (IgM et IgG). Néanmoins, la technique de sérologie utilisée était une technique
avec une sensibilité de 74% pour les IgM et 82% pour les IgG ; de plus les auteurs ne disposaient
pas de beaucoup de prélevements post infection afin de s’assurer réellement de la
séronégativité.

En 2003, Mansuy et al. [299], rapporte un cas d’une patiente de 41 ans consultant pour fievre
et ictere évoluant depuis 2 jours. Le diagnostic d’hépatite E a VHE-3 est posé et le suivi
sérologique pendant 4 mois montre une absence de détection des IgG anti-VHE. Les auteurs
écrivent que c’est le premier cas d’hépatite E aigue symptomatique séronégative. Néanmoins,

la technique de sérologie utilisée est la technique Abbott. Il n’est donc pas exclu qu’une
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technique plus sensible, parmi celles disponibles depuis 2010, aurait peut-étre détecté la
présence d’anticorps anti VHE.

De plus, un cas de transmission du VHE par transplantation hépatique a été décrit dans la partie
3 (Schlosser et al.). C’était un patient qui a développé une hépatite E chronique apres
transplantation hépatique a partir d’'un donneur qui avait une hépatite E occulte (séronégatif,
virémie négative, présence du virus dans le tissu hépatique). Dans ce cas la technique
sérologique utilisée était la technique RecomWell ELISA.

Parmi les hypotheéses permettant de rendre compte d’une absence de séroconversion, la
présence d’un déficit immunitaire chez ce donneur peut étre évoquée. Toutefois, une étude
récente portant sur les co-infections VIH et VHE de 2014 (Rivero-Juarez et al [300]) montre
que méme chez les sujets les plus immunodéprimés (CD4 < 50 cellules/mL), la sérologie était
toujours positive (technique Wantai) quand I’ARN VHE était détecté. Le donneur n’a rapporté
au cours des entretiens cliniques pré-don, aucun élément en faveur d’une cause

d’immunodépression.

Par ailleurs, nous avons pu observer 2 profils différents évocateurs de réinfection.

e Dans un cas (donneur n°8), les échantillons disponibles avant le don virémique (environ
1 et 2 ans) étaient négatifs en sérologie IgM et IgG anti-VHE. A I’issu du don « index »
ARN-VHE positif, on observe la cinétique classique des marqueurs sérologiques du
VHE avec I’apparition des IgM suivi d’un pic d’IgG avec des titres relativement faibles
n’excédant pas 2.1 UI/mL. Les anticorps de type I[gM disparaissent au bout de 4 mois
et sont testés négatifs pendant environ 1 mois, puis de maniere inattendue se positivent
a nouveau pendant 4 mois, période au cours de laquelle on assiste a un second pic d’IgG
plus intense puisque le titre s’éleve a 4.21 Ul/mL. Bien que nous n’ayons pas pu
détecter un échantillon virémique au décours de la période correspondant au second pic
IgG associé a la re-détection d’IgM, I’hypothese d’une réinfection se traduisant par une
virémie tres courte dans un contexte de réaction immune récente mais peu intense pour
étre protectrice et permettant d’expliquer le profil observé ne peut pas étre exclue. Une
autre hypothese étant la possibilité d’une réactivation de I’infection a VHE suite a un
facteur inconnu.

e Lesecond cas (donneur n°15) est différent puisque les 2 échantillons recueillis avant le
don « index » ARN-VHE positif (prélevements réalisés 7 et 19 mois avant le don
virémique) ont permis de mettre en évidence la présence d’IgG anti-VHE a des titres
faibles (environ 0.20 Ul/mL) et non protecteurs. A ’issu du don « index » une cinétique

classique des marqueurs sérologiques du VHE a été observée : présence d’IgM pendant
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au minimum 8.5 mois (suivi pas assez prolongé pour observer une négativation des
IgM) et présence d’un pic d’IgG avec des titres parmi les plus élevés (64 Ul/mL)

observés dans notre étude.

