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Résumé

ILest désormais bien établi que l'origine de la majorité des cas
d’hépatite virale E recensés en France sont autochtones et ne
sont pas liés a un voyage en pays tropicaux ou subtropicaux ot
le virus de l'hépatite E (VHE) est endémique. Les génotypes de
VHE identifiés chez ces cas autochtones correspondent a ceux
retrouvés chez les animaux. Il y a encore peu d'information
sur l'étendue de l'infection dans le cheptel porcin francais
ainsi que sur les voies potentielles de contaminations
zoonotiques. Une enquéte nationale a été réalisée afin
d’estimer la prévalence virologique et sérologique du VHE
dans le réservoir porcin et de déterminer s'il pourrait étre
a l'origine des cas humains en comparant les séquences de
VHE circulant dans les deux populations humaine et porcine.
Les résultats obtenus ont permis de montrer que le VHE est
enzootique dans le réservoir porcin, avec 65% des élevages
touchés et 4% des foies qui entrent dans la chaine alimentaire
contaminés. Lanalyse des séquences retrouvées dans les foies
collectés a l'abattoir a permis de montrer qu'il existe une forte
identité avec les souches humaines, suggérant un lien direct
dans les cas de contaminations humaines. La présence du
VHE dans les foies de porc indique que la voie alimentaire
est impliquée dans la transmission zoonotique du VHE. Ces
travaux vont permettre de définir les mesures de surveillance
et/ou de contrdle a mettre en place afin de limiter le nombre
de cas d'hépatite E d'origine zoonotique en France.
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Le virus de 'hépatite E (VHE) est responsable d’hépatites aigués a
transmission entérique comparables, sur le plan clinique, a 'hépatite
A. Bien que dans la plupart des cas ['‘évolution de 'hépatite aigué soit
favorable, une hépatite fulminante fatale est observée dans 1a 4 %
des cas, particuliérement chez les sujets présentant une hépatopathie
sous jacente. Le taux de létalité peut atteindre 20 % chez la femme
enceinte dans certaines régions d’endémie (Purcell and Emerson,
2008). Plus récemment, des cas d’hépatite E chronique ont été décrits
chez des patients greffés, sous traitement immunosuppresseur; chez
certains d'entre eux, cette infection a évolué vers des pathologies plus
graves telles que le développement d’une fibrose ou d’une cirrhose
occasionnant une insuffisance hépatique majeure (Kamar, et al.,
2008a; Kamar, et al., 2008b).

Ce virus a longtemps été considéré comme responsable d'épidémies
en régions tropicales et subtropicales (Inde, Asie, Afrique) et de cas
sporadiques aux USA, Europe ou Japon, liés & un voyage en régions
d’endémie. L'accumulation de descriptions de cas sporadiques
autochtones, sans commémoratif de voyage, a permis de changer ce
concept. De plus, les cas d'infections contractées localement impliquent
des souches génétiquement différentes (génotype 3) de celles des pays
d’'endémie (génotype 1 et 2), confirmant ainsi l'origine autochtone de
ces cas. Alors que le vecteur hydrique est bien caractérisé dans les pays
d’endémie, l'origine des cas sporadiques en régions non endémiques
reste inconnue. Dans ce contexte, un fait dominant est que le VHE
infecte de nombreuses espéces animales, et surtout le porc chez lequel
une prévalence élevée est enregistrée au niveau mondial (Pavio et al.,
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Endemicity of hepatitis E virus in the swine population in
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2010). Ceci suggére que les infections humaines et animales puissent
étre interdépendantes.

