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1 Introduction

Aprés un bref rappel des caractéristiques du virus de I’hépatite E (VHE) et de sa
pathogénicité, seront présentées les principales données épidémiologiques dans les pays a
faible niveau d’hygiéne puis dans les pays industrialisés. Le caractére zoonotique du virus,
plus récemment mis en évidence, sera aborde parmi les différents modes de transmission du
virus en zone non endémique. Nous évoquerons ensuite les manifestations cliniques de
I’hépatite aigiie virale E puis sa forme chronique rencontrée chez certains patients
immunodéprimeés. Enfin, nous aborderons le diagnostic biologique de cette pathologie
« émergente » en France afin d’en venir a la partie expérimentale de ce travail de thése qui a
consisté a la mise en place du diagnostic moléculaire du VHE au laboratoire de Virologie du
CHU de Grenoble.

1.1 Caractéristiques du virus

1.1.1 Historique

C’est en 1980 que Khuroo et al. ont suspecté pour la premiére fois le VHE d’étre ’agent
responsable d’hépatites aigués a transmission féco-orale, dites non A non-B, lors d’une
épidémie dans la vallée du Kashmir en Inde survenue entre novembre 1978 et avril 1979 [1].
D’autres épidémies d’hépatites aigués d’origine hydrique non-A non-B ont ensuite été
décrites en Inde, au Népal et en Afrique [2]. C’est Balayan et al, virologue russe, qui identifia
le nouveau virus en 1983 en développant la maladie aprés auto-inoculation orale d’extraits de
selles poolés contaminées. L’infection a ensuite été reproduite chez des primates cynomolgus
[3]. Le clonage partiel du virus, alors nommé virus de 1’hépatite E, a été réalisé par Reyes et
al. en 1990 [4] suivi par la caractérisation moléculaire du génome entier de la souche
prototype Burma en 1991 par Tam et al. [5] puis de la souche prototype Mexico par Huang et
al. I’année suivante [6].

Des études rétrospectives ont montré qu’une des premieres épidémies d’hépatites E d’origine
hydrique était survenue dans les années 1955-1956 a New Delhi en Inde [7] mais il semblerait
que le virus, a ’origine de formes endémo-épidémiques, ait été présent de maniére plus

ancienne [8].
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Le caractére autochtone de I’infection et le potentiel zoonotique du virus ont été suspectés
dans les années 1990 dans les pays développés suite a I’identification de la premicre souche
animale du VHE chez le porc par Meng et al. en 1997 [9] et par la description concomitante

de souches genétiquement proches liées a de rares cas autochtones aux USA [10].

1.1.2 Taxonomie et structure

Le VHE a été classe initialement dans la famille des Caliciviridae sur la base de similarités
morphologiques et d’organisation génomique [11]. Suite a des analyses phylogeniques, le
virus est classé depuis 2004 dans la famille des Hepeviridae, genre hepevirus dont il est
actuellement le seul représentant. Différentes especes sont présentes chez les mammiféres et
sont regroupées en 4 génotypes majeurs. Un 5°™ génotype a été isolé chez les oiseaux et
constitue une espéce aviaire qui pourrait subir des modifications de taxonomie [12].

Le virus correspond a une petite structure sphérique, de 27 a 33 nm de diametre, non
enveloppée. Il est constitué d’une capside icosahédrique renfermant un ARN monocaténaire

de polarité positive d’une longueur d’environ 7,2 kilobases. Un seul sérotype est décrit [13].

1.1.3 Caractéristiques physicochimiques

Le virus est relativement résistant dans le milieu extérieur comme tous les virus entériques
non enveloppés. De par sa transmission oro-fécale, il peut résister a ’acidité gastrique et aux
sels biliaires pour survivre dans le milieu intestinal et est détecté dans les eaux usees. In vitro,
il est sensible a la chaleur (autoclavage a 120°), aux désinfectants habituellement utilisés dans
I’inactivation des virus entériques (hypochlorite de sodium pour le traitement de I’eau,
glutaraldéhyde pour la désinfection des surfaces) malgré une baisse significative de leurs
efficacités en présence de matieres organiques. La température de conservation du virus
recommandée est de -80°C sachant qu’il a pu étre détecté sur des échantillons conservés a -
20°C apres plus de 10 ans [13].
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1.1.4 Organisation génomique

Le génome & ARN monocaténaire de 7,2 kilo-bases en moyenne est constitué de 3 cadres de
lecture partiellement chevauchants nommés ORF1, ORF2, ORF3. Il est encadré par 2 courtes
séquences non codantes, de 27 a 32 nucléotides a I’extrémité 5’ (coté ORF1) et de 65 a 74
bases a son extrémité 3’ (co6té ORF2), probablement impliquées dans la régulation de la
traduction et réplication virale [5]. L’ARN est coiffé en 5°. Cette région aurait un réle dans
I’initiation de la réplication virale [14]. L’ARN se termine en 3’ par une queue polyadénylée
de longueur variable [13]. La mise en évidence d’un ARN subgénomique bicistronique codant
I’ORF2 et I’ORF3 in vitro [15], puis sur un modele du porc [16], montre que I’ORF3
chevauche ’ORF 2 mais ni ’ORF2 et ’ORF3 ne chevauchent I’ORF1 [11]. Les principales

régions géniques du virus sont présentées sur la figure 1.

Transmembrane sequence
Polycysteine region

ORF3

Hypervariable region —
Hydrophobic region

orrF2 | |
Signal ;:meprtiu:ieJ AA A

Figure 1 : Représentation schématique de I'organisation génomique du virus de I’'hépatite E.
Représentation des 3 cadres de lecture ORF1, 2 et 3 ainsi que les différents domaines : méthyl-

&, "] B,

, . s , o . . JeT] ,
transférase . domaine YE. cystelneproteaser proline &, domaine X** hélicase™ polymérase

sites glycosylés’l‘ +(extrait de Aggarwal et al [2])

Le cadre de lecture ORF1 localisé a ’extrémité 5’ représente environ 5000 bases soit les 2/3
du génome. Il code une polyprotéine non structurelle de 186 KDa impliquée dans la
réplication du virus. Plusieurs domaines fonctionnels conservés ont été identifiés dont une
méthyltransférase, une hélicase, une cystéine protéase et I’ARN polymérase ARN-dépendante
du virus [17]. Deux structures de type «stem-loop», localisées au niveau de la région non
codante en 3’ et de la queue poly-A, permettent une liaison spécifique de la polymérase au
génome viral [18]. Le complexe de réplication virale pourrait interagir au niveau du réticulum
endoplasmique [19]. La région hyper variable serait impliquée au niveau de 1’efficacité de la

réplication virale [20]. Le domaine X possede une activité ADP-Ribose-Phosphatase. Le
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domaine Y est de fonction inconnue. Les mecanismes traductionnels et de maturation de
I’ORF1 sont peu connus [11, 21].

Le cadre de lecture de I’ORF2 situé a I’extrémité 3°, d’une longueur de 2000 bases
approximativement, code pour la protéine de capside de 660 amino-acides (71 kDa). Il
contient un peptide signal pour le réticulum endoplasmique et probablement 3 sites N-
glycosylés impliqués dans I’infectivité du virus [22, 23]. La protéine de capside interagit avec
I’extrémité 5° du génome viral dans le processus d’encapsidation [24]. La protéine contient
plusieurs sites immunogénes et d’épitopes neutralisants [25].

L’ORF3 contient environ 370 bases. Elle code une phosphoprotéine variable de 123 acides
aminés (13 kDa) associée au cytosquelette [13]. Elle est essentielle pour I’infectivité du virus
in vivo chez I’animal mais pas in vitro [21]. Elle posséderait des fonctions dans la
morphogénése et pathogénese du virus avec un réle possible dans:

- I’assemblage des virions en se liant avec I’ARN viral et la protéine de capside [26],

- I’excrétion des virions en étant présente a la surface des virions associée a des lipides [27],

- la régulation de 1’expression génique virale [28],

- la régulation de la machinerie cellulaire en favorisant la survie cellulaire et en diminuant la

réponse immune de I’hote [29, 30].

1.1.5 Cycle de réplication

Le cycle de réplication du virus a été établi a partir de modeles expérimentaux chez les
primates (macaques et chimpanzés), complétés chez le porc, a partir de la propagation du
virus sur des hépatocytes primaires [13]. Il est similaire au modéle attribué aux virus a ARN
de polarité positive [31].Les principales étapes de réplication virale sont présentées sur la
figure 2. Le virus se réplique dans le cytoplasme des hépatocytes. Les virions néoformés sont

excrétes dans les canaux biliaires puis dans les selles.
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Figure 2 : Cycle de réplication du VHE.

1 : Ralentissement des virions via des protéoglycanes, 2 : Attachement du virus, 3 : Internalisation, 4 :
Décapsidation, 5 : Traduction des protéines non structurales, 6 : Synthése de brins d’ARN négatifs,
7a,b: Synthése d’ARN positifs subgénomiques, 8: Synthése des protéines structurales, 9:
Assemblage des virions, 10a,b : Excrétion des virions impliquant la protéine ORF3, 11 : Maturation
virale extra-cellulaire. (extrait de Ahmad et al. [31])

Les mécanismes d’attachement cellulaire et d’entrée du virus sont peu connus. Actuellement,
aucune interaction avec un récepteur cellulaire n’a été décrite [11]. La production de pseudo-
particules virales (VLP : virus-like particles) dans le systeme baculovirus a permis des
avancées concernant la compréhension des mécanismes cellulaires impliquant la capside
virale notamment lors de son interaction avec la cellule héte. Une analyse cristallographique a
pu mettre en évidence un domaine E2s (AA 455-602 de I’ORF2) qui serait nécessaire a
I’attachement cellulaire du virus. Ces avancées ont également des implications concernant
I’immunogénicité du virus [32].

D’autres sites de réplication du virus ont été mis en évidence par la détection de brins d’ARN
subgénomiques au niveau de I’intestin gréle, du colon et des tissus lymphatiques [33]. Le
virus a éte détecté au niveau des cellules mononuclées du sang sans marqueur de réplication
[34].
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1.1.6 Diversité

Plusieurs schémas de classification ont été proposés depuis 1999 mais la classification
couramment admise permet de regrouper les souches du virus en 4 génotypes impliqués en
clinique humaine. Elle se base sur 1’analyse compléte du génome et/ou une large portion de
371 bases de I’ORF1, concernant les nucléotides 80 a 450, qui est corrélée a I’analyse faite
sur I’ensemble du génome [35].
Ces 4 génotypes se différencient par leur répartition géographique et leur spectre d’hote.
Le génotype 1 a été isolé lors d’épidémies ou de cas sporadiques chez I’homme dans les
régions tropicales et subtropicales en Afrique et en Asie ou le virus est connu pour étre
endémique. Le génotype 2, isolé initialement au cours d’une épidémie a Mexico, a été décrit
en Afrique de I’Est (Nigéria, Tchad, Namibie). Le génotype 3, mis en évidence initialement
lors cas autochtones aux USA, a été retrouvé depuis dans de nombreux pays industrialisés en
Europe (Royaume-Uni, France, Pays-Bas, Espagne, Autriche, Grece, ltalie), au Japon,
Australie, Nouvelle-Zélande. Le génotype 4 a été isolé de cas sporadiques en Chine, Taiwan,
Japon et Vietnam [2].
Les génotypes 1 et 2 sont considérés comme strictement humains. A ce jour, aucune souche
de ces 2 génotypes n’a été identifiée formellement chez le porc hormis une souche de
génotype 1 «like » amplifiée a partir d‘un cochon au Cambodge [21]. A D’inverse, les
génotypes 3 et 4 ont été caractérisés chez ’homme mais également dans le régne animal,
principalement chez le porc. Le génotype prédominant chez le porc est généralement celui
impliqué dans la majorité des cas humains de la méme région a I’exception de 1’Inde ou les
génotypes porcins sont de type 4 alors que les cas rapportés sont issus du génotype 1 [2].
Les différents sous-types, 24 au total, reposent sur la classification de Lu et al. 2006 apres
analyse génétique de 421 souches [36]. Le génotype 3f prédomine en France [13]. D’autres
sous-types du génotypes 3 prédominent dans différentes régions du globe [37] .
La diversité génétique du virus a été évoquée des 1’identification des 2 premiéres souches
prototypes d’origine humaine. Des analyses phylogéniques ont montré un important
polymorphisme génétique lié a des mutations ponctuelles ou a des insertions-délétions [38].
L’analyse de séquences nucléotidiques du génome entier montre une variation inter-génotype
de 22,1 & 26,7%. Les génotypes 3 et 4 sont les plus hétérogénes [36, 39]. L’une des
hypothéses émise repose sur une réplication virale «a bas bruit » dans le réservoir animal
sauvage et domestique [40].
Plusieurs nouveaux variants ont été rapportés chez le lapin, le rat, le sanglier [12, 41].
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L’existence de quasi-especes a également été demontrée et pourrait étre associée a une
pathogénicité plus forte [42, 43].

Le génotype aviaire (5°™ génotype), identifié en 2001 aux USA est responsable
d’hépatomégalie chez le poulet. Il se différencie par un génome plus court de 6,6 Kb et une
homologie réduite de 50% avec les souches de mammiféres. Cette souche aviaire n’est pas

transmissible au primate ni au porc [11].

1.1.7 Pouvoir pathogéne

Les mécanismes impliqués dans la pathogénicité du VHE sont mal caractérises. 1l semble que
les dommages causés par le virus soit plus le fait d’une réponse immunitaire cytotoxique
qu’un effet cytopathogéne direct du virus. En effet, la virémie précéde de plusieurs jours les
manifestations biochimiques et histopathologiques [44] et il n’existe pas de preuve d’un effet
cytopathogene direct du virus [11].

Une réponse immune innée a été montrée en cas d’infection aigué impliquant notamment les
cellules natural killer et natural KillerT [45].Une réponse cellulaire adaptative a été mise en
évidence par Srivastava et al. 2007 [46] avec une expansion des cellules CD4 en comparaison
avec un groupe contrble. La faible réponse immune périphérique observée serait liee a la
migration et a la séquestration des cellules immunes au niveau hépatique [29].. L’étude par
immunochimie de biopsies hépatiques a montré localement une infiltration prédominante de
CD8 activés contenant des granzymes [47]. L’immunité humorale est également impliquée
dans I’éradication du virus [48, 49].

Les facteurs intervenant dans la pathogénese, liés a 1’héte ou au virus sont mal connus.
Concernant les facteurs liés a I’hote, plusieurs sont mis communément en avant dont la
grossesse, 1’age, une hépatopathie chronique et un contexte d’immunodépression [11, 39].
Concernant les facteurs liés au virus, selon des observations épidémiologiques, cliniques et
expérimentales, les génotypes 1 et 2 seraient plus virulents que les génotypes 3 et 4 [8, 50,
51]. Le génotype 4 semble néanmoins lié a des manifestations plus séveres que le 3 [39]. Des
études expérimentales chez le primate ont montré que la presentation clinique de la maladie

était dose-dépendante [52].
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1.2 Epidéemiologie

Plusieurs voies de contamination par le VHE sont maintenant connues. Les voies de
transmission possibles sont 1) la voie féco-orale liée a une consommation d’eau ou d’aliments
souillés 2) la voie alimentaire par ingestion de produits issus d’animaux contaminés 3) le
contact avec des animaux infectés 4) la voie parentérale par transfusion 5) la voie materno-
feetale. La transmission oro-fécale liée majoritairement au péril fécal sévit dans les pays en
voie de développement ou les conditions sanitaires sont mauvaises. Les cas de transmission
liés au réservoir animal sont davantage attribues aux pays industrialisés. On différencie ainsi 2
profils épidémiologiques dans le monde selon le niveau d’endémicité du virus associés
chacun a leurs principaux modes de transmission. Les caractéristiques épidémiologiques,

clinigues et génotypiques sont distinctes [53].