La possibilité de réinfection par le VHE a déja été évoquée dans la littérature chez des individus
immunocompétents.

En 2015, Baylis et al. [301] observe une réinfection par le VHE chez deux donneurs de sang.
L’étude se base sur la détermination de I’avidité des IgG anti-VHE. En effet, pour les auteurs
une primo infection aigué a VHE est associée a des IgG anti-VHE de faible avidité alors que
des anticorps de forte avidité sont observés apres la phase aigué et en cas de réinfections. Le
profil des marqueurs biologiques est le méme pour les deux patients : ARN VHE positif, IgM
négatifs, IgG positif faible (titres a 0,48 et 0,21 Ul/mL) de forte avidité (99,16 et 70,75%). Les
auteurs concluent alors a une réinfection pour ces deux patients.

En 2016, dans une étude portant sur une cohorte de 98 patients immunocompétents
polytransfusés, Servant-Delmas et al. [166] retrouve une réinfection chez un patient. Pendant
le suivi ce patient avait des titres d’IgG anti-VHE autour de 10 Ul/mL et a subi une
augmentation des IgG a 400 UI/mL, I’ARN VHE et les IgM anti-VHE sont alors positifs. Les
auteurs concluent a une réinfection.

En 2017, Rivero-Juarez et al. [302] rapporte deux autres cas de réinfection par le VHE chez des
patients co-infectés par le VHC et le VIH mais avec des taux de CD4 normaux. Pour les auteurs,
ces patients sont considérés comme immunocompétents. Les deux cas étaient séropositifs pour
le VHE (titres d’IgG autour de 4 Ul/mL). Lors de la réinfection caractérisée par la présence
d’ARN viral, les deux patients avaient une charge virale VHC et VIH négatives, les titres d’1gG
anti-VHE ont alors triplé pour les deux patients mais les IgM sont restées négatives.

Il existe quelques articles traitant des réinfections par le VHE chez des patients présentant un
contexte d’immunodépression et parfaitement documentée par la mise en évidence de ’ARN
viral. En 2014, Abravanel et al. [157] observe lors du suivi d’une cohorte de 263 transplantés
d’organe sur une période d’une année apres la greffe, 3 cas de réinfection objectivés par une
virémie détectable chez des patients ayant des titres d’anticorps variant de 0.3 2 6.2 Ul/mL. Les
auteurs concluent qu’un taux inférieur a 7 Ul/mL n’est pas protecteur vis-a-vis d’une réinfection
chez un patient transplanté. Ce méme seuil protection (7 UI/mL) a été évoqué par Schemmerer
et al. [303] lors de I’étude de 4 cas de réinfection chez des patients adultes immunocompétents.
Dans cette étude, les arguments de réinfection sont a la fois un titre IgG anti-VHE multiplié par
4 chez un patient connu pour avoir un titre [gG > 0,5 Ul/mL dans 1’année précédente, et une

affinité des IgG > 50%.
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Parmi les 16 donneurs prélevés a une phase précoce de I’infection et présentant une sérologie
IgM et IgG anti-VHE négative, le délai d’apparition d’un test IgM positif varie de 15 a 58 jours
(moyenne = 40 jours et médiane = 40 jours). Ce délai moyen est comparable avec ceux
rapportés dans la littérature. Fischer et al. [234] rapporte en 2015 un délai moyen d’apparition
des IgM de 34 jours lors d’une étude portant sur le suivi de 6 donneurs de sang séronégatifs
ARN VHE positif lors don. Plus récemment, le suivi sérologique de 10 donneurs de sang
allemands porteurs d’ARN VHE en utilisant entre autres la trousse Wantai (Vollmer et al.
[272]) a permis d’estimer le délai moyen d’apparition des IgM a 30 jours (entre 8 et 42 jours).
L’intervalle de temps moyen entre le don ARN VHE positif et le deuxieme prélevement
disponible était de 20 jours pour notre cohorte et de 29 jours pour la cohorte de Vollmer et al.
Le suivi biologique de patients infectés par le VHE permet de disposer d’échantillons prélevés
de maniere plus rapprochée. C’est ainsi qu’avec des prélevements espacés de 5,6 jours en
moyenne, O’Riordan et al [271] observe un délai moyen d’apparition des IgM anti VHE

(technique Wantar) de 25 jours apres le prélevement de la premicre charge virale positive.