En France, la surveillance de 'hépatite E est réalisée par le Centre national
de référence (CNR) créé en 2002. Des prélévements sont envoyés au
CNR par un réseau de laboratoires volontaires pour un diagnostic ou
une confirmation d’hépatite E. Depuis dix ans, le CNR a recensé une
augmentation annuelle du nombre de cas autochtones passant de neuf
en 2002 a plus de trois cents en 2011 (http://www.cnrvha-vhe.org). Le
nombre total de cas d’hépatite E clinique n'est pas précisément connu
puisque la recherche des marqueurs du VHE (anticorps, génome) n'est
pas systématique. Deux enquétes de séroprévalence chez les donneurs
de sang ont donné des résultats allant de 3,2 a 52,2 % selon les régions
étudiées et les méthodes utilisées (Boutrouille et al., 2007; Mansuy et
al., 2011). Dans la majorité des cas sporadiques autochtones recensés
par le CNR lorigine de la contamination n'a pas été identifiée, car le
plus souvent difficile a objectiver (Nicand et al., 2009). Par contre,
depuis 2009 des cas isolés ou groupés d’hépatite E ont été décrits
dans le sud de la France et pour lesquels la consommation crue de
saucisses de foie de porc (figatelles) a été documentée (Colson et al.,
2010; saisine Afssa n° 2009-SA-0146).

Dans ce contexte, l'objectif du travail présenté ici était de caractériser
le niveau de contamination du réservoir porcin frangais par le VHE en
déterminant les prévalences virologique et sérologique des porcs a
l'abattoir, mais aussi d'analyser les séquences de VHE circulant dans les
populations humaine et porcine afin d'identifier les voies potentielles
de contamination avec un accent particulier sur la voie alimentaire.



Cas cliniques d’hépatite virale E

Un recensement des cas d’hépatite E en France a été réalisé entre mai
2008 et novembre 2009 a partir des prélévements adressés au CNR
afin de confirmer un diagnostic d’hépatite virale E par une recherche
de séquences virales du VHE dans le sérum (virémie) ou les selles de
patients. Le CNR a adressé ensuite aux praticiens un questionnaire
afin de déterminer les expositions a risque VHE du patient: lieu de
résidence, antécédents de voyages, habitudes alimentaires, contacts
avec des animaux ou consommation d’eau de puits. Les cas d'hépatites
E autochtones correspondent aux patients n'ayant pas réalisé de séjour
hors métropole dans les quatre mois précédents les symptomes.

Echantillons porcins

Un total de 186 lots de porcins (6565 sérums et 3715 foies) a été
collecté dans 35 abattoirs repartis sur 'ensemble du territoire francais,
correspondant a 95 % de la production nationale porcine. Les lots
ont été sélectionnés de facon aléatoire a partir d’'une liste de jours
et d’heures d'abattage afin d’'obtenir un échantillonnage représentatif
de tous les types d'élevages (petits et grands, engraisseurs, naisseur-
engraisseurs). Cette collecte été réalisée de mai 2008 a novembre 2009.
La France métropolitaine a été divisée en cinq zones géographiques:
Nord-Ouest, Centre-Ouest, Nord-Est, Sud-Ouest et Sud-Est. Le
Grand Ouest a été défini comme comprenant la région Nord-Ouest
et Centre-Ouest.

Détection moléculaire du VHE

Apreés extraction des ARN totaux, selon les techniques mises en place
par chaque laboratoire, 'ARN du VHE a été amplifié par RT-PCR nichée
dans la région génomique correspondant a la protéine de capside du
VHE (ORF-2, nucléotides 5996 a 6343) (Cooper et al., 2005). Cette
région permet de déterminer le génotype et le sous-type de VHE selon
la classification proposée par Lu et al. selon quatre génotypes et 24
sous-types de VHE (Lu et al., 2006).

Figure 1. Echantillonnage des lots de porcs

Identification géographique des régions et nombre de lots de
porcs prélevés par département (élevages d'origine).

La région Nord-Ouest est indiquée en bleu, la région Centre-
Ouest en bordeaux, la région Nord-Est en violet, la région Sud-
Ouest en orange et la région Sud-Est en jaune

La quantification de 'ARN viral a été réalisée selon la méthode de
RT-PCR en temps réel décrite par Jothikumar et al. (Jothikumar et al.,
2006).