1.2.1 Pays a faible niveau d’hygiéne

Le virus constitue un probleme majeur de santé publique dans ces pays ou il serait
responsable de plus de 50% des cas d’hépatites aigués virales [51]. On estime qu’un tiers de
la population mondiale a été infectée par le VHE principalement en Asie, Afrique, Proche-
Orient et Amérique centrale. En Inde, le VHE serait responsable de 2,2 millions d’hépatites
aigués par an [54]. Les régions a forte endémicité pour le VHE sont représentées sur la figure
3. Le virus y est a ’origine d’épidémies et de cas sporadiques. Le génotype principalement

impliqué est le 1 [55].
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Figure 3: Distribution mondiale des cas d’hépatites E.
(extrait de Teshale et al. [55])

Les épidémies de VHE sont connues pour étre fréquentes et resurgir a nouveau quelques
années plus tard. Elles concernent plusieurs centaines a milliers d’individus. La source est
généralement unique et liée a une contamination hydrique par des matieres fécales. La
contamination est provoquée par I’insuffisance, I’absence ou I’arrét de traitement des eaux
usées ou des égouts, le déplacement de populations lors de conflits armés, de catastrophes
naturelles ou d’inondations ou la combinaison de ces éléments [56].Les taux d’attaque sont
généralement élevés de 1 a 15% et les adultes jeunes masculins (15-35 ans) sont les plus
touchés [51]. Les taux de mortalité vont de 0.2 a 4% et sont supérieurs a ceux observés avec
le virus de I’hépatite A (0,1-2,5%). La mortalité semble plus élevée chez la femme enceinte,
surtout pendant le 3°™ trimestre de grossesse, avec des taux variant de 10 & 25% [55].
Plusieurs hypothéses physiopathologiques (immunologique, hormonale et virologique) sont
évoquées [57]. La propension a développer des hépatites fulminantes est également plus
élevée chez la femme enceinte. Elle pourrait étre comparable avec celle des patients ayant une
pathologie chronique hépatique associée [58-60] car les femmes enceintes pourraient étre sur-
représentées dans les études épidémiologiques [61].

Les cas sporadiques sont semblables a ceux développés lors d’épidémies en termes d’age, de

présentation clinique et de pronostic [61]. La détection réguliere du virus dans des égouts
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suggere également une circulation permanente du virus malgré 1’absence d’épidémies [55,
61].

La transmission interhumaine du VHE semble limitée contrairement a d’autres virus entéro-
transmissibles [53, 61]. La transmission mere-enfant a été décrite mais rare [53, 55, 61]. Le
VHE est associé a des atteintes séveres en cours de grossesse comme la prématurité, les petits
poids de naissance et un sur-risque de mortalité périnatale. La transmission parentérale via la
transfusion sanguine a été décrite [62] mais sa contribution aux données épidémiologiques est
incertaine [61]. Quelques épidémies liées a une transmission alimentaire ont été décrites. La
durée d’incubation longue de la maladie (jusqu’a 10 semaines) rend 1’implication d’éventuels
aliments particuliers difficiles a établir [53].

Les données de séroprévalence difféerent par rapport au virus de I’hépatite A. Les taux sont
moins élevés et atteignent de 15 a 60% en fonction des pays. Les anticorps anti-VHE sont
rarement détectés chez I’enfant et atteignent un plateau vers 40% chez 1’adulte jeune sans
évolution ultérieure [51, 54]. Seule I’Egypte se différencie avec un profil proche de I’hépatite
A, comme par des formes asymptomatiques plus fréquentes chez les femmes enceintes, peut-

étre liées a des sous-types 1 différents [54].

1.2.2 Pays développés

1.2.2.1 Données épidémiologiques

Dans les pays de faible endemicité du virus, le virus représente une part minoritaire des cas
d’hépatites virales aigués. Aucune épidémie n’a été rapportée [55, 61]. Le virus est
responsable d’hépatites chez le voyageur et est souvent observé au sein de populations
immigrées. La part des infections importees représente environ 10% des cas comme en France
a 2/3 des cas aux USA selon Khuroo et al. [54]. La constatation plus récente de cas
autochtones a été appuyée par la description de cas sporadiques ou de petites séries dans
plusieurs pays : USA, Europe (dont le Royaume-Uni, la France, les Pays-Bas, 1’ Autriche,
I’Espagne et la Gréce), Asie-Pacifique (dont le Japon, Taiwan, Hong-Kong et 1’ Australie) [61,
63]. L’incidence du VHE dans les pays développés n’est pas connue [55]. Plusieurs raisons
sont évoquées comme des performances des tests diagnostiques variables, 1’absence de
notification obligatoire dans la plupart des pays, associées a une méconnaissance du virus [54,

55, 63]. La France et I’Allemagne ont commencé a donner les lers chiffres d’incidence dans
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les pays industrialisés avec une incidence de 50-100 cas d’hépatites cliniques autochtones
chaque année [54]. Des données similaires sont rapportées dans la littérature [63-67].
L’augmentation récente des cas rapportés (Royaume-Uni, France, Japon) semblerait plus en
lien avec une augmentation des demandes de diagnostic et 1’arrivée de meilleurs outils plutot
qu’a une incidence plus forte de I’infection [51]. Cependant, ces chiffres pourraient étre sous-
estimés et des cas d’hépatites E pourraient étre classés a tort comme étant d’origine toxique
[68].

Les cas autochtones sont plus fréquemment rencontrés chez I’homme d’age moyen a élevé.
Les taux de mortalité observés sont plus élevés que dans les pays endémiques et vont de 8 a
11%. Environ, 15% des patients présenteraient des complications hépatiques ou extra-
hépatiques. Comme en zone d’endémie, la présence d’une hépatopathie chronique sous-
jacente serait un facteur de mauvais pronostic avec des taux de mortalité atteignant 70% [51].
En France, des cas d’hépatites E autochtones ont ét¢ décrits dés 1996 dans plusieurs régions
de France métropolitaine. La surveillance de 1’hépatite E, réalisée par le Centre National de
Reférence (CNR) des hépatites a transmission entérique (Hopital d’instruction des armées du
Val-de-Grace, Paris, France), décrit une situation épidémiologique stable en 2008. Les
dernieres données disponibles répertorient en 2009 environ 200 cas majoritairement
autochtones. La proportion des cas autochtones était de 63% en 2006 et 60% en 2008.

Les principales informations épidémiologiques de 2008 sont :

- une détection des cas autochtones sur tout le territoire frangais associée a la persistance d’un
gradient Nord-Sud,

- la présence d’une majorité d’hommes de plus de 55 ans infectés par le génotype 3,

- la consommation de viandes de porc crues et les occupations de chasse comme facteurs
d’exposition majoritairement cites.

Une surveillance renforcée du virus a été mise en place en 2010 par I’Institut National de
Veille Sanitaire en collaboration avec le CNR afin de mieux préciser le contexte
épidémiologique des cas [13].

Concernant les données de séroprévalence dans la population générale dans les pays
industrialisés, les taux peuvent étre assez élevés jusqu’a 20-30% malgré une grande variabilité
selon les études [69]. Ils vont de 3 & 20% en Europe [51], de 1,9 a 14,1% au Japon [70] et de
17 a 21% aux USA [51]. Les taux de séroprévalence selon I’age montrent une augmentation
réguliére chez ’adulte et la personne plus agée [56]. Plusieurs études montrent des facteurs
d’exposition responsables d’une plus grande circulation du virus selon les régions [40]. En

France, les taux de séroprévalence décrit chez les donneurs de sang sont de 3,2% en région lle
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de France et Pays de Loire [71], 8% a Marseille [72] et 16% dans la région du Sud-Ouest
[73]. Le facteur d’exposition retrouvé dans cette derniere étude est la chasse. Des études de
séroprévalence parmi différentes populations potentiellement a risque de transmission
parentérale ont été conduites. Des taux variant de 0 a 14,5% ont été retrouvés chez des

hémodialysés chroniques [74].

1.2.2.2 Hypothese zoonotique

Les expériences d’inoculation réussies de souches porcines chez les primates dés 1990 et de la
souche humaine US-2 chez le porc sain ont conduit a apporter des preuves de passage de la
barriére d’espéce et ont pu faire évoquer la possibilité d’un réservoir animal chez le porc ou
d’autres animaux. En paralléle, de nombreuses souches d’origine porcine ont été mises en
évidence comme de forts taux de séroprévalence dans certains troupeaux [35, 51].

Les preuves d’une transmission zoonotique ont été apportées par 1’identification de cas de
transmission directe du virus de I’animal a I’homme. Plusieurs cas ont été décrits au Japon et
en France dans les suites de consommation de viande de porc contaminée, de sanglier ou de
cerf cru ou insuffisamment cuite [57]. Deux études rapportent des cas confirmés de
transmission alimentaire zoonotique au Japon [75, 76]. L’origine de la contamination se base
sur un faisceau d’arguments épidémiologiques et virologiques dont une identité¢ de séquences
nucléotidiques entre le cas humain et la souche isolée au niveau des denrées alimentaires
conservées [57]. En France, la probable contamination en 2006 d’un couple originaire de
Tours apres un voyage dans le sud de la France et la consommation de viande de porc séchée
corrobore 1’hypothése d’une transmission alimentaire [77]. De méme, plus récemment, une
étude cas-témoin publiée en 2010 par Colson et al. rapporte 3 épidémies marseillaises
indépendantes liées a la consommation de figatelles, saucisses de foie de porc consommees
fréguemment crues [72].

La présence du VHE dans les denrées alimentaires issues du porc a été retrouvée dans 5
études indépendantes realisées au Japon, au Pays-Bas, Inde, Corée du Sud et aux Etats-Unis.
De 1 a 11% des foies vendus dans le commerce contenaient le virus. Son infectiosité a été
démontrée dans 1’une de ces études [78]. Une étude similaire est actuellement réalisée en
France (projet ANRS/HEVZOONEPI) [79, 80]. L’inactivation du virus dans les denrées
alimentaires a été étudiée. Le virus reste infectieux apres une cuisson de 1 heure a 56°C mais
est inactivé aprés une température interne de 71°C pendant 5 minutes suggérant la persistance

du risque en cas de cuisson insuffisante [81]. De plus, d’autres produits non cuits comme les
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salaisons pourraient étre potentiellement infectieux du fait de la résistance du virus a des
conditions naturelles peu favorables y compris la congélation [57].

Les facteurs d’exposition alimentaire retrouvés dans la littérature comprennent également la
consommation de gibier [82]. Une étude de type cas témoin conduite en Allemagne rapporte
la consommation d’abats et de viande de sanglier comme associée un risque significatif de

contamination par le VHE [66].

Les données justifiant une transmission par contact direct avec un animal sont rares [51]. De
fortes séroprévalence ont été rapportées auprés de personnels d’abattoir, de vétérinaires et
producteurs de porc [11]. Une étude aux USA a montré un sur-risque de 1,5 de portage
d’anticorps anti-VHE chez des vétérinaires par rapport a une population contréle de donneurs
de sang randomisée [83]. Un probable cas de transmission par contact étroit avec un animal
de compagnie (cochon nain) avec son propriétaire a été rapporté a Marseille [84]. De grandes
quantités de virus peuvent étre excrétées dans les selles par I’animal et représentent la source

probable de contamination [11].

Le r6le de I’environnement reste a préciser. Une contamination par les rejets des animaux
n’est pas exclue mais discutable Des études conduites en Espagne et au Pays-Bas ont isolé a
partir d’eaux usées ou de riviéres des séquences montrant des clusters avec des séquences de
cas autochtones et de porcs. Ces données suggerent des possibilités de transmission par un

contact direct ou ingestion orale d’eaux contaminées avec un inoculum compatible [56].

1.2.2.3 Autres modes de transmission

Un autre mode de contamination par voie alimentaire suite a 1’ingestion de crustacés a été
étudié en 2008 au Royaume-Uni dans les suites d’une épidémie de jaunisses pendant un tour
du monde en croisiere. L’infection était significativement associée a la consommation de
coquillages [85]. Ce facteur de risque a été rapporté lors de questionnaires alimentaires dans
plusieurs pays (Italie, France et Royaume-Uni). Plusieurs crustacés sont connus comme
potentiellement vecteurs de virus entéro-transmissibles et un inoculum fort pourrait étre
transmis surtout s’ils sont consommés crus [56].

La transmission parentérale demeure exceptionnelle dans les pays industrialises a ce jour. Elle
est possible du fait d’une phase virémique précédant les symptomes cliniques et

biochimiques. Dans les pays industrialisés, au moins 6 cas ont été décrits en France et au
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Japon par transfusion de produits sanguins labiles [70, 86]. Le risque est li¢ a 1’absence de
dosage systématique des transaminases lors du don comme en France et aux USA et au risque
potentiel de donneurs virémiques initialement asymptomatiques au niveau clinique,
biochimique et sérologique comme deécrits au Japon [57]. Des cas de transmission
nosocomiales ont également été decrits [87, 88]. Plus récemment, Kaba et al. ont recherché la
séroprévalence du virus au sein d’une population de sans domicile fixe (SDF) dans le sud de
la France. Ils rapportent une séroprévalence de 11.6% dans cette population et décrivent une
association entre le portage d’IgG anti-VHE et la toxicomanie qui pourrait représenter une
voie de contamination par le virus [89].

La transmission verticale du virus n’a jamais ét¢ décrite dans des pays développés.

Les différentes voies de transmission confirmées, probables ou suspectes sont schématisées

sur la figure 4.
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Figure 4 : Voies de contamination par le VHE.
(lignes rouges: voies de contamination confirmées, pleines noires : fortement probables, hachurées
noires : potentielles). (extrait de Dalton et al.[51])
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1.2.2.4 Réservoir

Le réservoir du virus est principalement humain en zone d’endémie.

Concernant le réservoir animal, le cochon domestique et le sanglier sont les principaux
réservoirs pour les génotypes 3 et 4 dans le monde [11]. Plusieurs études ont été menees dans
le but de déterminer les différents réservoirs animaux potentiels du VHE. Des anticorps anti-
VHE, ou contre un agent tres proche, ont été mis en évidence chez de nombreuses especes
animales. Elles regroupent les porcs, sangliers, cervidés, lapins, rats, mangoustes, chevaux,
chats, chiens, moutons, chévres et bovins. Les espéces chez lesquelles le génome viral a été
mis en évidence (i.e. multiplication du virus) sont uniquement les porcs, sangliers, cervidés,
lapins, rats et mangoustes. Des anticorps anti-VHE ont été détectés dans des élevages de porcs
a hauteur de 30 a 80%. En France, 50% des porcs en age d’étre abattus sont séropositifs pour
le VHE.

Seuls les génotypes 3 et 4 peuvent infecter 1’animal qui est généralement asymptomatique.
L’infection naturelle chez le porc est marquée par une contamination précoce par voie féco-
orale vers 1’age de 10 semaines puis le virus se réplique activement dans le foie pour étre
fortement excrété dans les féces entre 12 et 18 semaines. Pendant la virémie, le virus peut étre
retrouvé dans d’autres organes comme les muscles (longissimus, biceps femoris, iliopsoas).
En cas d’infection tardive, des animaux peuvent arriver a ’abattoir entrainant ainsi un risque
d’exposition au VHE par ’alimentation. L’étendue du réservoir au sein de la faune sauvage
est moins bien connue. Le sanglier et le cerf sont porteurs du virus et il est retrouvé chez 40%

des sangliers et 34% des cerfs dans certains pays d’Europe [80].

1.3 Clinique

La présentation clinique de 1’hépatite E est semblable au tableau d’hépatite aigué causée par
les autres virus hépatotropes. La durée d’incubation varie de 2 & 9 semaines avec une
moyenne de 40 jours. Le spectre d’expression clinique est large allant de formes
asymptomatiques a des hépatites fulminantes. Prés de la moitié des cas seraient
asymptomatiques ou pauci-symptomatiques [79]. La symptomatologie la plus fréqguemment
rencontrée est une hépatite aigué cytolytique d’évolution favorable [40]. La phase
prodromique est inconstante et se manifeste par une asthénie, de la fiévre et des troubles
digestifs pendant 3 a 7 jours puis la phase d’état correspond a un ictére de 2 semaines. La
fréquence des formes cholestatiques est de 20% [90]. Les manifestations extra-hépatiques du
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virus sont rares. De rares atteintes neurologiques (radiculites, syndrome de Guillain-barré,
encéphalites), thrombopénies, polyarthrites et pancréatites ont été décrites [91-94]. Des cas de
réinfections ont été également été rapportés [51].

Lorsque la biopsie hépatique est réalisée, 2 formes d’hépatites aigués, dites classique et
cholestatique, peuvent étre observées. La forme classique est la plus fréquente avec une
activité nécrotico-inflammatoire généralement marquée. Les lésions sont une nécrose
hépatocytaire confluente ou focale, sous la forme de corps acidophiles isolés ou d’hépatocytes
ballonnises, associée a une inflammation portale et parenchymateuse mixte polymorphe et
lymphocytaire. Une inflammation lymphocytaire prédominante avec nécrose parcellaire
(région périportale) peut faire rechercher une hépatite chronique virale ou une étiologie auto-
immune associée [51, 95]. Une forme dite classique est présentée sur la figure 5.
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Figure 5: Forme classique d’hépatite E aigué sporadique autochtone.
Présence d’une nécrose acidophile lobulaire confluente (tétes de fleche) et inflammation sinusoidale
marquée polymorphe (fleche) (X40). (extrait de Selves et al. [95])

Depuis quelques années, une évolution vers la chronicité a été décrite dans 3 contextes
d’immunosuppression : maladie hématologique, transplantation, et infection par le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH). Quelques cas ont été rapportés en France et au Japon
chez des patients porteurs de lymphomes traités par chimiothérapie éventuellement associée a
une greffe de cellules souches hématopoiétique [96, 97]. Concernant la population d’individus
infectés par le VIH, 2 formes chroniques ont été décrites dont une d’évolution vers la cirrhose
[98, 99]. Des taux de CD4 supérieurs a 200/mm3 semblent favoriser 1’éradication du virus
[100]. La majorité des hépatites E chroniques ont été décrites chez les patients transplantés de
rein (ou rein-pancréas) et de foie. A Toulouse, I’évolution vers la chronicité est estimée a 60%
sur 38 patients transplantés d’organes solides dans le Sud-Ouest de la France [82]. Les

molécules immunosuppressives et leurs posologies paraissent moduler 1’éradication du virus
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[101]. Des cas de cirrhoses ont été décrits. Une évolution cirrhogene plus rapide est rapportée
principalement chez les transplantés rénaux [41].