La détermination de la durée de portage des IgM anti-VHE est délicate a estimer car :

- Dans certains cas 1’échantillon suivant le don ARN positif est, soit trop proche de celui-
ci, soit trop éloigné. Ceci se traduisant par un suivi dans le temps ne comportant aucun
échantillon IgM anti-VHE positif. C’est le cas dans notre étude avec les donneurs n° 1,
3,10, 11, 12, 13, 16 et 20 dont le délai entre le don « index » virémique et le premier
échantillon de suivi varie de 1 mois pour le donneur 1 (trop court) a 6-13 mois (donneurs
3,13,16 & 20) ;

- Le suivi n’est pas assez prolongé pour permettre d’observer sur au moins le dernier
prélevement la négativation du marqueur IgM anti-VHE (donneurs 5, 6, 7 et 15). Ceci
correspondant a des périodes minimales de détection d’IgM post don « index »
virémique variant de 15 jours a 8 mois (donneur 6, 7 & 15) mais pouvant se prolonger
jusqu’a 18 mois dans le cas du donneur 5 ;

- Par des délais excessifs entre les dons IgM positifs et les dons IgM négatifs précédant
et suivant la période IgM +. Comme c’est le cas pour le donneur 14 dont le seul don
IgM positif est encadré de 2 dons négatifs espacés de 120 et > 200 jours rendant

I’information inexploitable.

Compte tenu des délais inter-échantillons aux phases de séroconversion et de séroreversion des

IgM, parmi les 5 donneurs dont le suivi permet d’étudier la cinétique de ces anticorps, le délai
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de portage peut étre appréciés de maniere assez précise chez les donneurs 2 et 17. La durée de
présence des IgM est respectivement de 220 jours minimum +/- 15 jours en moyenne et 133
jours minimum +/- 28 jours en moyenne pour les donneurs 2 et 17. Des durées de persistance
IgM plus courte peuvent €tre estimées par les suivis des donneurs 9 et 18 pour lesquels on

observe des durées de 23 jours minimum -/4+ 60 jours en moyenne et de 76 jours minimum +/-

31 jours en moyenne respectivement. Enfin une|durée prolongée minimale de 328 jours +/- 78

Jjours en moyenne a été mise en évidence chez le donneur 19 qui par ailleurs a présenté un titre

IgG maximal de 58 UI/mL.

Durée tl - t0 | Durée de portage des I[gM + | Durée t3 —t2
Donneur 2 15 jours 220 jours 14 jours
Donneur 17 22 jours 133 jours 35 jours
Donneur 18 49 jours 76 jours 14 jours
Donneur 9 56 jours 23 jours 63 jours
Donneur 19 58 jours 328 jours 99 jours

t0 : dernier prélevement IgM- / t1 : premier prélevement IgM+ / 2 : dernier prélevement IgM
+ / t3 : premier prélevement I[gM-.

Bien que le nombre de donneur pour lequel la durée de portage des IgM anti-VHE est
exploitable soit faible, il semble que la durée de portage des IgM soit potentiellement associée

a un titre IgG élevé comme le suggere le tableau ci-dessous :

Donneur 9 18 17 2 19

Durée de portage minimale des 23 76 133 | 220 | 328
IgM (jours)

Titre IgG maximal (Ul/mL) 5,11 11 13,8 | 828 | 58

Au total la durée de portage des IgM au décours de I’infection chez les donneurs
asymptomatiques varie entre un minimum de 23 jours et un maximum de 328 jours témoignant
d’une forte hétérogénéité de la réponse immunitaire comme les profils observés avec la
sérologie 1gG le suggéraient précédemment. L’étude de Vollmer at al. [272] sur 10 donneurs

de sang avait estimé la durée moyenne de positivité des IgM a 63 jours.