Détection des anticorps anti-VHE chez les porcs

Les anticorps anti-VHE (IgG) ont été détectés avec le kit de diagnostic
EIAgen HEV Ab Kit ® Adaltis (Ingen, France). Ce test a été validé pour
la détection des anticorps anti-VHE chez les porcs dans une étude
précédente (Rose et al. 2010). Il est basé sur une méthode immuno-
enzymatique de type ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).
L'antigene recombinant utilisé permet de détecter les anticorps induits
par la majorité des génotypes de VHE. Le test a été réalisé selon le
protocole décrit précédemment (Rose et al., 2010).

Analyse statistique

La procédure d'échantillonnage (sondage en grappe a deux niveaux,
pondération inégale en fonction du tonnage produit par chaque
abattoir) a été prise en compte pour les estimations de séroprévalence

Tableau 1. Prévalences sérologiques et virologiques du VHE
(186 élevages, mai 2008-novembre 2009)

Sérologie

VHE

Individus 6565 1069 31 24-38
Elevages 186 137 65 57-74
VHE (foie)

Individus 3715 128 4 2-6
Elevages 186 43 24 17 -31

et de prévalence virale (procédure SURVEYFREQ, SAS 9.1). Pour la
séroprévalence, l'estimation a l'échelle du porc a été corrigée a l'aide
des estimations de sensibilité et spécificité du test utilisé (Rose et al.,
2010) de méme qu'a l'échelle de l'élevage via le calcul d'une sensibilité
et spécificité troupeau (Dohoo et al., 2003). Les effets de la saison,
type de troupeau, origine géographique sur la séroprévalence et la
prévalence virale ont été évalués par un modéle de régression logistique
avec prise en compte de la stratégie d'échantillonnage (procédure
SURVEYLOGISTIC, SAS 9.1).

Analyse phylogénétique

Aprés alignement des séquences humaines et animales obtenues,
grace au programme ClustalW, des arbres phylogénétiques ont été
construits par la méthode du « plus proche voisin » avec des réplicats
de 1000 séquences (Logiciel MEGA). Des séquences de références
présentes dans Genbank (n=22) ont été utilisées afin de différencier
les sous-types de VHE.

Prévalence du VHE chez le porc domestique
Séroprévalence du VHE

L'analyse de la prévalence sérologique du VHE chez les porcs
domestiques a été réalisée sur un total de 6565 sera, provenant de
186 élevages tirés au sort (Figure 1). Le traitement statistique de cet
échantillonnage a permis de montrer que le VHE circule dans 65,3 %
[IC & 95%: 56,6 — 73,9] des élevages et que 30,7 % [IC a 95 %:
23,8 — 37,6] des animaux abattus présentent des anticorps anti-VHE
(Tableau 1). La séroprévalence intra-élevage du VHE varie de 5a 90 %.
Leffet de plusieurs parameétres tels que la saison, le type d'élevage ou
encore l'origine géographique de 'élevage sur la séroprévalence a été
analysé (Tableau 2). Il apparait un fort lien entre une séroprévalence
élevée et une origine géographique du Grand-Ouest (OR 2,4 [1,1-5,4] ;
p=0,03). Il n'y a pas d'effet significatif de la saison ni du type d'élevage
(engraisseur vs naisseur-engraisseur).
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Tableau 2. Facteurs associés aux prévalences sérologiques et virologiques du VHE