Les lésions histologiques a la phase aigué, décrites sur une série de 20 cas dans la région sud-
ouest, montre des lésions d’hépatite aigué classique principalement sous la forme d’une
nécrose lobulaire isolée. Ces Ilésions observées sont moins séveres que chez
I’immunocompétent. L. hépatite chronique est caractérisée par une fibrose portale progressive,
une inflammation lymphocytaire souvent dense dans les espaces porte et des degres variables

de nécrose parcellaire. Ces lésions sont similaires aux hépatites chroniques virales C [95].
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Figure 6: Hépatite E chronique chez un patient tranplanté.

A : Phase aigué avec quelques foyers nécrotiques lobulaires et discrete inflammation portale, B :
Hépatite chronique virale avec infiltrat lymphocytaire portal dense et nécrose parcellaire (X20).
(extrait de Selves et al. [95])

Un cas de réactivation a été décrit chez un patient atteint d’une leucémie apres allogreffe de

cellules souches hématopoiétiques [102].

1.4 Traitement et prophylaxie

Le traitement de 1’hépatite aigué de I’immunocompétent est uniquement symptomatique.
Concernant [’hépatite E chronique, une baisse de I’immunodépression, [’utilisation
d’interféron pégylé ou de Ribavirine donnent des résultats favorables sur quelques cas testés
[101, 103, 104].

Les mesures prophylactiques reposent sur ’hygie¢ne en zone d’endémie. Les mesures dans les
pays autochtones reposent sur des consignes alimentaires de cuisson a cceur des produits a

base de produits porcins ou de gibier notamment pour les groupes a risques.
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Des essais, en phase Il1, prometteurs ont été conduits pour 2 vaccins [105, 106]. Ils reposent
sur des protéines recombinantes de la protéine de capside ORF2 contenant les sites d’épitopes
neutralisants. L’ un exprime une protéine de capside tronquée (position 112-608) produite
dans un systeme baculovirus, le second une protéine tronquée, p239 (position 368-606),
produite par E. Coli [31].

1.5 Diagnostic biologique

Le diagnostic biologique de I’hépatite E repose sur la détection du virus ou de son ARN et des
marqueurs sérologiques spécifiques (IgM anti-VHE, 1gG anti-VHE). Dans les pays
développés, cette recherche doit étre associée au contexte: sé¢jour ou non en zone d’endémie,
facteurs favorisants éventuels (profession, loisirs, habitudes alimentaires), date des
prélévements par rapport a la cytolyse hépatique [40]. Elle doit également étre réalisée chez
tout sujet immunodéprimé ayant une hépatopathie chronique inexpliquée [41].

Le diagnostic biologique pragmatique d’une hépatite aigue E, proposé par Dalton et al. en
2008 [51], repose sur la présence d’au moins 1’un des 3 parameétres suivants associé a une
élévation des transaminases :

- ARN du VHE positif,

- positivité des IgM spécifiques,

- majoration du taux des 1gG anti-VHE lors de 2 prélevements consécutifs.

Les critéres diagnostics de 1’hépatite E chronique chez le patient immunodéprimé ne sont pas
établis mais reposent communément sur la détection de I’ARN du virus pendant une durée
supérieure a 6 mois associée le plus souvent, mais pas nécessairement a la présence d’IgM et

ceci, quel que soit la réactivité des 1gG [57].

Plusieurs techniques de mise en évidence directe du virus existent ou sont en cours de
développement. Elles sont peu ou pas de pratique courante. D une part, la mise en évidence
directe des particules virales dans les selles par immuno-microscopie électronique n’est pas
utilisée en routine du fait de la brieveté de I’excrétion fécale, de son inadaptation a I’examen
d’un grand nombre d’échantillons et d’une sensibilité médiocre [38]. D’autre part, la mise en
culture du virus est limitée a des laboratoires spécialisés du fait d’une praticabilité restreinte
[38] et par manque d’efficacité constatée sur hépatocytes primaires ou de multiples lignées

cellulaires couramment utilisées [107]. Okamoto a décrit plus récemment un systeme de
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réplication virale plus efficace sur cellules cancereuses humaines du foie (PLC/PRF/5) et du
poumon (A549) attribuée a un inoculum trés élevé d’une souche de génotype 3 [107]. Enfin,
concernant la recherche des antigénes viraux du VHE, une équipe chinoise en 2006 a élaboré
une technique Elisa destinée a détecter des protéines de capside du VHE pour les génotypes 1
et 4. Malgré une fenétre de détection des antigénes étroite, les auteurs évoquent un benéfice

diagnostic en pré-séroconversion anti-VHE [35].

1.5.1 Evolution des marqueurs diagnostiques
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Figure 7 : Représentation schématique de I'évolution des marqueurs biologiques lors d’une infection
virale E. (extrait de Dalton et al. [51])

L’évolution schématique des marqueurs biologiques de I’infection virale E est décrite sur la
figure 7. La réponse humorale suit une évolution classique avec la détectabilité des IgM lors
du début des symptdmes ou des anomalies biologiques hépatiques puis les 1gG atteignent
rapidement un pic pour persister plusieurs années. Les transaminases atteignent un pic vers 6
semaines pour se normaliser a la 10°™ semaine. Les IgM culminent pendant la phase aigué de
la maladie et disparaissent entre 3 et 6 mois. Les IgG apparaissent au pic des transaminases et
suivent une ascension pendant la phase symptomatique. Elles ont été détectées jusqu’a 12 ans

aprés I’infection. Le virus peut étre détecté dans le sang et les selles par RT-PCR entre 7 et 15
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jours avant [’¢élévation des transaminases. La virémie persiste pendant la phase
symptomatique de 21 a 28 jours (de 17 a 48 jours possible) pour se négativer dans les suites
de la régression clinique. Le pic de la virémie se situe pendant la période d’incubation et la
phase précoce de la maladie. L’excrétion fécale est prolongée de 2 semaines par rapport a la

virémie [29, 51, 57].

1.5.2 Diagnostic sérologique

Les outils diagnostics permettant la mise en évidence indirecte du VHE sont principalement
basés sur la recherche des 1gG et IgM anti-VHE par les techniques ELISA (Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay). D’autres moyens diagnostics peuvent étre utilisés en complément ou
sont en cours de validation pour compléter 1’interprétation des profils biologiques rencontrés:
avidité des 1gG, IgA anti-VHE.

Il existe plusieurs trousses sérologiques commercialisées afin de détecter les IgG et IgM
specifiques du VHE. Elles sont basées principalement sur des méthodes immuno-
enzymatiques ou immuno-chromatographiques et sont semi-quantitatives. Elles se
différencient par les séquences d’aminoacides des antigenes coatés dérivés de I’ORF2, de
I’ORF3 et par leurs modes de production (protéines recombinantes ou peptides de synthese)
ce qui leurs conférent des performances variables [40].Ces trousses ont été développées
principalement & partir de virus de génotypes 1 et/ou 2. Actuellement, 8 trousses sont
disponibles en France dont un test rapide de type immuno-chromatographique utilisé pour la
recherche des IgM pour les diagnostics d’urgence. Les principales caractéristiques de ces kits
ainsi que leurs performances diagnostiques retrouvées dans la littérature sont décrites dans le
tableau 1.

Concernant les performances liées a la détection des IgM, le défaut de sensibilité est le plus
souvent attribué a une infection débutante tandis que les faux positifs sont en général liés a
des réactions croisées en présence de sérums hyperimmuns (réactions polyclonales non
spécifiques liées a d’autres infections virales aigués) [57]. Une étude realisee en zone
d’endémie montre un faible niveau de détection chez le patient virémique asymptomatique
[108]. La spécificité des derniers tests commercialisés destinés a la détection des IgM anti-
VHE, dont le test rapide immunochromatographique, s’est accrue avec une forte diminution

du nombre de réactions non specifiques [40]. Les performances diagnostiques chez
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I’immunodéprimé semblent similaires selon une étude francaise aupreés de 38 patients
transplantés d’organes solides [82].

Concernant les performances liées a la mise en évidence des 1gG, de fortes variations entre
certaines trousses pourraient exister [109]. Herremans et al. propose une combinaison de test
(Elisa et Blot) pour obtenir des performances diagnostiques suffisantes en zone de faible
endémicité [110]. Il semblerait également que la sensibilité des trousses pour mettre en
¢vidence la présence d’IgG chez I'immunodéprimé soit plus faible que chez
I’immunocompétent [41]. L’absence de séroconversion est possible et a été estimée de 1 a

4% des cas par an en Chine [111].

La mesure de I’avidité des IgG, déterminée grace a I’adaptation de trousses ELISA, constitue
un outil complémentaire dans l’interprétation des résultats sérologiques en 1’absence de
détection virale. Ce test mesure la force de liaison des Ag-Ac des IgG grace a I’utilisation
d’un agent dénaturant et permet de distinguer une infection récente caractérisée par une faible
affinité d’une infection ancienne associée a une plus forte avidité [57]. Le CNR a développé
une technique qui détermine le caractére récent d’une infection en cas de faible avidité

inférieure a 40% et plus ancien, de plus de 6 mois, en cas d’avidité supérieure a 60% [112].

L’utilité diagnostique de la recherche des IgA anti-VHE montre des résultats contrastés [35].
Une augmentation de spécificité diagnostique a été décrite par certaines équipes lors de leurs
recherches seules ou associées aux IgM anti-VHE [113, 114] tandis qu’une faible sensibilité

notamment en cas d’infection par le génotype 3 a été rapportée [115].

Tableau 1 : Principales caractéristiques et performances des kits commerciaux disponibles en France.
Les données concernant les caractéristiques du virus ont été adaptées selon Zehner et al. [116].
(Ig tot : immunoglobulines totales, Rec : recombinant, G : génotype, IC immunochromatographique)
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Antigénes
issus de Antigénes issus
) Tes_ts Fabricants Principe du test Nature du test I‘QRF3 de _I'_ORFZ Pr(?dut_:tlpn de Souches Sensibilité (%) Spécificité Populat[ons testées Orlglnq des
sérologiques (position des (position des I'antigéne prototypes (%) (ou génotypes) données
acides acides aminés)
aminés)
pORF2 (71kDa) (1-660)
Test développé par la VLP (56Kda) S pakistanaise
WRAIR* Elisa quantitatif (112-660) rec (G1) 86 (Ig tot) 89 (Ig tot) Népal [117, 118]
92-97(IgM) 100 (IgM) Népal [119]
84 (lg tot) 100 (lg tot) Indonésie [108]
91 (IgM) 100 (IgM) Indonésie [108]
ASSURE® MP pORF2-1 (394- Népal, Chine,
HEV IgM Diagnostics IC en phase inverse | semi-quantitatif 660) rec S Burma (G1) 96 97,7 Indonésie Fabricant
Rapid Test 93 99,7 Indonésie, Népal 120
96,7 98,6 Népal, Chine [121]
82 100 France (49/50 G3) 122
HEV IgM MP pORF2-1 (394- Népal, Chine,
ELISA 3.0® Diagnostics Elisa qualitatif 660) rec S Burma 98 96,7 Indonésie Fabricant
88 99,5 France (49/50 G3) [122]
VHE MP Elisa qualitatif,IgG 4-2 (91-123) 3-2 (619-660) rec S Burma et Mexico 97 99,3-98 zones épidémigues Fabricant
ELISA® Diagnostics (G2) -
89 86 Indonésie 108
86,7 92,1 Taiwan [123]
100 93 8 Gl [110]
88 93 Pays-Bas (16 G3) 110
RecomLine 02-N, 02-C, 02- G1 et 3 (sauf O2-
HEV Immunoblot semi-quantitatif 03 M rec M) 85,6(IgM) 99,5(IgM) Inde fabricant
lgG/IgM® Mikrogen 100 (IgM) 97 (IgM) 8 G1 [110]
88(IgM) 97(IgM) Pays-Bas (16 G 3) 110
97,5(1gG) 85(1gG) Inde fabricant
100 (IgG) 90 (IgG) 8 G1 [110]
100(IgG) 90 (IgG) Pays-Bas (16 G3) 110
HEV IgM® Dia.Pro Elisa qualitatif ?(91-123) T42 V (619-660) synthese S Burma >98 >98 Mexigue, Birmanie fabricant
90 100 France (49/50 G3) [122]
HEV IgG® Dia.Pro Elisa qualitatif ?(91-123) T42V (619-660) synthése S Burma 100 >99,5 Non précisé fabricant
HEV-IgM pE2 (394-608)
ELISA® Wantai Immunocapture qualitatif [124] rec S chinoise (G1) 97,9 98,8 Non précisé fabricant
97 100 Chine [125]
HEV-1gG pE2 (394-
ELISA® Wantai Elisa qualitatif 608)[124] rec S chinoise (G1) 98 >99 Non précisé fabricant
98 83,8 UK (18 G 3) 109

*non commercialisé




1.5.3 Biologie moléculaire

Le diagnostic biologique de certitude de 1’hépatite E repose sur la mise en évidence du génome
viral principalement dans le sang et/ou les selles par RT-PCR. L’ARN viral peut également étre
mis en évidence au niveau du tissu hépatique et de la bile [35]. Le génome du VHE est détecté
par technique de RT-PCR en point final ou RT-PCR en temps réel. Des systéemes multiplex ont
également été développés [126, 127]. La région majoritairement amplifiée se situe au niveau de
la région de I’ORF2 codant pour la protéine de capside qui est trés conservée [40]. Aucune

technique de détection du VHE n’est commercialisée a ce jour en France.

Plusieurs techniques de RT-PCR « maison » en point final ou conventionnelle sont décrites dans
la littérature [128-130]. La technique de Cooper et al., utilisée par le CNR en 2010, utilise une
région de I’ORF2. Elle permet la détection des 4 génotypes du VHE.

De nombreuses techniques par RT-PCR temps réel sont décrites dans la littérature. Elles sont
présentées dans le tableau 2 d’aprés Merviel et al. [126]. Elles ont été évaluées a partir
d’échantillons humains, de porcs et de I’environnement. Certaines peuvent détecter les 4
génotypes. Elles peuvent étre quantitatives avec des limites de détection variant de 4, 5 a 1000
copies/ml ou de 1 a 20 copies/réaction. La technologie Tagman® est largement répandue.

Des écarts de sensibilité entre les techniques moléculaires ont eté rapportés [131].

Les principales limites a la détection du virus sont liées a une fenétre de détection étroite pour
certains patients et une excrétion intermittente possible [124]. Inversement, la biologie
moléculaire permettrait le diagnostic de rares cas d’hépatites E sérologiquement muettes chez

I’'immunocompétent [132-134] ou I’immunodéprimé [82].