Notre étude comporte plusieurs biais.

Tout d’abord, la population étudiée est composée de donneurs de sang ARN VHE positif a
100% masculine. Une revue de la littérature nous permet de comparer cette caractéristique aux
autres cohortes de donneurs de sang ARN VHE positif et de s’apercevoir que la proportion
d’hommes n’est pas particulicrement différente des autres études. En effet, la plupart des
auteurs trouvent une proportion d’homme supérieur a 80% comme par exemple en Europe avec
des équipes néerlandaises [255], anglaises [304], autrichiennes [234], irlandaises [271], et
danoises [264] ou en Asie avec des équipes japonaises [274] et chinoises [275]. Dans une étude

similaire, Vollmer et al [272] ont une cohorte composée de 10 donneurs de sang, tous de sexe
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masculin. Selon Tedder et al. [304], la proportion supérieure d’hommes infectés par le VHE
s’expliquerait par la susceptibilité a une infection plutdt que par une susceptibilité au
développement d'une hépatite clinique. Par exemple, les auteurs, s’appuyant sur un rapport
ayant comme sujet la nutrition en Angleterre, expliquent que les hommes consomment environ
15% de plus de produits alimentaires dérivés de porcs que les femmes. Les auteurs concluent
que c’est seulement un élément a considérer car il ne permet pas a lui seul d’expliquer une telle
différence entre hommes et femmes.

Par ailleurs, notre étude a été limitée par I’absence de disponibilité d’échantillons informatifs
permettant de limiter le délai entre deux dons. Nous avons vu que I’amplitude moyenne entre
deux dons (a partir du don ARN VHE positif) était de 70 jours mais avec des variations
considérables puisque 1I’amplitude minimale est de 14 jours (durée minimale 1égale entre deux
dons de plasmas) alors que 1I’amplitude maximale est de 644 jours. Face a cette hétérogénéité,
les points d’observation pour faire une cinétique sérologique peuvent étre trop €éloignés pour
permettre d’observer certaines variations comme une augmentation du titre réellement plus

importante qu’observée.

5. Conclusion

Notre étude montre que mé€me sur un nombre de sujet restreint, la réponse immune vis-a-vis de
I'infection par le VHE-3 est tres hétérogéne dans une population de donneurs de sang
asymptomatiques et non immunodéprimés. En effet, nous avons observé, a coté de cinétiques
classiques de marqueurs infectieux, un cas d’absence de réponse immune IgG anti-VHE sur
une période d’étude de 35 mois mais aussi deux cas évocateurs de réinfection par le VHE. Un
cas avec une sérologie 1gG anti-VHE positive avant le don ARN VHE + et un second cas a la
suite d’'un don ARN VHE positif caractérisé par deux périodes de présence d’IgM distinctes
associées a deux pics IgG, le second pic ayant un titre IgG double du premier pic. Pour ce
dernier cas, nos données ne permettent néanmoins pas de faire la différence entre une
réinfection ou une réactivation virale.