Sérologie VHE VHE Foie

R (IC 95%) R (IC 95%) R (IC 95%) R (IC 95%)
Région
Nord-Ouest 0,8 (0,4; 1,4) 0,7 (0,1; 4,8) 4,4(1,2;15,9) 2,0(0,5; 7,8)
Centre-Ouest 0,7 (0,3; 1,7) 0,4 (0,05; 2,9) 2,6 (0,5 14,2) 1,0(0,2; 5,9)
Nord-Est 0,5(0,2;0,9) 0,2 (0,02; 1,2) 0,4 (0,08; 1,8) 0,4 (0,07; 1,9)
Sud-Est 0,5(0,2; 1,6) 0,3 (0,02; 4,2) 3,1(0,6; 17,1) 1,2 (0,2; 7,6)
Sud-Ouest 1 0,22 1 0,03 1 0,001 1 0,06
Région majeure de production
Grand-Ouest 1.1(0.6; 2,1) 3,9 (1,4-11,0)
En dehors du Grand-Ouest 1 0,72 0,0 0,03 1 0,01 3,7(1,6;87) 0,003
Saisons 0,96
Eté 0,8 (0,5 1,4) 1,0(0,3;3,2) 11 (0,4; 3,3)
Automne 1,1(0,7;1,9) 0,4 (0,7, 1) 1,2 (0,3;5,2) 0,8 (0,3; 2,1)
Hiver 1,5 (0,8; 3,0) 0,7 (0,2, 1,7) 1,4 (0,4; 4,9) 1,2 (0,4; 3,8)
Printemps 1 0,34 0,8 (0,2;2,9) 0,28 1 0,96 1 0,86
Type d'élevage
Engraisseur 1,3(0.72,2) 1,4 (0,5 3,7) 2,3(0,9;5,9) 2,6 (1,1, 6,0)
Naisseur-engraisseur 1 0,37 1 0,51 1 0,09 1 0,03
Sérologie VHE individu
Positive 2,8(1,2;6,2)
Négative NA NA NA NA 1 0,01 NA NA
Séroprevalence intra-élevage (%)
> 25 6,7 (2.1, 21,6) 3,7 (1,1, 12,1)
Jo-25] 3,2(0,9;11,2) 1,8 (0,6; 5,3)
Négative NA NA NA NA 1 0,006 1 0,07

NA : not available

vs naisseur-engraisseur). La charge génomique (en nombre de génomes
équivalents/g de foie) a pu étre estimée entre 103 et 108 GE/g de

Prévalence du VHE dans les foies de porc
prélevés a l'abattoir

L'analyse de la prévalence virologique du VHE chez les porcs
domestiques a été réalisée sur un total de 3715 foies, provenant des
mémes 186 élevages. La prévalence des élevages ayant au moins un
animal a foie VHE positif au moment de l'abattage est estimée a 24 %
[17;31] (Tableau 1). La prévalence individuelle est de 4 % [2; 6], ce qui
correspond a la prévalence du VHE dans les foies entrant dans la chaine
alimentaire. Ici également, il existe un fort lien entre une prévalence
élevée et une origine géographique du Grand-Ouest (Tableau 2). Il ny
a pas d'effet significatif de la saison ni du type d'élevage (engraisseur

30

Nombre de porcs VHE+

005 115225 3 35 4 455 556 657 758 85 9 95 10105

Log (copies de génome équivalent/g)

Figure 2. Nombre de porcs ayant un foie positif pour le VHE en
fonction de la charge virale estimée (en nombre de copies de
génome par gramme de foie)
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foie (Figure 2). Pour un des foies, la présence de virus infectieux a été
confirmée par inoculation chez le porc.

Epidémiologie moléculaire du VHE chez 'Homme

En fonction des réponses indiquées dans les questionnaires retournés
au CNR, 106 cas autochtones d’hépatite E ont été inclus dans cette
étude. Ces cas autochtones ont été diagnostiqués dans 67 % des cas
chez des patients résidant dans le sud de la France (gradient croissant
Nord-Sud). Les cas autochtones sont observés majoritairement
(51,4 %) chez les hommes de plus de 50 ans.

Analyse phylogénétique des souches humaines et animales
Afin de définir s'il existe un lien entre le réservoir animal et les cas
humains, les séquences de VHE isolées dans les foies (n=43) ont
été alignées et comparées aux séquences isolées chez 'Homme par
le CNR (n=106) pendant la méme période de temps (mai 2008 a
novembre 2009). Lanalyse des séquences fait apparaitre la présence
de VHE appartenant exclusivement au génotype 3 et de sous-types
3¢, 3e, 3f et un non défini, différent des sous-types précédemment
décrits (Figure 3). La proportion de chaque sous-type est la méme chez
'Homme et le porc avec une majorité de sous-type 3f (76,7 % chez le