Tableau 2: Principales caractéristiques des techniques de RT-PCR temps-réel décrites dans la littérature.
Les données sont adaptées selon Merviel et al. [126].
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Validation

Année Echantillon Automate Sonde Cible des 4 L_|m|te de détection ou Précision l\f(,)mbre Références
. intervalle de mesure d'étapes
génotypes
2004 Selles LightCycler SYBR Green ORF2 non 10 copies/réaction Quantitatif 1 temps Orru et al[135]
j . . o Mansuy et
2004 Sérums/selles LightCycler Sondes Tagman ORF2 non 1000 copies/ml Qualitatif 2 temps al[136]
2005 Sérums/eaux RAPID Thermal Sondes Tagman ORF3 oui 4-4E9 copies/réaction | Quantitatif 1 temps Jothikumar et
Cycler al[137]
2006 Sérums ABI PRISM 7000 Sondes Tagman ORF2 ? 16,8 copies/réaction Quantitatif 2 temps Ahn et al[138]
2006 Sérums/selles LightCycler SYBR Green ORF2 non 4,5-4,5E4 copies/ml Quantitatif 1 temps Li et al[139]
2006 Sérums/selles LightCycler Sondes Tagman ORF2 oui .10'1QE9. Quantitatif 2 temps Enouf et al[140]
copies/réaction
o Albina-Gimenez
? ? ? ? ? ?
2006 Eaux ’ ’ ’ ’ ’ Quantitatif , et al[141]
Sondes Tagman et Gvarmarti et
2007 Selles/tissus RotorGene 3000 PPET(Primer Probe ORF2 oui 1-20 copies/réaction Quantitatif 1 temps yal[l 42]
Energy Transfer)
. 5,6E3-5,6E10 o
2007 Sérums ABI PRISM 7000 Sondes Tagman ORF3 non . PO Quantitatif 1 temps Zhao et al[143]
copies/réaction
2008 Sérum/selles ? Sondes Tagman ORF2 non 20 copies/réaction Quantitatif 2 temps Qiao et al[144]
2008 Sérum/salive/selles Applied Biosystems Sondes Tagman ORF2 non 25 copies/ml Quantitatif 1 temps Matsubayashi
7500 et al[145]
2009 Sérums/selles de Stratagene Mx3005P Sondes Tagman Etude comparative Ward et al[146]

porcs




L’étude des différentes techniques de RT-PCR temps-réel décrites dans la littérature et du
comparatif établi en 2009 par Ward et al. [146] nous a orienté vers la technique de Jothikumar et
al. En effet, ce denier montre une sensibilité supérieure de cette technique pour la détection des
virus de I’hépatite E de génotype 3 qui sont les plus fréguemment rencontrés en France. Sa mise
en place au laboratoire de Virologie du CHU de Grenoble est déecrite dans la partie expérimentale
de ce travail
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2 Objectifs

Le VHE s’avére étre a ’origine de cas autochtones dans les pays industrialisés en lien avec son
potentiel zoonotique récemment identifié. Ces cas sont associés a 1’émergence de souches
autochtones et sont étroitement surveillés par le centre national de référence des virus des
hépatites A et E en France. De plus, la constatation de formes de portage chronique du virus
d’évolution potentiellement grave a élargi le spectre d’implication du virus au sein de plusieurs

populations d’immunodéprimés.

Ainsi, compte-tenu de I’implication potentielle du VHE parmi plusieurs populations pris en
charge au CHU de Grenable, il nous est apparu nécessaire de mettre en place au laboratoire les
principaux outils diagnostiques virologiques du virus. Ce travail a donc porté initialement sur la
mise en place et 1’évaluation d’une technique de biologie moléculaire par temps-réel qui soit

rapide et fiable.

Ensuite, nous avons cherché a préciser les modes d’exposition potentiels au virus ainsi que son
impact clinique éventuel parmi 2 populations de patients immunodéprimés en se basant sur une

recherche sérologique et moléculaire du virus.

Nous avons ensuite cherché a préciser les modes d’exposition potentiels au virus ainsi que son
impact clinique éventuel parmi 2 populations de patients immunodéprimés en se basant sur une

recherche sérologique et moléculaire du virus.

La premiére étude porte sur la cohorte RIBAVIC de patients co-infectés par les virus de
I’hépatite C (VHC) et du virus de I’'immunodéficience humaine (VIH), inclus dans les années
2000, sur tout le territoire frangais, dans le but d’évaluer un protocole thérapeutique anti-viral C.
En effet, Kaba et al. en 2010 ont mis en évidence, au sein d’une population de SDF du sud de la
France, une association significative entre le VHE et ['usage de drogues injectables. Hors les
patients inclus dans RIBAVIC se sont majoritairement contaminés avec le VHC et le VIH par
injection de drogue. lls représentent donc un échantillon intéressant concernant ce mode de
transmission virale. La séroprévalence du VHE ainsi que la présence d’ARN viral ont donc été

investigués dans cette population.
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La seconde étude concerne les patients transplantés hépatiques suivis au CHU de Grenoble. Des
données récentes, majoritairement issues du sud-ouest de la France, montrent une implication
clinique forte du VHE au sein de cette population avec un risque accru d’hépatite E chronique.
Nous avons donc souhaité évaluer le niveau d’exposition a ce virus dans notre population de la
région grenobloise en recherchant les marqueurs sérologiques et moléculaires du virus en pré et
post-transplantation. En fonction des premiers résultats obtenus et de 1’analyse des données
clinico-biologiques, une recherche de cas d’infections ou de réactivations virales a été réalisée
afin de mieux connaitre I’impact de ce virus en transplantation hépatique dans une zone ou la

prévalence dans la population générale serait plus faible que celle des études publiées.
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3 Matériel et méthodes

3.1 Diagnostic sérologique du VHE

La recherche d’immunoglobulines (Ig) G et M spécifiques du VHE est réalisée avec les kits
Diagnostic Bioprobes Srl DIAPRO (Milan, Italie) commercialisés actuellement en France par la
societé Ingen (Chilly-Mazarin, France) (commercialisé auparavant par Adaltis). Apres
distribution manuelle des sérums, la technique est automatisée sur BEP 11l (Dade Behring, Paris,

France) selon les instructions du fabricant.

Il s’agit d’une technique qualitative ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de type
immunométrique (méthode sandwich antigéne), dite de 3°™ génération, réalisable sur sérum ou
plasma humain. Les antigenes du VHE coatés dans la plaque sont des peptides de synthése
dérivés des souches prototypes Burma et Mexico, codés par ’ORF2 et ’ORF3 et a I’origine
d’épitopes conservés et immonodominants.

Brievement, les sérums dilués au 1/21°™ pour les 1gG et au 1/101°™ pour les IgM sont mis a
incuber, 45 min pour les IgG et 60 min pour les IgM, a 37°C sur la plague coatée. La plaque est
ensuite lavee 5 fois et 100uL du conjugué (anticorps polyclonal anti-lgG ou anti-lgM marqué a
la péroxidase) est ajouté. Aprés 45 min d’incubation a 37°C pour les IgG, et 60 min pour les
IgM, et 5 nouveaux cycles de lavage, 100uL d’une solution substrat contenant de la tétra-méthyl-
benzidine (TMB) et du peroxyde d’hydrogene (H202) sont ajoutés sur la plaque. La lecture de la
densité optique (DO) a 450 nm s’effectue aprés 15-20 min d’incubation a température ambiante
et ajout du réactif d’arrét (acide sulfurique SN).

Pour le kit IgM anti-VHE, 1’ajout de 50uL d’une solution neutralisante en début de protocole,
permet de diminuer les interférences liées a la présence de fortes concentrations en 1gG anti-
VHE ou de facteurs rhumatoides.

Chaqgue expérience inclut un contréle négatif testé en triple pour les IgG et en double pour les
IgM, un calibrateur en 1gG (4 Ul/mL) passé en double et un contréle positif. 2 contrdles internes
ont été testés sur chaque seérie. Ils correspondent a des sérums de patients connus positifs en IgG
et IgM anti-VHE conservés a -20°C.

La valeur seuil de chaque série est calculée comme étant la moyenne des DO des 3 contrbles
négatifs et +0.350 pour les 1gG ou +0.250 pour les IgM. Les résultats sont exprimés en DO/
valeur seuil et sont positifs s’ils sont >1.1 pour les 1gG et >1.2 pour les IgM, négatifs s’ils sont
<0.9 pour les 1gG et <1 pour les IgM et douteux entre ces 2 valeurs.
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3.2 Diagnostic moléculaire de ’ARN du VHE par RT-PCR temps réel

La technique mise en place au laboratoire est adaptée de celle décrite par Jothikumar et al.
publiée en 2006.

1l s’agit d’une RT-PCR temps réel quantitative en une seule étape utilisant une sonde Tagman®.
La zone amplifiée compte 70 paires de bases. Elle se situe dans ’ORF3 en position 5261-5340
de la souche prototype Burma M73218. D’aprés la publication princeps sur 13 isolats, les 4
génotypes du virus sont correctement détectés par cette technique. Aussi, elle permet la détection

du virus sur différents types d’échantillons humains, de porcs ou de I’environnement.[137]

3.2.1 Extraction de PARN du VHE

Les échantillons de sérum ou plasma sont extraits manuellement grace au Kit QlAamp® Viral
RNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). La prise d’essai est de 200 uL et le volume
d’élution de 50 pL. Les échantillons de selles sont extraits sur 1’automate Easymag®
(Biomérieux, Marcy 1’étoile, France) avec le protocole spécifique B. La prise d’essai est de 15
mg ou une lentille de selles qui sont d’abord prétraitées par addition de billes de verre (Fisher
Emergo, Landsmeer, Pays-Bas) dans un volume de 400uL de tampon de lyse. L’ensemble est
vortexe et laissé a reposer 10 min. Une centrifugation de 3 minutes a 14 000tr/min permet de
récupérer 200uL de surnageant qui sont ensuite additionnés a 2 ml de tampon de lyse et

vortexes. L’¢luat est de 50uL.

3.2.2 Amorces et sonde utilisées

Les amorces et la sonde decrites par Jothikumar et al. sont décrites dans le tableau 3. Elles ont
¢été obtenues grace au logiciel Gene Runner 3.05 par I’alignement de 27 séquences de 4
génotypes différents issues de GenBank (National Center for Biotechnology Information
[NCBI]).

Les sondes et amorces sont synthétisées par Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Allemagne)
purifiées en chromatographie liquide a haute performance.
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Tableau 3 : Séquences et caractéristiques des amorces et de la sonde utilisées.
(extrait de Jothikumar et al. [137])

Noms Séquences Régions* Tm
Ag‘e‘r’lg"e IVHEVF 3-GGTGGTTTCTGGGGTGAC-5' 5261-5278 58,2°C
Amorce . ' o
stiaens  JVHEVR 3-AGGGGTTGGTTGGATGAA-S 5323-5340 53,7°C

Sonde JVHEVP 3-FAM-TGATTCTCAGCCCTTCGC-BHQ1-5" 5284-5301 56°C

*Positions des régions d’intérét établies en référence a la souche M73218-Burma.

3.2.3 Gamme de quantification

Une gamme de quantification de transcrits ARN a été réalisée en utilisant le kit T7
MEGASCript® (Ambion, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). A partir d’un prélévement
clinique contenant le virus de 1’hépatite E de génotype 3, une RT-PCR ciblant la région d’intérét
(ici ’ORF3) est réalisée avec 1’amorce JVHEVF modifiée en 3’ par 1’ajout de la région
promotrice de la T7 ARN polymérase. L’ ADNc ainsi obtenu est ensuite transcrit par la T7 ARN
polymérase pendant 3 heures a 37°C. Apres traitement a la DNase (1L pendant 15 minutes a
37°C), I’ARN synthétisée est dosée par spectrophotométrie a 260 nm, ce qui permet d’évaluer,
en fonction du poids moléculaire du transcrit, un nombre de copies/ml. Des dilutions successives
sont ensuite réalisées dans du DEPC-treated Water® (Ambion, Applied Biosystems,

Courtaboeuf, France) afin d’obtenir une gamme de 5 x 10° & 25 copies/ml.

3.2.4 RT-PCR temps réel du virus de I’hépatite E

La RT-PCR décrite initialement par Jothikumar et al. sur RAPID Cycler avec le kit QuantiTect
Probe RT-PCR Master Mix en 1 étape est adaptée pour pouvoir étre effectuée en une seule étape
avec le kit Superscript Il platinum® One-Step qRT-PCR (Invitrogen, Cergy Pontoise, France)
sur I’appareil de PCR en temps reel SmartCycler® Dx Cepheid (Orgentec. SAS, Trappes,
France). Les concentrations du mix ainsi que celles des amorces et de la sonde ont été adaptées
selon les recommandations du kit Invitrogen et sont décrites dans le tableau 4.

Le programme d’amplification a été également adapté a I’enzyme de RT-PCR utilisée. L’étape
de dénaturation a été raccourcie du fait des performances du Smart Cycler®. Les cycles de PCR

sont précisés dans le tableau 5.
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Tableau 4 : Mix de RT-PCR temps-réel pour le VHE grace au kit Superscript lll platinum® One-Step qRT-
PCR.

Mix pour 1 Concentration
échantillon finale
Reaction Mix 2X (6 mM MgSO4) 12,5 ul 3 mM MgSO4
MgSO, (50 mM) 0,3 ul 0,6 MM
Amorce JVHEV-F (10 uM) 1,25 ul 0,5 uM
Amorce JVHEV-R (10 pM) 1,25 ul 0,5 uM
Sonde JVHEV-P (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM
Superscript 11l RT/Platinum® Taq Mix 1yl % 0,04
(1X)
H>0 3,2 ul
Extrait patient 5 ul
Volume final = 25 ul

Tableau 5 : Programme d’amplification du VHE sur Smart Cycler®.

Etapes Analyse Température Durée Nombre de
cycles

Transcription inverse 55°C 15 minutes x1

Dénaturation 95°C 3 minutes x1

95°C 5 secondes X 45
Amplification Quantification 55°C 20 secondes
72°C 15 secondes

Refroidissement 40°C 30 secondes x1

Chague expérience comprend :

- un témoin négatif d’extraction (sérum physiologique a la place de I’échantillon a extraire)

- un contrdle négatif de PCR (sérum physiologique a la place de 1’extrait d’un échantillon)

- 4 points de gamme correspondant & 5 x 10°, 5 x 10*, 5 x 10° et 5 x 10 copies/ml permettant
d’établir une droite d’étalonnage.

D’autre part, afin de vérifier la présence d’ARN dans les extraits obtenus et 1’absence
d’inhibiteurs, une RT-PCR temps réel amplifiant '’ARNm du geéne de la GAPDH

(Glycéraldéhyde 3-phosphate déhydrogénase) est réalisée sur chaque extrait.
La quantification de chaque échantillon est donnée par le logiciel d’interprétation du Smart

Cycler® par comparaison du Cycle seuil obtenu (ou Ct) avec la droite d’étalonnage calculée a

partir des points de gamme. Le seuil de positiviteé retenu est de 30 unités de fluorescence.
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3.2.5 Techniques complémentaires utilisées

La technique de séquencgage utilisée au laboratoire est adaptée selon la technique de Cooper et al.
[128]. 1l s’agit d’une technique de RT-PCR en point final de type nichée. Elle permet
I’amplification d’une région conservée de ’ORF2. La taille de I’amplicon final est de 348 paires
de base.

Les biopsies tissulaires hépatiques fixées sont extraites selon les recommandations du
fournisseur par le kit RNeasy FFPE® (Qiagen, Courtaboeuf, France). Les biopsies fraiches sont
extraites selon les recommandations du fournisseur par le kit RNeasy® (Qiagen, Courtaboeuf,

France).

3.3 Evaluation des caractéristiques de la RT-PCR temps réel

3.3.1 Choix de la technique et spécificité des amorces et de la sonde

La conservation de la région cible d’amplification est validée par un alignement réalisé avec le
logiciel Multalin [147] de souches de différents génotypes du VHE d’origines géographiques
variées (7 souches de génotype 1, 6 de génotype 3 dont une porcine , 1 souche de génotype 2 et 1
de génotype 4). La sur-représentation des génotypes 3 et 1 est volontaire du fait de leurs plus
grandes fréquences de détection en France.

Aprés cette analyse bioinformatique, la vérification de la réactivité vis-a-vis des
différents génotypes du virus de 1’hépatite E est appliquée en testant 3 souches de genotypes 3
autochtones détectées au CHU de Grenoble dont la positivité a été établie par le CNR du VHE et
deux souches de génotypes 1, sous-types a et e, gracieusement fournies par ce centre de

référence.

Afin de vérifier la spécificité des amorces et sondes décrites par Jothikumar et al. une
analyse par BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) est réalisée sur la base de séquences

nucléotidiques du NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

De méme apres I’analyse bioinformatique, la spécificité de la technique est testée grace a
13 prélevements positifs vis-a-vis de différents virus potentiellement rencontrés lors de cytolyse

aigue. Deux plasmas différents positifs pour le virus de I’hépatite B (charges virales a 8 log

46


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

copies/ml), 2 pour le virus de I’hépatite C (6 et 7 log), 2 pour le virus de I’'immunodéficience
humaine (6 et 7 log), 2 pour le cytomégalovirus ( 5 et 6 log), 2 pour le virus Epstein-Barr (6 log)
et 1 pour le virus de I’hépatite A (charge virale a 8 log) ont été analysés en duplicate par RT-
PCR du VHE. 2 prélevements de selles positifs vis-a-vis de 1’entérovirus (sortant a 17 et 28 Ct

en technique qualitative) sont également testés.

3.3.2 Validation de la technique

L’¢évaluation de la technique est réalisée grace a des gammes de transcrits ORF3 allant de 5 x 10°

a 25 copies/ml.