Cette étude a également permis de préciser le délai d’apparition apres le don positif pour I’ARN
VHE et la durée de portage des IgM anti-VHE. Le délai d’apparition des IgM apres le don ARN
VHE + varie de 15 a 58 jours (moyenne : 40 jours ; médiane : 40 jours). La durée minimale de
portage des IgM varie de 23 a 328 jours (moyenne : 148 jours ; médiane : 120 jours) et la durée
de portage maximale varie de 86 a 428 jours (moyenne : 194 jours ; médiane : 164 jours).
Cette étude a permis aussi d’estimer le délai d’apparition apres le don virémique et la durée de
persistance des IgG anti-VHE. Le délai d’apparition des IgG apres le don ARN VHE + est en
moyenne de 39 jours (médiane : 35 jours) et la durée de présence des IgG est supérieure a 13,5

mois (conditionné par le suivi des donneurs)
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Toutefois, des travaux complémentaires sont nécessaires en vue de :

e Documenter ce suivi sur un plus grand nombre de donneurs afin :

o

o

De mieux préciser I’importance ou non des cinétiques en pic ou en plateaux ;
D’estimer la proportion d’individus immunosilencieux post-infection ;
D’évaluer le lien possible évoqué dans notre étude entre la durée de portage des
IgM et le titre des 1gG ;

D’évaluer le lien possible entre le titre IgG au pic et le titre IgG résiduel pour

élaborer une modélisation mathématique.

e Documenter ce suivi sur une période plus longue afin :

o

o

D’étudier les cas éventuels de seroreversion et le délai de survenue

D’étudier la durée de la période post infection présentant des titres d’anticorps
estimés comme protecteurs

Et in fine mieux préciser le role des anticorps IgG anti-VHE au décours de

I’infection en ayant recours a des titrations en anticorps séroneutralisants.

Le suivi a long terme des donneurs de sang infecté par le VHE permettra d’obtenir des données

importantes dans la compréhension de I’histoire naturelle de I'infection du VHE-3 chez

I’homme. Toutefois, comme pour la plupart des individus infectés par le VHE, du fait qu’il

s’agit d’une zoonose a transmission par voie orale, des éléments importants et informatifs

demeureront difficile a cerner comme les parametres relatifs a la contamination de ces

donneurs : la source de la contamination, la charge virale de 1’inoculum, la date de la

contamination. ..
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Annexes

Annexe 1 : résultats bruts des sérologies

IeG
Donneur Date don IeM .

Interprétation | Ul/mL

05/05/2010 NEG NEG 0,00

23/05/2012 NEG NEG 0,00

28/05/2014 NEG NEG 0,00
1 29/06/2014 NEG POS 10,63
09/12/2014 NEG POS 18,12
18/03/2015 NEG POS 13,26
17/06/2015 NEG POS 12,12