Tableau 3. Répartition des différents sous-types dans chaque
population

3c 3e 3f non défini To:al
% (n) % (n) % (n) % (n)

Séquences
humainess  151(16)  47(5)  726(77)  76(8)

Séquences

porcines 934

47@ 767(33) 93(4) 43

Total 13,4(20) 47(7) 73,8(110) 871(12) 149
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Porcins = 77%
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Humains = 67%
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Sous-types 100 km

non défini

Figure 3. Distribution géographique des séquences humaines et
porcines de VHE

Les séquences humaines sont indiquées en noir et les séquences
porcines en rose. Les différents sous-types sont représentés par
différents symboles (indiqué dans la légende) selon le code
couleur précédemment indiqué en rapport avec l'espéce
concernée. Les proportions des séquences humaines et
animales sont indiquées selon une démarcation Nord-Sud
symbolisée par la ligne en pointillé

porc et 73,3 % chez'Homme) (Tableau 3). La majorité des cas humains
associés au sous-type 3f est retrouvée dans la région Provence-Alpes-
Cote d'Azur, alors que chez le porc c'est dans le Grand-Ouest que le
sous-type 3f est majoritaire (Figure 3). Il est également & noter que la
majorité des cas humains se trouve dans le sud de la France (67 %) alors
que la majorité des élevages porcins est dans le Nord (et en particulier
dans le Nord-Ouest) de la France (77 %). A l'intérieur d'un élevage les
séquences retrouvées chez différents animaux ont une forte identité
(»99%) (Tableau 4). A lexception de trois élevages géographiquement
proches pour lesquels il a également été observé de forte identité de
séquence (Tableau 4, Figure 4), la majorité des élevages présente une
séquence unique chez tous les animaux. Chez 'Homme, des séquences
identiques (99-100 %) ont été retrouvées chez des patients sans liens
épidémiologiques entre eux. La proportion d'identité entre les souches
humaines et porcines peut étre élevée, atteignant 99,3 %. Deux paires
de séquences humaine/porcine trés proches (>99% identité) ont été
retrouvées a grande distance (> 200 km) l'une de l'autre et d'abord chez
le porc puis ensuite chez 'homme (Figure 4).

Discussion

Ces résultats obtenus montrent que le cheptel porcin francais est
trés largement contaminé par le VHE. Comme dans les autres pays
dits « non endémiques », Etats-Unis, Japon et pays d’Europe, le VHE
est trés répandu chez l'animal et représente une source majeure
de contamination pour 'Homme. Cette enquéte francaise est la
premiére a inclure un échantillonnage aussi important prélevé en
abattoirs (6 565 sera et 3715 foies analysés) (Rose et al., 2011).

La présence de VHE a été retrouvée dans 4% des foies. Cette
prévalence est du méme ordre de grandeur que celle observée en
Allemagne (4 %) (Wenzel et al., 2011) mais inférieure & celle des Etats-
Unis (11 %) (Feagins et al., 2007) ou des Pays-Bas (6,5 %) (Bouwknegt
et al., 2007). Ces différences pourraient étre liées a des pratiques
d'élevage différentes et/ou un abattage plus tardif en France laissant
le temps a une élimination naturelle du virus. Lassociation entre une

Tableau 4. Répartition des différents sous-types dans chaque
population

Mini Moyenne | Médiane Max
(%) (%) (%) )
67,8 85,2 87,7 100

Séquences humaines ) ) )

Séquences porcines/
méme élevage 990 99,7 99,7 100

Séquences porcines/
élevages différents Ak clerl Eheie =Rl

Séquences humaines et
borcines 68,4 85,4 87,6 99,3
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® @ 10)uin2008

02 Dec 2008 @
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Figure 4. Distribution géographique des séquences humaines et
porcines ayant plus de 99% d'identité

Les séquences humaines sont indiquées en noir et les séquences
porcines en rose. Les séquences ayant de 99 a 100% d'identité
sont indiquées par des fléches (noires pour les séquences
humaines, roses pour les séquences porcines et vertes pour les
séquences homme/porc). Les dates de collecte sont indiquées
pour chaque séquence

prévalence élevée du VHE dans les élevages et l'origine Grand-Ouest
souligne également que les pratiques d’élevage, dans les zones a forte
densité porcine, pourraient favoriser la diffusion du VHE.