3.3.2.1 Efficacité d’amplification (E)

En considérant la droite d’étalonnage représentant le cycle seuil en fonction du nombre de copies
du virus présents dans 1’échantillon, E peut se calculer grace 4 la relation suivante : E=10 C/Pe®),
En théorie, la répétition de n cycles de PCR aboutit a une accumulation exponentielle théorique
de 2n par molécule d’ADN car chaque produit de PCR est dupliqué a chaque cycle. E doit alors
se rapprocher le plus possible de 2 c'est-a-dire quand chaque produit de PCR est dupliqué a
chaque cycle [148].

Une gamme en 6 points: 5 x 10°%, 5 x 10°, 5 x 10%, 5 x 10° et 5 x 10% et 100 copies/ml, testés en

triplicat dans 4 expériences différentes permet d’estimer cette efficacité.

3.3.2.2 Linéarité et limite de détection

Le coefficient de régression linéaire moyen (R?) est obtenu & partir des mémes gammes décrites
plus haut sur 4 expériences. R? doit étre supérieur ou égal & 0,98 pour pouvoir conclure & une
corrélation entre 2 parametres.

La perte de linéarité permet de définir le seuil de quantification.

La limite de détection correspond a quantité minimale détectable avec une probabilité supérieure
a 95%. Elle a été déterminé sur 9 passages de dilutions du transcrit VHE de 100 a 25 copies/ml.
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3.3.2.3 Reépétabilité

La répétabilité (ou variabilité intra-essai) est évaluée par ’analyse de 3 échantillons de
différentes concentrations (100, 5x10°, 5x10° copies/ml) qui sont testés 4 fois lors de la méme

experience.

3.3.2.4 Reproductibilité

La reproductibilité (ou variabilité inter-essai) est testée par le passage des mémes 3 niveaux de
concentration sur 4 expériences différentes avec 4 opérateurs différents et 2 lots différents de kit

d’amplification.

3.4 Caracteéristiques des 2 populations

3.4.1 Patients co-infectés VIH-VHC

Les sérums a JO de 111 patients issus de la cohorte ANRS HC02 RIBAVIC [149] sont testés
pour le diagnostic sérologique et moléculaire du VHE. Cette cohorte regroupe des patients co-
infectés VIH-VHC recrutés dans 71 centres francgais de février 2000 a février 2002 en vue d’un
protocole thérapeutique anti-viral C.

Les principaux critéres d’inclusion dans I’étude sont un age compris entre 18 et 65 ans, des
transaminases (ALAT) supérieures a la normale, des lymphocytes CD4 > 200/mm3. Les patients
sont naifs de traitement anti-VHC et naifs ou contrélés pour le traitement anti-VIH.

Les sérums étaient stockés a -80°C.

3.4.2 Patients transplantés hépatiques (TH)

315 patients ont pu bénéficier d’une transplantation hépatique au CHU de Grenoble de 1986 a
mai 2010. 169 patients sont encore suivis au CHU en 2010 et possédent un sérum datant de
moins de un an stocké au laboratoire de virologie. Les sérums pré-transplantation de 81 de ces

patients sont disponibles grace a la banque de sérums du laboratoire datant de 2005.
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Initialement, une recherche systématique des marqueurs sérologiques et moléculaires en pré et
post-transplantation parmi ce groupe est realisée. Les premiéres données de seroprévalence sont
ainsi décrites complétées par les données épidemiologiques et cliniques disponibles.

Dans un second temps, dans le but de préciser et d’identifier d’éventuelles infections ou
réactivations virales survenues lors du suivi post-transplantation, une recherche clinico-
biologique est réalisée autour des cas positifs en 1gG et/ou IgM en pré et/ou post-transplantation.
Elle repose sur la recherche d’une cytolyse et/ou d’une cholestase hépatique inexpliquée ou de
Iésions suspectes sur les ponctions-biopsies hépatiques réalisées tout au long du suivi post-
transplantation. En paralléle, une recherche complémentaire des marqueurs sérologiques et
moléculaires du virus est réalisée sur les sérums disponibles au laboratoire. L’histoire médicale
des patients pour lesquels une infection par le VHE est confirmée est ensuite présentée sous

forme de cas cliniques.

Les données démographiques et clinico-biologiques associées aux patients de cette étude sont

issues du systeme informatisé de [’hopital.

En paralléle, une population témoin anonymisée de 221 personnes est testée en 1gG anti-VHE
afin d’estimer la séroprévalence locale du VHE. Ces sérums ont été prélevés en 2011 lors de
consultations de membres du personnel de I’hdpital en médecine du travail.

Les sérums sont conservés a -20°C.

3.4.3 Analyse statistique

La médiane et son écart interquartile ou IQR (Interquartile range) sont utilisés comme
parameétres statistiques descriptifs des 2 populations étudiées. L’IQR correspond a la différence

entre le troisieme (IQR3) et premier quartile (IQR1).

Les données sont analysées grace au logiciel Stata V11.1 (StataCorp 4905 Lakeway Drive,
Texas, Etats-Unis). Les variables sont analysées par le test du Chi-2 ou le test exact de Fisher.
Une valeur de p inférieure a 0,05 est considérée comme statistiguement significative. Une
régression logistique est utilisée pour confirmer si une donnée épidémiologique prédit la

présence de I’évenement recherché.
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4 Reésultats

4.1 Evaluation des caractéristiques de la RT-PCR temps réel

4.1.1 Choix de la technique et spécificité des amorces et de la sonde

4.1.1.1 Emplacement des amorces et sondes

Dans I’ORF 3, les amorces et sondes ont été choisies dans des zones peu variables comme le

montre 1’alignement de différents génotypes (cf figure 8).
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ATGGGTTCGCCACCATGCGCCCTAGGCCTCTTTTGCTGTTGTTCCTCTTIGTTTCTGCCTATGTTGCCCGCGCCACCGACCGGTCAGCCGTCTGGLCGLCGTCGTGEGCGGEGCAGLGGCGGTACCGELG
ATGG-GAT--CGCCATGCGCCCTAGGGCTGTTCTGTTGTTGCTCTTCGTGCTTCTGCCTATGCTGCCCGCGCCACCGGCCGGCCAGCCGTCTGGLCGCCGTCGTGEGCGGLGCAGCGGCGGTGLCGELG
ATGG-GAT--CGCCATGCGCCCTAGGGCTGTTTTGCTGTTGETCTTCGTGCTTCTGCCTATGCTGLCCGCGCCACCAELCGRCCAGCCGTCTRGLCGLCGTCGTGRGLGGLGCAGCGGLGETGLCGGCA
ATGG-GAC--CACCATGCGCCCTAGGGCTATTTTGTTGTTGTTCTTCGTGCTTCTGCCTATGCTGCCCGCGCCACCGGCCGGCCAGCCGTCTGGLCGTCGTCGTGEGCGGLGCAGCGGCGGTGLCGELG
ATGG-GAT--CACCATGCGCCCTAGGGCTGTTCTGTTGTTGTTCCTCGTGCTTTTGCCTATGCTGLCCGCGCCACCAELCGRCCAGCCGTCTGGLCGLCGTCGTGRGLGGLGCAGCGGLGGTGLCGGLG
ATGG-GAT--CACCATGCGCCCTAGGGCTGTTCTGLTGCTGTTCCTCGTGCTTTTGCCTATGCTGCCCGCGCCACCGGCCGRCCAGCCGRCTGGLCGTCGTCGTERECGGLGCAGLGGCGGTGLCGGLA
ATGG-GAT--CACCATGCGCCCTAGGGCTGTTCTGTTGTTGTTCCTCATGTTTCTGCCTATGCTGLCCGCGCCACCGELCGRTCAGCCGTCTGGCCGTCGCCGTGRGLGGLGCAGCGGLGGTGLCGGLG
ATGGAGATGCCACCATGCGCTCTCGGGCTCTTCTGTTTCTGCTCTTCGTGCTTCTGCCTATGCTGCCCGCGCCACCGGCCGATCAGCCGTCTGGLCGTCGCCGCEAECGGLGCAGLGGLGGTRLCHELN
ATGG , gat., ,caCCATGCGCcCTaGGgCT, TTETGETgL TGLTCeTC , TRETTeTGLCTATGe TGCCCRCGCCACCGgCCGGECAGCCGTCTGGLCGcCGELGELGEECGGLGCAGLGGLGGTgLCGGE
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CTCGGCTCCGCTTGECGTGACCAGGCCCAGCGCCCCRCCGETGLCTCACGTCGTAGACCTACCACAGC TEGGGCCGCGCCGLTAA
CTCGGCTCCGCTTGGCGTGACCABGCCCAGCGCCCCGCCGCTGCCTCACGTCGTAGACCTACCACAGC TGGGGLCGCGCCGLTAR
CTCGGCTCCGCTTGGCGTGACCAGGCCCAGCGCCCCGCCGCTGCCTCACGTCGTAGACCTACCACAGC TGGGGLCGCGCCGLTAR
CTCGGCTCCGCTTGGCGTGACCABGCCCAGCGCCCCGCCGCTACCTCACGTCGTAGACCTACCACAGC TGGGGLCGCGCCGLTAR
CTCGGCTCCGCTTGGCGTGACCAGGCCCAGCGCCCCGCCGCTGCCTCACGTCGTAGACCTACCACAGC TGGGGLCGLGCCGLTGA
CTCGGCTCCGCTTGGCGTGACCAGGCCCAGCGCCCCGCCGCTACCTCACGTCGTAGACCTACCACAGC TGGGGLCGCGCCGCTAR
CTCGGCTCCGCTTGGCGCGACCAGGCCCAGCGCCCCGCCGCTGCCTCACGTCGTAGACCTACCACAGC TGGGGCCGCGCCGCTAR
CTTGGCTCCACTTGGECGAGATCAGRCCCAGCGCCCCTCCGCTGLCTCCCGTCGCCGACCTRCCACAGCCGGGGETGLGRCGLTGA
CTCGGCTCCTCTTGGCGTGACCAGTCCCAGCGCCCCCCCGCTACCCCCCGTCGTCGATCTACCCCARCTGGGGC TGCGCCGCTAR
CTCGGCTCCTCTTGGCGTGACCAGTCCCAGCGCCCCTCCGCTGLCTCCCGCCGTCGATCTRCCCCARCTGRGGETGCGCCGTTAA
CTTGGCTCCGCTTGGCGTGACCAGTCCCAGCGCCCCCCCGCTGTCTCCCGTCGTCGATCTGCCCCAGCTGGGGLTGCGCCGLTGA
CTTGGCTCCGCTTGGCGCGACCAGTCCCAGCGCCCCTCCGCTGCCCCCCGTCATCGATCTGCCCCAGC TGRGGLTGLGLCGTTGA
CTTGGCTCCTCTTGGCGTGACCAGTCCCAGCGCCCCTCCGCTGCCCCCCGCCGTCGATCTGCCCCARCTGGGGLTGCGCCGLTGA
CTCGGTTCCGCTTGGCGTGACCAGTCCARGCGCCCCTCCGTTGCCCCCCGTCATCGATCTACCCCAGC TGGGGLTGCGCCGLTAR
CTCGGCTCCGCTTGGCGTGACCAGTCCCAGEGLCCCGCCGCTCCCGLCCGLCGTCGATCTGCCCCAGCTGGGGLTTCGCCGLTGA
CTeGGCTCCgCTTGGLGEGAcCAGLCCCAGCGCCCE, COGCTElCLCeCGLlGleGALCTEClcCAgCLGGGGLLECGeCGeTgA
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Figure 8 : Alignement des séquences correspondant a I’'ORF3 du VHE pour différents génotypes.
Les séquences sont notées selon leur génotype « Gx »,_leur n° d’accés pubmed/ le pays d’origine du
patient. Sw : swine (souche porcine). Les amorces et sondes décrites dans Jothikumar et al.et al.. sont
encadrées en noir. Les bases rouges sont les bases conservées dans toutes les séquences, les bleues
celles présentent dans la majorité des séquences en cas de différence et les noires, les minoritaires.

La mise en route du protocole selon les conditions définies initialement permet une détection du

virus de I’hépatite E chez les 3 patients connus positifs confirmes par le CNR. Tous sont de

génotypes 3.

Les Ct obtenus sont de 32,5, 33,01, et 37,37. Les courbes d’amplification des 3

patients sont présentées sur la figure 9A.
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Deux autres souches de génotypes 1, sous-types a et €, qui nous ont été fournies par le CNR sont
¢galement détectées. Les courbes d’amplification sont présentées sur la figure 9B. Les Ct

obtenus sont de 27 et 30 pour les souches de génotype le et 1a respectivement.
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Figure 9 : Courbes d’amplification des différents sérums disponibles au laboratoire.

A : Amplification de I’ARN du VHE pour les 3 sérums positifs connus de génotype 3 et B : Amplification
des souches de génotype 1a et 1 e (courbe verte : génotype 1a, courbe rouge : génotype 1e).

4.1.1.2 Specificité des amorces et sonde

L’analyse par BLAST sur la base nucléotidique du NCBI des amorces et de la sonde décrites par
Jothikumar et al permet d’obtenir, pour 1’amorce sens, du VHE pour les 185 premiers
alignements un pourcentage de similarité de 100% et une E Value & 0.89 (cf. figure 10). Le
premier organisme non VHE est donc en 186°™ position, il s’agit du géne humain 15g21.1
(Genbank AC090527.3) mais le pourcentage de similarité chute a 94 % et la E value augmente a
3.4 puis & 14 pour les alignements suivants. Pour I’amorce anti-sens, on commence a trouver
d’autres organismes que le VHE en 185¢me position et le pourcentage de similarité chute de
100% avec le VHE a 94% et la E Value varie également de 0.87 a 3.4 puis a 14 a partir du
220°™ alignement. Le méme résultat est retrouvé pour la sonde ol la premiére séguence non
3éme

VHE est retrouvée en 19 position. Par ailleurs, lorsque 1’on demande au logiciel d’exclure le

VHE de la recherche, il affiche qu’il ne trouve aucune similarité.
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Sequences producing significant alignments:

Accession ‘ Description | Max score Total score ‘ Query coverage |_ E value Mau ident
0il511103054|HME23777.1  Hepatitis E wirus strain sw1l 4bAT ORF2 and ORF3 genes, partial cds 36.2 6.2 100% 0.89 100%
2i]511103051|HME23776.1  Hepatitis E wirus strain sw10_D4AT ORF2 and ORF3 genes, partial cds 6.2 6.2 100% 0.83 100%
0i]311103043|HMEZ3775.1  Hepatitis E wirus strain sw7aAT ORF2 and ORF3 genes, partial cds 3.2 38.2 100% 0.89 100%
0il311103045|HME23774.1  Hepatitis E virus strain sw7_14T ORF2 and ORF3 genes, partial cds w2 36.2 100% 0.89 100%
2i|280420404|GUL1T7636.1  Swine hepatitis E virus isolate Sw28IT RNA-dependent RNA polymerase gi 3.2 38.2 100% 0.89 100%
0il308187319|HMA39264.1  Hepatitis E wirus isolate EChZ20, complete genome 8.2 6.2 100% 0.8% 100%
0il508184756|HMA397685.1  Hepatitis E virus isolate EChN22 capsid protein gene, partial cds 36.2 36.2 100% 0.8% 100%
0i|257756025|FI841980.1  Hepatitis E virus isolate Ch-MD-hul capsid protein gene, complete cds 6.2 38.2 100% 0.89 100%
0il3013241631GUL13961.3  Swine hepatitis E wirus isolate CHN-%J-5W13, complete genome 6.2 6.2 100% 0.8%9 100%

0il#98354346|ABSZ1806.1  Hepatitis E wirus genomic RMA, nearly complete genome, isolate: 1¥MN-Shi: 36.2 36.2 100% 0.8% 100%
1208354342 |ABE21805.1  Hepatitis E virus genomic RM&, nearly complete genome, isolate: JKS-Shiz 6.2 36z 100% 0.39 100%
11265013657 |GU361882.1  Swine hepatitis E virus strain hb-3, complete genome 6.z 8.2z 100% 0.89 100%

w
=
[

i|2681333772|GU206559.1  Hepatitis E virus isolate bjswi, complete genome 36.2 36.2 100% 0.89 100%
0i| 757766053 |F1641994 .1 Hepatitis E virus isolate Ch-MD-sw1 capsid protein gene, complete cds 6.2 100% 0.89 100%

L
=3
[

0il270772108|GULEEES1.]  Swine hepatitis E virus isolate WHO9, complate genome 36.2 36.2 100% 0.89 100%
1| 255520342 |FIO56757.1 Hepatitis E virus isolate HEY_RKI, complete genome 382 6.2 100% 0.89 100%
1| 238610604]AB480825.1  Hepatitis E virus genomic RM4&, complete genome, genotype 4, isolate: HE 6.2 382 100% 0.89 100%

L
=3
ra

i|237674179|AB457316.1  Hepatitis E virus genomic RMA, complete genome, genotype 3, isolate: JE 36.2 36.2 100% 0.8% 100%

Qi 237874125]|AB457317.1  Hepatitis E virus genomic RMA, complete genome, genotype 3, isolate: JE 36.2 6.2 100% 0.89 100%
0il226633068|FISEFE32 .2 Hepatitis E virus isolate SAAS-1DYS, complete genome 6.2 6.2 100% 0.83 100%
0i|224934936|F1763142 .1 Hepatitis E virus isolate KMIH-hHEW4, complete genome 36.2 36.2 100% 0.89 100%
0ilz23670945|4B481279.1  Swine hepatitis E virus genomic RNA, complete genome, isolate: swlR-PS 36.2 36.2 100% 0.89 100%
2il22367004114B451228.0  Swine hepatitis E virus genomic RMa, complete genome, isolate: swlB-ME 3.2 38.2 100% 0.89 100%
0il2236703371AB461227.1 | Swine henatitis F wirns aenamic BNA. mamnlete nennme. isnlate: swlR-HT 36.2 36.2 100% 0.83 100%

Figure 10 : Exemple des premiers résultats du BLAST de I'amorce sens.
Résultats obtenus sur le site NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) versus la base de données
« nucleotide collection ».