17/02/2010 NEG NEG 0,00

17/10/2011 NEG NEG 0,00

18/03/2013 NEG NEG 0,00
02/04/2013 POS POS 828,44
17/04/2013 POS POS 590,65
02/05/2013 POS POS 639,93
17/05/2013 POS POS 314,65
01/06/2013 POS POS 321,52
17/06/2013 POS POS 440,48
15/07/2013 POS POS 211,64
08/08/2013 POS POS 209,92
04/09/2013 POS POS 203,74
19/09/2013 POS POS 180,93
04/10/2013 POS POS 169,24
25/10/2013 POS POS 163,28
2 08/11/2013 POS POS 160,65
22/11/2013 NEG POS 131,65
06/12/2013 NEG POS 120,99
20/12/2013 NEG POS 109,99
03/01/2014 NEG POS 90,28
17/01/2014 NEG POS 85,58
31/01/2014 NEG POS 74,93
14/02/2014 NEG POS 67,48
28/02/2014 NEG POS 62,66
14/03/2014 NEG POS 52,69
28/03/2014 NEG POS 51,32
27/06/2014 NEG POS 36,88
07/10/2014 NEG POS 2404
14/01/2015 NEG POS 15.45
20/03/2015 NEG POS 13,17
20/06/2015 NEG POS 12,12
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11/06/2010 | NEG NEG 0,00
10/10/2011  |NEG NEG 0,00
17/09/2012  |NEG NEG 0,00
02/08/2013 | NEG POS 3,04
20/12/2013  |NEG POS 2,02
25/07/2014 | NEG POS 125
22/09/2014 | NEG POS 143
24/10/2014  |NEG POS 1,13
11/10/2010  |NEG NEG 0,00
16/09/2011  |NEG NEG 0,00
05/10/2012 | NEG NEG 0,00
11/07/2014  |NEG NEG 0,03
16/01/2015  |NEG NEG 0,00
27/03/2015  |NEG NEG 0,02
18/09/2015  |NEG NEG 0,01
08/02/2010 | NEG NEG 0,00
08/03/2010 | NEG NEG 0,00
21/03/2011  |NEG NEG 0,00
30/10/2012  |NEG NEG 0,00
26/12/2012 | POS POS 1,74
29/01/2013 POS POS 0,94
26/02/2013 POS POS 2,73
10/04/2013 POS POS 147
10/05/2013 POS POS 138
18/06/2013 POS POS 1,54
16/07/2013 POS POS 135
13/08/2013 POS POS 122
25/11/2013 POS POS 095
17/02/2014 | POS POS 035
12/05/2014 | POS POS 042
23/06/2014 | POS POS 036
06/09/2010 | NEG NEG 0,00
17/09/2012 | NEG NEG 0,00
03/11/2014  |NEG NEG 0,00
01/12/2014 | POS POS 9,57
15/12/2014 | POS POS 16,59
21/02/2010  |NEG NEG 0,00
19/11/2012  |NEG NEG 0,00
04/12/2014  |NEG NEG 0,00
18/12/2014  |NEG NEG 0,00
08/01/2015 POS POS 1,16
27/01/2015 POS POS 1,74
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22/02/2010 NEG NEG 0,00
14/03/2011 NEG NEG 0,00
12/11/2012 POS NEG 0,00
17/12/2012 POS POS 1,77
07/01/2013 POS POS 1,85
04/02/2013 POS POS 2,10
25/02/2013 POS POS 1,79
18/03/2013 POS 1,55
09/04/2013 NEG POS 1,53
29/04/2013 NEG POS 1,54
21/05/2013 POS POS 1,08
8 10/06/2013 POS POS 0,68
22/07/2013 POS 1,06
05/09/2013 POS 1,69
28/10/2013 NEG POS 2,19
12/11/2013 NEG POS 421
24/02/2014 NEG POS 2,11
02/06/2014 NEG POS 1,97
19/09/2014 NEG POS 1,46
15/12/2014 NEG POS 1,46
16/03/2015 NEG POS 1,05
07/12/2015 NEG POS 1,12
27/06/2016 NEG POS 0,75
07/06/2010 NEG NEG 0,00
05/07/2012 NEG NEG 0,00
29/01/2013 NEG NEG 0,00
26/03/2013 POS POS 3,52
18/04/2013 POS POS 2,51
20/06/2013 NEG POS 383
9 12/08/2013 NEG POS 2,74
10/09/2013 NEG POS 3,73
07/10/2013 NEG POS 3,73
21/11/2013 NEG POS 3,56
19/12/2013 NEG POS 5,11
06/02/2014 NEG POS 4,99
19/05/2014 NEG POS 2,77
17/07/2010 NEG NEG 0,00
26/06/2012 NEG NEG 0,00
10 25/04/2014 NEG POS 041
03/09/2014 NEG POS 14,69
07/11/2014 NEG POS 19,16
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15/03/2010 NEG NEG 0,00
29/11/2011 NEG NEG 0,00
04/04/2013 NEG NEG 0,00
26/07/2013 NEG POS 6,39