Les quantités de VHE retrouvées dans les foies peuvent étre élevées
(108 GE/g) (Rose et al., 2011), ce qui représente un risque de
contamination pour le consommateur. En effet, la dose infectante
du VHE par voie orale chez 'Homme reste a ce jour imprécise mais
l'utilisation d'un modéle d'infection chez le primate a montré que
104 copies de génome permettent une infection productive avec un
génotype 1 (Tsarev et al., 1995). La consommation crue de denrées
contenant du foie de porc cru fortement contaminé peut donc
constituer un risque d'infection. Ces résultats sont en accord avec
l'identification récente de cas humains associés a la consommation
de saucisses a base de foie de porc cru (figatelli), consommées crues
dans le sud de la France (Colson et al., 2010).

Les cas humains d’hépatite virale E sont en majorité des hommes
de plus de 50 ans et la région de résidence des cas diagnostiqués
présente un gradient croissant Nord-Sud. L'age des patients atteints
est concordant avec les situations épidémiologiques des pays
industrialisés et contraste avec les régions endémiques ol ce sont
surtout les jeunes adultes qui sont touchés. Ceci peut étre lié aux
génotypes circulants en régions endémiques (génotypes 1 et 2) qui
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seraient plus virulents (Purcell and Emerson, 2008). De plus, L'origine
des contaminations entre ces deux profils épidémiologiques est
probablement différente, puisque les génotypes 1 et 2 n'infectent pas
les animaux, ce qui suggere qu'il n'y a pas de transmission zoonotique
en régions endémiques et que la voie hydrique est prépondérante. Le
gradient croissant Nord-Sud observé ici corrobore une autre étude
portant sur la répartition géographique des cas d’'hépatite E aigué
sur le territoire frangais avec une majorité des cas dans le Sud (85 %)
(Renou et al., 2008).

Les différences de répartition géographique entre les élevages et les
cas humains permettent d'écarter une origine environnementale de
ces contaminations. Sachant que les porcs peuvent étre originaires
d’une région mais ensuite transformés et distribués sur l'ensemble
du territoire francais, une transmission par la voie alimentaire est
hypothése privilégiée (Bouquet et al., 2011).

La comparaison des séquences de VHE présentes chez 'Homme et le
porc a permis de montrer une circulation tres active des mémes sous-
types et dans les mémes proportions dans ces deux populations. Les
séquences identiques entre élevages sont géographiquement proches,
suggérant une source locale de contamination alors qu'au contraire,
les séquences humaines identiques sont trés distantes (>200 km)
écartant ainsi une origine locale. De plus, les séquences identiques
chez 'Homme et le porc sont également géographiquement tres
distantes (>200 km), écartant une origine locale.

En conclusion, l'ensemble de ces résultats constitue une avancée
majeure en matiere de connaissances sur ['étendue de l'infection par
le virus de l'hépatite E aussi bien chez 'Homme que chez l'animal. Ces
travaux permettent de définir le niveau d'endémicité du VHE en France
chez le porc et de montrer que la voie alimentaire (consommation de
denrées contenant du foie de porc cru et consommées crues) peut
étre une source de transmission zoonotique du VHE. Ces résultats
constituent une base de données qui va permettent de définir les
mesures de surveillance et de contréle a mettre en place afin de
limiter les transmissions zoonotiques du virus de 'hépatite E.

L'ensemble de ces travaux a été réalisé grace au soutien de ['Agence
nationale pour la recherche: PNRA 07-008 HEVZOONEPI. Les
auteurs sont reconnaissants a Aurélie Lunazzi, Virginie Dorenlor,
Thiziri Merbah et Florent Eono pour leur assistance technique, ainsi
qu'a Marc Eloit et Frangois Madec pour leur soutien scientifique.
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