La spécificité de la technique est ensuite évaluée sur 13 prélévements négatifs pour le VHE mais
positifs pour d’autres virus pouvant étre a I’origine de cytolyses aigués. Aucun des échantillons
testés par le protocole de RT-PCR temps réel spécifique du VHE n’est positif. En revanche tous
sont positifs pour le géne de controle de la GAPDH entre 2,13 x10? & 1,50 x 10° copies/ml.
Aucune interférence entre la présence de virus responsables de cytolyses hépatiques et la RT-
PCR du VHE n’est donc mis en évidence (cf. tableau 6).

Tableau 6 : Evaluation de la spécificité de la technique de RT-PCR temps-réel pour le VHE.

Virus testé (type Nombre de Nombre de RT-PCR
de prélévement)  prélévements VHE positives

VHA (sérum) 1 0

VHB (sérum) 2 0

VHC (sérum) 2 0

VIH (sérum) 2 0

CMV (sérum) 2 0

EBV (sérum) 2 0

Entérovirus
(selles)
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4.1.2 Validation de la technique

4.1.2.1 Efficacité de ’amplification

Les droites de régression obtenues avec la gamme de transcrits ORF3, établies sur 6 points ( 5 x
10°, 5 x 10° 5 x 10* 5 x 10° et 5 x 10% et 100 copies/ml), passés trois fois dans 4 séries

différentes nous ont permis de déterminer une efficacité de PCR a 1.8 (cf. figure 11).
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Figure 11 : Exemple d’amplification de la gamme de quantification.
A : Intensité de fluorescence en ordonnée et nombre de cycle de PCR en abscisse et B: droite de
régression obtenues avec les points de gamme exprimée en logarithme des concentrations en fonction
du Ct. (courbe verte foncée : 5 x 10° log copies/ml, rouge : 5 x 10°, verte claire : 5 x 10*, rose : 5 x 10° -
bleue : 5 x 10” puis verte claire : 100).

4.1.2.2 Linéarité et limite de détection

Le coefficient de régression linéaire moyen, obtenu pour les 4 droites de régression allant de 5 x
10° & 100 copies/ml, est de 0,99. Si on inclut les valeurs basses de 50 et 25 copies, il diminue &
0,98.

Les coefficients de variation des Ct (ou cycles seuils de détection), établis pour chaque point des

4 gammes, montre des variations inférieures a 2.5% jusqu’a 100 copies/ml mais qui, au-dela,
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augmentent a 4.5% (cf. tableau 7). Le seuil de quantification de la technique ou 1’on constate une

perte de linéarité de la détection des points de gamme est donc fixé a 100 copies/ml.

Tableau 7 : Linéarité de la technique et seuil de quantification.

. Témoin Coefficient

T&T&'Qsl\r’nﬁ')E VHE(log  Min(Ct)  Max (C) M?ggﬂ”e Ec?gt')t,{’ P& de variation
copies/ml) (%)*
5,00E+06 6,69 21,18 21,35 21,27 0,08 0,39
5,00E+05 5,69 24,86 25,3 25,14 0,16 0,64
5,00E+04 4,69 28,38 29,16 28,61 0,25 0,87
5,00E+03 3,69 32,11 33,1 32,54 0,29 0,89
1,00E+03 3 34,74 36,3 35,26 0,43 1,23
500 2,69 35,15 37,37 36,15 0,64 1,77
250 2,39 36,88 38,14 37,57 0,42 1,11
100 2 38,13 41,34 39,78 1,01 2,54
50 1,69 39,23 44,87 41,43 2,03 4,89
25 1,39 40,7 44,04 42,34 1,41 3,34

*réalisés sur 4 expériences indépendantes.

La limite de détection de la technique est de 50 copies/ml. En effet la concentration de 25

copies/ml n’est détectée que 2 fois/9 passages ce qui fait un pourcentage de détection de 11% (cf.

tableau 8).

Tableau 8 : Limite de détection de la technique.

Témoin

Nombre de Nombre de .
(co?)/i:'slfml) réplicats positifs Taux succes
100 9 9 100%
75 9 9 100%
50 9 9 100%
25 9 2 11%

4.1.2.3 Répétabilité

La répétabilité de la technique est évaluée sur 3 niveaux de concentration de transcrits VHE

testés 4 fois dans une méme expérience (cf tableau 9).
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Tableau 9 : Répétabilité de la technique.

Témoin VHE VLeén oin Moyenne  Ecart-type Coefficient
(copies/ml) E (Log (Ct) () de variation
copies/ml) (%)
SE+05 5,69 25,14 0,12 0,45
SE+03 3,69 32,54 0,05 0,15
100 2 39,38 1,10 277

Le coefficient de variation du Ct est faible pour les 3 valeurs et est comparable avec le

coefficient de variation déja trouvé pour le test de concentration basse de 100 copies/ml.

4.1.2.4 Reproductibilité

La reproductibilité a été testée sur 3 niveaux de concentration de transcrits VHE lors de 4 séries
réalisées par 4 opérateurs différents. Deux lots de kit d’amplification différents ont été utilisés (cf
tableau 10).

Tableau 10 : Reproductibilité de la technique.

Témoin Témoin VHE Coefficient

VHE (log copies/ml) Moyenne (Ct) Ecart-type (Ct) de variation
(copies/ml) (%)
5E+05 5,69 25,09 0,08 0,3
5E+03 3,69 32,49 0,20 0,6
100 2 39,86 0,91 2,3

Le coefficient de variation du Ct est faible pour les 3 valeurs et est comparable avec le

coefficient de variation déja trouvé pour le test de concentration basse de 100 copies/ml.

4.2 Etudes cliniques

4.2.1 Population de co-infectés VIH-VHC RIBAVIC

4.2.1.1 Caractéristiques de la population

Les données démographiques des 111 patients issus de la cohorte ANRS HC02 RIBAVIC au

moment de leur inclusion dans le protocole thérapeutique sont précisées dans le tableau 11.
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La population testée est constituée de 69% d’hommes (sex-ratio a 2,3). L’dge médian des
patients est de 39 ans (IQR=5). 78,4% sont originaires de France et 16,2% sont issus d’autres
pays du bassin méditerranéen. 57% des patients testés pour le VHE dans cette étude ont été
recrutés dans des centres hospitaliers ou hospitalo-universitaires du nord de la France. La région
sud de la France, comprenant les principaux centres autour des villes de Marseille et de

Toulouse, représente ainsi 43% de la population étudiée.

84 patients inclus dans cette étude se sont contaminés par toxicomanie avec le VIH et/ou le
VHC. lls ont un &ge médian de 39 ans. 63% sont des hommes, 23% ne sont pas nés en France et

45% d’entre eux (38 patients) sont suivis dans le sud de la France.

Tableau 11 : Démographie des 111 patients issus de la cohorte ANRS HCO2 RIBAVIC, France, 2000-2002
testés pour le VHE.

Sexe N=111
Sex-ratio 2,3 (77/34)
Age (années) N=111 Médiane IQR1-1QR3 IQR Min-Max
39 36-41 5 27-54
Origine
géographique N=111 %
France 87 78,4
Bassin méditerranéen 18 16,2
Afrigue Noire 2 1,8
Asie 1 0,9
Autres 3 2,7
Centres de
recrutement N=111 %
Nord 63 56,8
Sud 48 43,2

Les données cliniques et biologiques des patients co-infectés par les virus du VIH et du VHC,
lors de leur inclusion dans le protocole thérapeutigue ANRS-HC02-RIBAVIC, sont détaillées

dans le tableau 12.

L’ancienneté moyenne de ’infection par le VIH est de 12 ans avec une majorité de patients
connaissant leur statut depuis au moins 10 ans. L’ancienneté du diagnostic concernant le VHC
est plus importante avec une médiane de 16 ans et un statut connu positif variant principalement
de 13 a 20 ans.
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Concernant le VIH, la majorité des patients (85,6%) de cette étude sont a un stade A et/ou B de
la classification d’Atlanta. Peu de patients (14,4%) ont atteints le stade Sida. De plus, les taux de
CD4 sont supérieurs a 350/mm3 pour 75% des patients, supérieurs a 500/mm3 dans 49% des cas.
Les charges virales du VIH sont inférieures a 400 copies/ ml pour 68,5% des patients.

87.4% des patients de cette étude bénéficient d’un traitement antirétroviral. Les 14 cas non
traités correspondent a des stades A.

Concernant le virus de ’hépatite C, 46.9 % des patients de cette étude sont infectés par un virus
de genotype 1 et 39,6% de genotype 3. Les enzymes hépatiques sont augmentées jusqu’a 2,5 fois
la normale pour la majorité des patients. La médiane des charges virales C est de 5,9 log
copies/ml (IQR=1). La plupart des patients (71.6%) ont un score Métavir de fibrose ou d’activité
inférieur ou égal a 2.

Tableau 12 : Données cliniques et biologiques des 111 patients co-infectés VIH-VHC lors de leurs
inclusions dans le protocole thérapeutique ANRS-HCO2-RIBAVIC.

Infection par le VIH

Ancienneté de I'infection VIH (années) N=111 Médiane  IQR1-IQR3 IQR Min-Max
12 9,6-14,2 4,58 0,7-18,4
Mode de contamination VIH N=111 %
Toxicomanie 75 67,6
Hétérosexuel 19 171
Homo/bisexuel 4 3,6
Hémophilie 7 6,3
Transfusion 6 5,4
Stades CDC (Atlanta 1993)* N=111 %
A 55 49,6
Al 27 24,3
A2 28 25,3
A3 0 0
B 40 36
Bl 18 16,2
B2 21 18,9
B3 1 0,9
C 16 14,4
C1 9 8,1
C2 6 5,4
C3 1 0,9
Taux de CD4 (par mm3) N=111 Médiane IQR1-1QR3 IQR Min-Max
495 347,5-623 275,5 177-1259
Charge virale VIH (copies/ml) N=111 %
<400 76 68,5
>400 35 31,5
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Charge virale VIH > a 400 renseignées N=35 Médiane IQR1-IQR3 IQR Min-Max
(copies/ml) 2120 870-7822 6952 466-75000
Thérapeutique antirétrovirale** N=111 %
NRTI 96 86,5
Pl 44 36,6
NNRTI 41 36,9
Aucun 14 12,6
Infection par le VHC
Ancienneté de I'infection VHC (années) N=111 Médiane IQR1-IQR3 IQR Min-Max
16 13-20 7 0-30
Mode de contamination VHC N=111 %
Toxicomanie 84 75,7
Transfusion 12 10,8
Inconnu 10 9
Autre 5 45
Génotypes VHC N=111 %
1 52 46,9
2 3 2,7
3 44 39,6
4 12 10,8
Taux des ALAT (X Normal) N=111 Médiane  IQR1-IQR3 IQR Min-Max
1,7 1,1-2,6 1,5 0,4-7,7
Taux des ASAT (X Normal) N=111 Médiane IQR1-IQR3 IQR Min-Max
1,7 1,1-24 1,3 0,3-8,3
Charge virale VHC (log copies/ml) N=111 Médiane  IQR1-IQR3 IQR Min-Max
5,9 5,4-6,4 1 3,8-7,2
Score METAVIR N=109 %
Alou2etFlou? 78 71,6
Alou2etF3ou4 31 28,4
Stéatose*** N=109 %
<30% 79 72,5
30-70% 23 21,1
>70% 7 6,4

*Les stades 1, 2, 3 issus de la classification CDC d’Atlanta de 1993 en fonction des CD4 sont : Al : >500

CD4/mm 3, A2 : 200-499 CD4/mm3, A3 :< 200 CD4/mm3.
**NRTI : Inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse,
inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse.

Pl : inhibiteur de protéase, NNRTI :

***|es stades utilisés pour grader la stéatose hépatique (grade |, Il et lll) reposent sur les données de
I'article : ANRS HC 02 RIBAVIC : impact de la stéatose au cours de la co-infection VIH-VHC, S. Pol et al.

[150].

4.2.1.2 Résultats sérologiques et moléculaires pour le VHE
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Le tableau 13 présente les résultats des marqueurs sérologiques et moléculaires pour le VHE des
111 patients issus de la cohorte ANRS-HC02-RIBAVIC.

Aucun sérum ne révéle la présence d’IgM et seuls 3 patients présentent des 1gG anti-VHE avec
des index de 1,4, 3,4, 1,1 en faveur d’un contact ancien avec le virus. Ces 3 sérums ont été
contrélés (index de 1,3, 2,3, 1,2 respectivement). La séroprévalence obtenue parmi la population
des co-infectés VIH-VHC est donc de 2,7%.

Si I’on restreint la population aux seuls patients connus toxicomanes ayant été contaminés par le
VIH et/ou le VHC la séroprévalence est de 3,6% (3/84). La séroprévalence chez les toxicomanes
inclus dans le sud de la France est de 5,3% (2/38)

La recherche d’ARN du VHE est négative pour les 111 patients. L’amplification de ’ARNm de
la GAPDH utilisée comme contréle de qualité du prélévement donne des valeurs comprises entre
102 et 1550 copies/ml.

Tableau 13 : Résultats sérologiques et moléculaires en VHE des patients issus de la cohorte ANRS-HC02-
RIBAVIC a JO.

19G VHE IgM VHE ARN VHE

Présence 3 (2,7%) 0 0
Absence 108 111 111
Total 111 111 111

Concernant les 3 patients ayant des anticorps anti VHE, le premier est un homme agé de 39 ans,
d’origine frangaise et suivi a Marseille (Provence-Alpes-Cote d-Azur). Son statut VIH est connu
depuis 8 ans. Il est au stade C de la maladie avec des CD4 a 498/mm3 et une charge virale a
5160 copies/ml. 1l est sous traitement antirétroviral avec 3 NRTI. Il est infecté par le VHC
depuis 10 ans par une souche de génotype la. Ses enzymes hépatiques sont augmentées (ALAT :
3,5N, ASAT : 1,6N), sa charge virale en VHC est a 6,68 log copies/ml et la ponction biopsie
hépatique montre un parenchyme hépatique évalué au stade Métavir A1F3 sans stéatose.

Le second patient est un homme agé de 35 ans, d’origine francaise suivi a Charleville
(Champagne-Ardenne). Son statut VIH est connu depuis 14 ans. Il est au stade B de la maladie
avec des CD4 a 578/mma3 et une charge virale a 2710 copies/ml. 1l est sous tri-thérapie avec 2

NRTI et 1 IP. Il est infecté par le VHC depuis 17 ans par une souche de génotype la. Ses
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enzymes hepatiques sont augmentées (ALAT : 1,6N, ASAT : 1,2N), sa charge virale en VHC est
a 6,5 log copies/ml et la ponction biopsie hépatique montre un parenchyme hépatique évalué au
stade Métavir A2F2 sans stéatose.

Enfin, le dernier patient est une femme de 38 ans suivie a Toulouse (Midi-Pyrénées) originaire
du bassin méditerranéen. Son statut VIH est connu depuis 15 ans. Elle est au stade B de la
maladie avec des CD4 & 586/mm3, une charge virale inférieure a 400 copies/ml. Elle ne poursuit
aucun traitement antirétroviral. Elle est infectée par le VHC depuis 15 ans par une souche de
génotype 4. Ses enzymes hépatiques sont a des taux normaux, sa charge virale en VHC est a 6,2
log copies/ml et la ponction biopsie hépatique montre un parenchyme hépatique évalué au stade
Meétavir A2F2 sans stéatose.