11 05/12/2013 NEG POS 2,15
25/04/2014 NEG POS 1,23
11/08/2014 NEG POS 0,81
22/11/2014 NEG POS 0,75
04/07/2015 NEG POS 0,96
10/05/2010 NEG NEG 0,00
15/10/2012 NEG NEG 0,00
12 19/01/2013 NEG POS 8,36
05/09/2013 NEG POS 7.94
25/04/2014 NEG POS 4,54
05/02/2010 NEG NEG 0,00
17/06/2010 NEG NEG 0,00
29/09/2011 NEG NEG 0,00
13 30/08/2013 NEG NEG 0,00
12/09/2014 NEG POS 1,56
13/11/2014 NEG POS 1,24
06/02/2015 NEG POS 0,96
30/12/2010 NEG NEG 0,00
20/09/2012 NEG NEG 0,00
14 23/07/2014 POS NEG 0,00
27/11/2014 NEG POS 18,29
16/02/2015 NEG POS 15,86
22/03/2011 NEG POS 0,15
15/03/2012 NEG POS 0,23
11/10/2012 POS POS 12,44
26/10/2012 POS POS 64,38
15 17/01/2013 POS POS 20,95
14/02/2013 POS POS 18,22
14/03/2013 POS POS 21,81
16/05/2013 POS POS 12,09
04/06/2013 POS POS 9,59
02/04/2010 NEG NEG 0,00
11/07/2011 NEG NEG 0,00
16 29/10/2012 NEG NEG 0,00
03/04/2013 NEG POS 15,21
17/06/2013 NEG POS 15,04
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25/02/2010 NEG NEG 0,00
16/12/2011 NEG NEG 0,00
29/11/2012 NEG NEG 0,00
21/12/2012 POS POS 1,29
17 04/01/2013 POS POS 7,60
07/03/2013 POS POS 13,84
03/05/2013 POS POS 9,89
07/06/2013 NEG POS 11,92
05/07/2013 NEG POS 11,30
19/03/2010 NEG NEG 0,00
07/10/2011 NEG NEG 0,00
25/01/2013 NEG NEG 0,00
15/03/2013 POS POS 10,78
30/05/2013 POS POS 493
13/06/2013 NEG POS 4,72
05/07/2013 NEG POS 3,63
30/08/2013 NEG POS 1,77
18 20/09/2013 NEG POS 2,04
08/11/2013 NEG POS 2,65
12/12/2013 NEG POS 2,35
17/01/2014 NEG POS 1,37
04/04/2014 NEG POS 0,95
11/07/2014 NEG POS 0,56
03/10/2014 NEG POS 0,43
16/01/2015 NEG POS 0,40
26/02/2010 NEG NEG 0,00
24/11/2011 NEG NEG 0,00
30/04/2013 NEG NEG 0,00
27/06/2013 POS POS 20,65
29/07/2013 POS POS 23,70
28/08/2013 POS POS 27,71
01/10/2013 POS POS 30,58
31/10/2013 POS POS 37,80
19 25/11/2013 POS POS 42,95
13/12/2013 POS POS 46,62
05/02/2014 POS POS 43,75
11/03/2014 POS POS 46,16
11/04/2014 POS POS 38,83
21/05/2014 POS POS 57,74
29/08/2014 NEG POS 38,48
19/12/2014 POS 46,50
27/03/2015 NEG POS 31,38
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20

26/02/2010 NEG NEG 0,00
27/01/2012 NEG NEG 0,00
07/10/2013 NEG NEG 0,00
23/06/2014 NEG POS 1,11
05/09/2014 NEG POS 0,73
18/12/2014 NEG POS 0,29
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence de mes maitres de la Faculté, des conseillers de

['Ordre des pharmaciens et de mes condisciples :

* D'honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidéle
d leur enseignement.

% D'exercer, dans ['intérét de la santé publique, ma profession
avec conscience et de respecter non seulement la [égislation
en vigueur, mais aussi les régles de [honneur, de la probité et
du désintéressement.

% De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers
le malade et sa dignité humaine, de respecter le secret
professionnel,

¢ En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances
et mon état pour corrompre les meeurs et favoriser des actes
criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidéle a mes

promesses.

Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confréres, si j'y

mangque.
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