Ces 3 patients présentant des 1gG anti-VHE ont contracté le VIH et/ou le VHC par toxicomanie.

4.2.2 Patients transplantés hépatiques

4.2.2.1 Caractéristiques de la population

Les données démographiques et cliniques de la population des transplantés hépatiques du CHU

de Grenoble inclus dans cette étude sont présentées dans le tableau 14.

I s’agit majoritairement d’hommes (76%). Le sex-ratio est de 3,2 en post-transplantation et 3,5
en pré-transplantation.

L’age médian en post-transplantation est de 60 ans (IQR=14) avec des extrémes variant de 20 a
79 ans. 20 patients ont moins de 45 ans. L’4ge médian au moment de la transplantation est de 56
ans (IQR=11ans).

Les patients sont principalement d’origine frangaise (71,6%). 16% sont originaires d’Europe et
10,7% du bassin méditerranéen.

Environ la moitié des patients (56,8%) vivent en milieu rural en post-transplantation. La
population testée en pré-transplantation vit plus fréequemment en milieu urbain (60,5%).

Le délai médian entre la transplantation et le dernier sérum disponible est de 4 ans. 18,8% des
patients ont été testés a moins de un an de leur transplantation, 31,4% a moins de 4 ans. Le délai
minimum entre le test et la transplantation est de 4 mois pour les patients transplantés début
2010.

La principale étiologie liée a la transplantation hépatique est 1’éthylisme chronique (53,8%) puis

viennent les hépatites virales B et C (33,7%). Les autres étiologies regroupent des atteintes auto-
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immunes ou des pathologies d’origines diverses. 18/21 formes mixtes correspondent a
I’association d’un éthylisme chronique avec une atteinte virale B ou C.

La plupart des patients sont traités par tacrolimus.

Tableau 14 : Données épidémiologiques et cliniques des transplantés hépatiques testés suivis au CHU de
Grenoble en pré et post-transplantation.

Post-transplantation Pré-transplantation
(Post-T) (Pré-T)
Sexe N=169 N=81
Sex-ratio 129/40 3,2 63/18 3,5
Age post-T (années) N=169 Médiane IQR1-IQR3 IQR Min-Max
60 51-65 14 20-79
Age pré-T (années) N=81 Médiane IQR1-IQR3 IQR Min-Max
56 49-60 11 28-68
Origine géographique N=169 % N=81 %
France 121 71,6 56 69,2
Europe 27 16 18 22,2
Bassin méditerranéen 18 10,7 6 7,4
Afrique 1 0,6 0 0
Asie 2 1,1 1 1,2
Lieu de vie N=169 % N=81 %
Rural 96 56.8 32 39,5
Urbain* 73 43,2 49 60,5
Intervalle TH-test VHE (années) N=169 Médiane IQR1-IQR3 IOR Min-Max
4 1,1-8,9 7,8 0,3-24,4
Etiologies N=169 % N=81 %
OH 91 53,8 50 61,7
VHB 21 12,4 10 12,3
VHC 36 21,3 21 25,9
MAI** 11 6,5 3 3,7
Autres*** 31 18,3 10 12,3
mixtes 21 12,4 13 16
Co-transplantations N=169 % N=81 %
Rein 7 4,1 1 1,2
Thérapeutiques N=169 % N=81 %
Anticalcineurines 159 94 77 95,1
Tacrolimus 134 79,3 69 85,2
Ciclosporine 25 14,8 8 9,9
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| de mTOR 9 5,32 4 49

Sirolimus 8 4,7 3 3,7
Everolimus 1 0,6 1 1,2
Antimétabolites 71 42 37 457
Myfortic® 3 1,8 1 1,2
Cellcept® 67 39,6 36 44.4
Imurel® 1 0,6 0 0
Corticordes 3 1,8 0 0

*Les critéres définissant une zone urbaine regroupent les villes de plus de 10 000 habitants et/ou la
périphérie proche d’agglomérations régionales.

**Les maladies auto-immunes (MAI) incluent des pathologies de type: cirrhose biliaire primitive,
hépatite auto-immune, cholangite sclérosante primitive et cirrhose auto-immune.

**Les autres cas incluent des pathologies d’origines diverses: congénitale, vasculaire, toxique,
métabolique ou indéterminée.

4.2.2.2 Séroprévalence pour le VHE de la population témoin

Une population témoin de 221 personnes issues du personnel de I’hdpital a été testée en
sérologie pour le VHE (a4ge médian :38 ans, sex-ratio : 0,3). 12 d’entre eux présentent des 19G

anti-VHE. Ainsi, la séroprévalence obtenue au sein de la population témoin est de 5,4%.

4.2.2.3 Marqueurs sérologiques et moléculaires du VHE en pré et post-transplantation

Les résultats obtenus en marqueurs sérologiques pour le VHE au sein de la population des
transplantés hépatiques en post-transplantation et pré-transplantation sont présentés dans le
tableau 15.

13 soit 7,7% des patients possedent des 1gG anti-VHE en post-transplantation. 5 patients
présentent des IgM en post-transplantation a des index variant de 1,3 a 5,4 (moyenne : 3, écart-
type : 1,9) dont 3 associées a des IgG. En pré-transplantation, 8 patients possedent des 1gG sans
IgM.

La recherche systématique d’une virémie du VHE en pré et post-transplantation s’est révélée

négative. La recherche quantitative de I’ARNm de la GAPDH comme contrdle de la qualité des

sérums montre des valeurs comprises de 5 x 10* & 1,5 x10° copies/ml.
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Tableau 15 : Marqueurs sérologiques pour le VHE chez les transplantés hépatiques en pré et post-
transplantation.

IgG post-T (%) IgM post-T (%)  1gG pré-T (%)  IgM pré-T (%)

Présence 13 (7,7%) 5 (3%) 8 (9,9%) 0
Absence 156 164 73 81
Total 169 169 81 81

4.2.2.4 Séroprévalence pour le VHE des transplantés hépatiques

La séroprévalence du VHE au sein de la population des transplantés hépatiques suivis au CHU
de Grenoble en 2010 est de 7,7% ce qui n’est pas significativement différent de la population
témoin (p=0,1830). La séroprévalence en pré-transplantation, estimée sur un plus faible
échantillon, est de 9,9% (p=0,0889).

Les principales données de séroprévalence selon les informations démographiques et cliniques
des 169 patients étudiés en post-transplantation et des 81 en pré-transplanation sont détaillées

dans le tableau 16.

Les 1gG anti-VHE en post-transplantation sont plus fréquentes chez I’homme (9 hommes versus
4 femmes). En pré-transplantation, ce sont 5 femmes versus 3 hommes qui possédent des 1gG
anti-VHE (p=0,011).

Les ages des patients positifs en IgG anti-VHE en post-transplantation sont significativement
plus élevés (> a 52 ans) (p= 0,021) avec un &ge moyen de 64 ans +/- 7 ans. En pré-
transplantation, 1’age moyen des patients porteurs d’anticorps est de 61 ans +/- 5 ans.

8 patients sur les 13 détectables en IgG anti-VHE en post-transplantation sont originaires du
territoire frangais. 3 autres patients sont originaires d’un pays européen (Italie et Portugal pour 2
patients) et 2 du bassin méditerranéen.

7 cas sur 13 vivent dans une zone rurale de moins de 10 000 habitants en post-transplantation. 6
patients sur 8 porteurs d’ IgG VHE en pré-transplantation vivent en milieu urbain.

L’éthylisme chronique est la cause de la transplantation pour la majeure partie des patients
immunises contre le VHE (8 cas/13), contre deux cas chez des patients transplantés suite a une
infection virale C. Les 3 derniers patients ont été transplantés suite a une polykystose hépato-
rénale, une cirrhose biliaire primitive et une cholangite sclérosante primitive.

Un seul patient, sur les 7 ayant eu une double transplantation foie-rein présente des IgG anti-
VHE en post-transplantation. Son statut pré-transplantation est inconnu du fait d’une

transplantation trop ancienne par rapport au test.
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Tableau 16 : Données de séroprévalence selon les informations démographiques et cliniques recueillies
parmi la population des transplantés hépatiques du CHU de Grenoble en pré et post-transplantation.

Post-T Pré-T
19G VHE (%) p value IgG VHE (%) p value
Sexe
H 9/129 (7%) 3/63 (4.8%)
F 4/40 (10%) 0.509) 5/18 (27.8%) 0.011@
Age
<52 ans 0/46 (0%) 0/20 (0%)
>52 ans 13/123(10.6%)  0.021@ 8/61 (13.1%) 0.189¢@
Origine
géographique
France 8/121 (6.6%) 7/56 (12.5%)
Europe 3127 (11.1%) 05759 1/18 (5.6%) 0.726@
Autres 2/21 (9.5%)  0.666%? 0/7 (0%) 0.590?
Lieu vie
Urbain 6/73 (8.2%) 6/49 (12.2%)
Rural 7/96 (7.3%) 0.823% 2/32 (6.3%) 0.465?
Intervalle TH-
Test
<lans 3/31 (9.7%) - -
<4 ans 2/53 (3.8%) 0.372@ - -
>4 ans 8/85 (9.4%) 0.399% - -
Etiologies
OH alcool 8/91 (8.8%) 0.773@ 5/50 (10%) 0.587¢
VHB 0/21 (0%) 0/10 (0%)
VHC 2/36 (5.6%) 0.737? 1/21 (4.8%) 0.672?
MAI 2/11 (18.2%)  0.202¢@ 1/3 (33.3%) 0.268?
Autres 1/31 (3.3%) 1.000?@ 1/10 (10%) 0.251?@
Co-TH 1/7 (14.3%)  0.4359 0/1 (0%)
Traitements
Anticalcineurines 13/159 (8.2%) 8/77 (10.4%)
Tacrolimus 10/134 (7.5%)  0.733@ 8/69 (11.6%) 0.596@
Ciclosporine 3/25 (12%) 0.412@ 0/8 (0%)
inhibiteus de 019 (0%) 014 (0%)
Sirolimus 0/8 (0%) 0/3 (0%)
Everolimus 0/1 (0%) 0/1 (0%)
Antimétabolites 7/71 (9.9%) 4/37 (10.8%)
Myfortic® 1/3 (33.3%) 0.215@ 0/1 (0%)
Cellcept® 6/67 (8.9%) 0.769?@ 4/36 (11.1%) 0.725@
Imurel® 0/1 (0%) 0/0 (0%)
Corticoides 0/3 (0%) 0/0 (0%)

(1)Test du Chi-2, (2) Test exact de Fisher.
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4.2.2.5 Recherche de cas de réactivations et d’infections virales E chez les transplantés
hépatiques

Afin d’identifier la présence d’éventuelles infections ou réactivations du virus parmi la

population des transplantés hépatiques suivis au CHU de Grenoble, une recherche clinico-

biologique a été réalisée autour des 17 patients porteurs d’IgG et/ou IgM en pré et/ou post-

transplantation. Les résultats obtenus sont résumés sur la figure 12.

Ces 17 patients positifs en 1gG et/ou IgM sont regroupés comme suit :

- 6 patients sont positifs en anticorps 1gG anti-VHE en pré et post-transplantation. L’un d’eux
présente des IgM en post-greffe,

- 2 patients sont séropositifs 1gG en pré-transplantation uniquement,

- 5 patients sont uniquement positifs en IgG en post-transplantation, de statut inconnu en pre-
transplantation,

- 4 patients sont porteurs d’IgM en post-greffe. 2 patients présentent des 1gG associées.

Les 6 patients, positifs en IgG en pré et post-transplantation sont suivis sur une médiane de 18
mois et présentent des index en IgG similaires entre les 2 tests. La recherche d’une cytolyse et/ou
d’une cholestase hépatique inexpliquée ou de lésions suspectes sur les ponctions-biopsies
hépatiques s’avére infructueuse. L’analyse rétrospective au laboratoire des marqueurs
sérologiques et moléculaires de ces 6 patients porte sur 20 sérums. Aucune réactivation n’est
détectée. Une réactivité non spécifique est suspectée pour le patient positif en IgM. En effet,
celui-ci présente des IgM reproductibles (index faibles) a 4 reprises sur un intervalle de 5 ans
sans virémie associée. Le test rapide ASSURE ne révéle pas la présence d’IgM sur le dernier
sérum testé. Aucun é€pisode de cytolyse n’est constaté sur la période étudi¢e. Une infection

chronique a EBV peut étre liée a cette positivité non spécifique.

Deux patients ne présentent plus d’IgG détectables en post-transplantation. Les index en IgG en
pré-transplantation sont de 1,5 et 2. L’un des patients est testé a 6 mois de sa transplantation, le
second a 2 ans. L’analyse de leurs dossiers médicaux ne montre pas d’élément suspect d’une
infection virale E. Les marqueurs du VHE n’ont pu étre recherchés par manque de sérums

antérieurs.

Cinq patients séropositifs pour le VHE en post-transplantation sont de statut inconnu en pré-

transplantation, I’analyse n’ayant pu é&tre réalisee en pré-transplantation du fait d’une
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transplantation trop ancienne par rapport au délai de conservation des sérums. L’intervalle du
test post-transplantation est de 14 ans en moyenne et varie de 8 a 20 ans. L’analyse de leurs

dossiers médicaux ne montre pas d’élément suspect d’une infection virale E.

Quatre patients présentent des IgM en post-transplantation dont 2 en présence d’IgG. L’analyse
initiale de leurs dossiers médicaux se révele négative en élément suspect d’une infection virale E.
19 prélevements sont alors testés et mettent en évidence 3 hépatites virales E dont 2 d’évolution
chronique. Ces 3 cas sont présentés sous forme de cas clinique dans le chapitre suivant.

Le 4°™ patient, séronégatif en pré-transplantation, présente des IgM isolées reproductibles a un
an puis a 2 ans post-transplantation. Le test rapide ASSURE ne retrouve pas d’IgM sur le dernier
sérum testé. Une réactivité non spécifique est suspectée devant 1’absence de séroconversion et de

virémie associée dans un contexte de récidive virale C non traitée.

17 patients positifs IgG et/ou IgM

IgG positives en lgG non 1gG positives en
gap détectables en gG P IgM positives
pré et post- T post-T
post--T
Réactivation? Date de Infection
’ I'infection? aigue/chronique?
Pas de suspicion, L Pas de suspicion, Pas de suspicion,
20 prélevements prélevements 19 prélévements
disponibles non disponibles testés
Aucune
réactivation -1 hépatite aigue
détectée -2 hépatites chroniques

-1 possible réactivité non spécifique

Figure 12 : Evolution des marqueurs sérologiques du virus de I’'hépatite en pré et post-transplantation.

4.2.2.6 Cas cliniques

Les données clinico-biologiques des 3 patients présentant des marqueurs d’infection par le VHE

sont décrites ci-dessous sous forme de cas cliniques.
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Cas clinique 1

Mr A est né en France en 1957. 1l vit en milieu rural et a subi une transplantation hépatique pour
cirrhose éthylique en septembre 2008. Ses sérologies VHB et VHC sont négatives. Il posséde un
chien depuis 2007. Il consomme occasionnellement des produits a base de porc bien cuits, des
crustacés et pratique réguliérement la péche.

Depuis sa transplantation, on retient des sténoses biliaires récidivantes avec cholestase traitees
par cholangiographie rétrograde, une sténose de 1’anastomose artérielle d’environ 50% non
traitée et un rejet cellulaire aigu minime sur PBH en décembre 2008.

En Septembre 2009, I’analyse rétrospective a la recherche d’ARN du VHE dans son sérum est
positive a 250 copies/ml (cf figure 13). Le virus est de génotype 3. La recherche du virus au
niveau hépatique est négative. Le patient est alors asymptomatique et son bilan biologique met
en évidence une cytolyse (ALAT a 179), une cholestase (PA a 634) et des GGT a 266. Son
traitement est Prograf® 1,5mg/j. La PBH montre la persistance d’un obstacle biliaire ainsi
qu’une régénération parenchymateuse pouvant évoquer un probléme vasculaire ou infectieux
avec fibrose péri-sinusoidale étendue, lymphocytose sinusoidale, dystrophies hépatocytaires.

En mai 2010, une mauvaise observance thérapeutique est suspectée. Une récidive d’obstacle
biliaire est traitée. La PBH objective un rejet cellulaire aigu sur rejet chronique débutant qui est
alors traité par intensification de I’immunosuppression. Une reprise de la consommation
alcoolique est également suspectée sur la PBH. En septembre 2010, la RT-PCR pour le VHE est
toujours positive dans le sérum. En septembre 2011, une cholestase anictérique persiste apres
ablation de prothése biliaire. Seules les IgM anti-VHE sont détectées dans le sérum. Le
traitement immunosuppresseur est poursuivi. La PBH ne retient pas d’argument pour une
pathologie d’obstacle biliaire mais un aspect histologique évoquant toujours un rejet chronique
débutant avec cholestase hépato-canaliculaire et la persistance d’un rejet cellulaire aigu discret

non gradable.
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Patient A
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Figure 13 : Cas clinique 1 : Evolution des enzymes hépatiques et marqueurs biologiques du VHE.

La relecture de la PBH réalisée en septembre 2009 met en relief des lésions histologiques
d’hépatite aigué caractérisées par infiltrat inflammatoire lobulaire et portal a prédominance

mononucléé, sans fibrose portale, suggérant une étiologie virale (figures 14 et 15).

Figure 14 : Cas Clinique 1 : Lésions histologiques présentes en septembre 2009.
Présence d’un infiltrat portal et lobulaire a prédominance mononucléé, sans fibrose portale. (x10)
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Figure 15 : Cas Clinique 1 : Lésions histologiques présentes en septembre 2009.

Infiltrat portal polymorphe a prédominance mononucléé (lymphocytes, quelques histiocytes et
polynucléaires neutrophiles)(—). Lymphocytose sinusoidale (-) avec quelques images de nécrose
lobulaire (amas de lymphocytes au contact de corps apoptotiques de Councilman -). (x20)

La biopsie hépatique réalisée en 2010 montre des 1ésiosns d’hépatite chronique, avec une fibrose
portale associée a un infiltrat inflammatoire portal & prédominance mononucléé (lymphocytes,
trés rares polynucléaires) respectant la lame bordante, et quelques images de nécrose lobulaire
caractérisées par quelques corps apoptotiques et des amas lymphohistiocytaires parfois

polymorphes.
Conclusion :

Une perturbation du bilan hépatique associée a la persistance sur plus de 6 mois d’une virémie

VHE atteste d’une hépatite E chronique.
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Cas clinique 2

Mr B est né en France en 1945. 11 vit en milieu rural et a bénéfici¢ d’une transplantation en 1993
pour cirrhose éthylique. Ses principaux antécédents sont un syndrome métabolique, une fibrose
pulmonaire interstitielle et une insuffisance rénale iatrogéne. Une hépatite auto-immune de novo
est diagnostiquée en 2004.

En juin 2009, I’analyse rétrospective des sérums montre une séroconversion en IgG (index a 6,6)
et IgM (index a 7,9) confirmée un an plus tard (cf figure 16). Le patient présente alors une
obésitée morbide préoccupante et son bilan biologique montre une cytolyse (ALAT a 75) associée
a une cholestase (PA a 116) et des GGT a 129. Son traitement est Néoral 100mg/jour et Cellcept
1 gr/jour. En juillet 2010, I’évolution clinico-biolologique est marquée par une majoration des
perturbations biologiques au niveau hépatique qui conduit a la découverte de métastases
hépatiques d’un carcinome endocrine a cellules intermédiaires d’origine pulmonaire. La PBH , a
J+17 ans, décrit de multiples foyers carcinomateux, un aspect oedémateux et inflammatoire des
espaces portes élargis (infiltrat inflammatoire, modéré a dense, mononucléé discretement
polymorphe) et une cholangite aigué probablement due a la compression des masses tumorales.
La RT-PCR hépatique a la recherche du VHE est négative. Il poursuit le méme traitement. Le

patient décede en aout 2010 d’un choc septique sur neutropénie fébrile post-chimiothérapie.
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Figure 16 : Cas clinique 2 : Evolution des enzymes hépatiques et marqueurs biologiques du VHE.
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Les Iésions histologiques observées en juillet 2010 en zone non tumorale peuvent évoquer une
hépatite active. Il existe une discréte fibrose portale renfermant un infiltrat inflammatoire
abondant mononucléé riche en plasmocytes, réalisant des images de nécrose parcellaire, pouvant

mimer une hépatite auto-immune (figures 17 et 18) .

Figure 17 : Cas Clinique 2 : Lésions histologiques présentes en juillet 2010.
Infiltrat inflammatoire portal réalisant des lésions de nécrose parcellaire (région périportale). (x20)

Figure 18 : Cas Clinique 2 : Lésions histologiques présentes en juillet 2010.
Infiltrat portal mononucléé riche en plasmocytes réalisant des images de nécrose parcellaire (=)

associées a de rares images de nécrose lobulaire (=). (x20)

Conclusion :
Une séroconversion pour le VHE en présence d’une augmentation des enzymes hépatiques

traduit une probable infection aigu€ malgré I’absence de virémie détectée.
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Cas clinique N°3

Mr C est né en France en 1937. Il vit en milieu urbain et a été transplanté en 1994 pour cirrhose
post-virale B avec CHC. Un rejet chronique en 1996 a conduit a une seconde transplantation. Il
possede 2 chiens et un chat en 2006. 11 consomme occasionnellement des produits & base de porc
bien cuits, figatelles séches, crustacés. Les principales antériorités du patient sont une
insuffisance rénale chronique modérée et un carcinome in situ de vessie découvert en 2007.

Le VHE est mis en évidence en mai 2006 sur tissu hépatique (cf figure 19). En février 2007, 9
mois plus tard, il est détecté dans le sérum & 5 x 10* logcopies/ml. Le virus est de génotype 3. En
mai 2006, le bilan biologique révéle une cytolyse (ALAT : 154) associée a une cholestase (PA :
162) et des GGT a 92. Le patient présente alors des douleurs abdominales avec fébricule et
frissons apparus au décours d’une modification de traitement immunosuppresseur (Switch
Néoral-Prograf). La PBH évoque un rejet cellulaire aigu douteux (Score de Banff : 3) sur des
Iésions discretes et dissociées probablement décapitées par les modifications récentes du
traitement immunosuppresseur. Une immunosuppression haute par Prograf® 1,5 mgX2/j et
Cellcept® 1g/j est maintenue. L’évolution clinique est rapidement favorable. En février 2007,
une suspicion de récidive virale B est suspectee et traitée par zeffix 1 cp/j. Les marqueurs en
hépatites B sont négatifs. L’évolution clinico-biologique est favorable courant 2007 de maniére

concomitante a une diminution progressive de I’immunodépression.
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Figure 19 : Cas clinique 3 : Evolution des enzymes hépatiques et marqueurs biologiques du VHE.
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Les Iésions histologiques observées en 2006 peuvent évoquer des I1ésions d’hépatite sub-aigué ou
chronique débutante, associant une fibrose portale et un infiltrat mononucléé a prédominance

lymphocytaire, portal et plus discrétement péri-portal et lobulaire (figures 20 et 21).

Figure 20 : Cas clinique 3 : Lésions histologiquesprésentes en mai 2006.
Infiltrat inflammatoire mononucléé portal et lobulaire discret. (x10)

Figure 21 : Cas clinique 3 : Lésions histologiques présentes en mai 2006.
Infiltrat portal mononucléé a prédominance lymphocytaire. Quelques images de nécrose lobulaire
(corps apoptotiques (=), amas de cellules inflammatoires (=). (x20)

Conclusion :

La présence d’une virémie du VHE sur plus de 6 mois associée a une augmentation des enzymes

hépatiques est en faveur d’une hépatite virale E chronique.
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5 Discussion

Afin de permettre un meilleur diagnostic du VHE au CHU de Grenoble, ce travail de these a
consisté, en premier lieu, a mettre en place au laboratoire de virologie une technique de
diagnostic moléculaire du VHE. La technique choisie est une RT-PCR en temps réel avec
utilisation d’une sonde Tagman®.Le choix de la technique de RT-PCR temps réel a adapter
parmi celles décrites dans la littérature, a été la premiere étape de ce travail. Nous avons
initialement testé le protocole décrit par Enouf et a.l [140] lequel ne nous a pas permis
d’amplifier 3 souches disponibles au laboratoire de génotype 3. Le principal défaut de ce
protocole serait lié a un manque d’efficacité de la technique quant a la détection de ce génotype
[116]. Les données comparatives des différentes techniques temps-réel sont tres rares. Seule
I’équipe canadienne de Ward et al. en 2009 [146] a comparé 4 techniques de RT-PCR réel [136-
138, 140] pour la detection de 190 échantillons de selles ou de sérums chez le porc, tous ces
échantillons étant de génotype 3. Les résultats obtenus montrent des performances de détection
nettement supérieures avec la technique de Jothikumar et au moins comparables a la technique
de nested RT-PCR en point-final de référence conseillée par le CNR [128]. C’est donc cette
technique, décrite initialement sur RAPID® Thermal Cycler apres extraction manuelle grace a
un kit contenant 2 transcriptases inverses (Omniscript® et Sensiscritp® Reverse Transcriptase)
et une HotStarTag® DNA Polymérase que nous avons adaptée au laboratoire. Les concentrations
optimales choisies pour le mix d’amplification ont été adaptées selon les recommandations du
fournisseur du kit Superscript 111 Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR System contenant
des enzymes différentes : une reverse transcriptase (SuperScript® Il Reverse Transcriptase) et
une Platinum® taq DNA Polymérase. Concernant le programme d’amplification sur Smart-
Cycler®, la température de 1’étape de transcription inverse a été augmentée pour approcher la
température optimale d’hybridation des amorces dans les normes admise du fournisseur du kit.
Les étapes de transcription inverse et de dénaturation ont été raccourcies adaptées aux
performances de 1’automate. Une extraction manuelle ou automatisée précédée d’un pré-
traitement des échantillons au Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) pour une lyse de la capside virale
optimale a également été mise en place. Ce protocole optimisé nous a permis de détecter les 3
échantillons de génotype 3 de référence. La technique a ensuite été validée sur 2 échantillons de
génotype 1, plus fréquemment rencontrés chez le voyageur. Le génotype 4 n’a pas eté évalué au

laboratoire mais a été amplifié par cette technique dans 1’article princeps.
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La région amplifiée dans la technique de Jothikumar se situe au niveau de I’ORF3 chevauchant
I’ORF2 en 5’ (position 5261-5330 de la souche Burma), celle d’Enouf et al. dans une région
proche de ’ORF2 en 5’ (position 5201-5297) alors que celle de Cooper et al. se situe au centre
(position 5711-6441 de la souche prototype du porc) de I’ORF2. Les études phylogéniques du
virus montrent une importante diversité génétique des génotypes 3 et 4 en lien avec leur potentiel
zoonotique [151] cependant elles se basent sur des régions proches en dehors de notre zone
d’amplification [36]. Nous avons donc voulu conforter la conservation de la région amplifiée en
réalisant un alignement de séquences issues des 4 génotypes retrouvés chez 1’homme qui nous
montre une bonne conservation de la zone d’accrochage des amorces et de la sonde décrites par
Jothikumar L’analyse par Blast des amorces et de la sonde montre un pourcentage de similarité
nucléotidigue maximale avec une E-value basse pour un maximum de souches VHE de
différents génotypes et confirme ainsi le risque minimal d’accrochage non spécifique sur
d’autres organismes vivants. Inoue et al. décrivent également cette zone comme conservée par

une analyse similaire de 70 génomes [130].

Les performances analytiques observée de cette RT-PCR temps-réel montrent une efficacité de
PCR de 1,8, une linéarité de 100 & 10° copies/ml, une limite de détection & 50 copies/ml et une
specificité de 100%. La détermination de ces parameétres a été réalisée selon le guide de
validation des méthodes en biologie médicale du COFRAC [152] et les recommandations du
MIQE (Minimum information for publication of quantitative real-time PCR experiments) [153].
Comparativement a ’article princeps et aux autres protocoles disponibles dans la littérature, il
apparait que notre efficacité de RT-PCR a 1,8 est Iégerement inférieure a ce qui a été décrit. En
effet, I’efficacité doit se rapprocher de 2 pour signifier un doublement des amplicons a chaque
cycle. Les données de I’article princeps se basent sur une efficacité a 1,90. Les données des
autres RT-PCR temps réel pour la détection du VHE font apparaitre des valeurs a 1,89. Mais
contrairement a la technique développée au laboratoire ou la quantification est basée sur une
gamme de transcrits ARN, la plupart des études utilisent des plasmides pour construire les
courbes de calibration nécessaires au calcul de I’efficacité. L’étape de rétro-transcription subie
par un transcrit d’ARN, et non par un ADNc, pourrait ainsi abaisser ’efficacit¢ de la RT-PCR.
Une baisse d’efficacité de 0,15 est constatée par Ahn et al. avec un transcrit synthétique
comparativement a un plasmide [138].

Le seuil de quantification de 100 copies/ml, établi grace a notre gamme d’ARN de synthese de
génotype 3, est satisfaisant. Le protocole de Mansuy et al. [136] utilisé a Toulouse permet

d’obtenir une sensibilité moindre de 1000 copies/ml. Ce seuil de quantification s’integre dans les
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taux des virémies détectés en pratique de laboratoire. Nicand et al. décrivent des taux variant de
2.10° & 1.7.10"copies par ml de sang et des taux en copies moitié moindre dans les selles [40].
Cependant, plus récemment, Baylis et al. en 2011 [131] ont rapporté des performances variables
de sensibilité (de 1’ordre de 100 a 1000X copies/ml) entre différentes techniques de biologie
moléculaire pratiquées dans 20 laboratoires de 10 pays différents, indépendamment du génotype
testé. Notre gamme de transcrit d’ARN synthétique nous permet d’obtenir un reflet précis de la
quantité d’ARN du VHE présent dans 1’échantillon puisqu’elle subit toutes les étapes de reverse
transcription et d’amplification contrairement a un témoin en ADNc généralement utilisé. Les
principales limites liées a 1’utilisation de ce type de transcrit synthétique sont la conservation et
la justesse de la quantification initiale du transcrit. L’expérience du laboratoire de Virologie du
CHU de Grenoble démontre une stabilité de conservation dans le temps des transcrits concentres
a plus de 10™ copies/ml sur au moins un an. La technique de mesure de ’ARN par
spectrophotométrie est la plus couramment utilisée et applicable au laboratoire.

Une limite a notre technique est I’absence de controle interne. Une inhibition de PCR par des
taux forts du virus ou la présence d’inhibiteurs ne peuvent étre exclue. Le controle interne utilisé
au laboratoire, qui est un ADN de phage PhiX [154] peut étre ajouté lors de 1’extraction sans
modifier les caractéristiques de la technique mais nécessite une amplification sur Light Cycler
avec un autre kit de PCR. Une inhibition spécifique de la Superscript Platinum® ne serait alors
pas détectée. Seule la qualité de I’échantillon mesurée par la GAPDH permet actuellement de
conforter nos résultats et est le référentiel utilisé par le CNR en 2010.

La reproductibilité et la répétabilité de la technique mise en place au laboratoire donnent des
variations faibles des Ct confortent les bonnes performances inhérentes a la technique utilisée.

Le choix de cette technique en temps réel par rapport a la technique de PCR nichée de référence
du CNR se base sur plusieurs avantages du temps-réel. Outre une sensibilité comparable entre les
2 techniques [146], la technique temps réel, de pratique courante au laboratoire, offre de
nombreux avantages dont une rapidit¢é de réalisation de 1’analyse, un risque faible de
contamination, une meilleure reproductibilité et de larges capacités de quantification.. Du fait de
I’ouverture des tubes entre les deux PCR, les techniques de PCR nichée sont plus sensibles au
risque de contamination par amplicons [155]. De plus, I’utilisation d’une sonde de technologie
Tagman®, permet d’améliorer la spécificité de I’amplification par rapport a une RT-PCR en
point final ou en temps réel avec utilisation d’agent intercalant. Ainsi, les performances

analytiques obtenues avec cette technique en valident 1’application en diagnostic médical.
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Deux études associant sérologie et diagnostic moléculaire du VHE chez des patients ayant une

réponse humorale potentiellement diminuée ont ensuite été réalisées au laboratoire.

Les résultats obtenus dans la population de co-infectés VIH-VHC de RIBAVIC indiquent une
faible séroprévalence de 2,7% au sein de cette population. Des données récentes peu nombreuses
parmi des patients VIH établissent une séroprévalence variant selon un gradient Nord-sud. Une
séroprévalence de 3% est décrite dans le nord de la France et de 9% dans le sud [156]. Dans une
étude parisienne, 3.7% patients VIH avec hépatite cryptogénique présentent des IgG anti-VHE
[157]. Ainsi, les données obtenues pourraient étre comparables a celle du nord de la France
comme attendu pour notre population majoritairement recrutée dans ces régions. L’infection par
le VIH et ses modes de contamination pourraient ne pas représenter un facteur de risque
d’exposition au virus. L’usage de drogues par voie intra-veineuse représente le mode principal
de contamination par le VHC de facon générale et en particulier dans la cohorte RIBAVIC. La
question de son imputabilité dans la transmission du VHE est posée par un article de Kaba et al.
publié en 2010 [89]. En effet, cette étude montre une séroprévalence du VHE de 11.6% au sein
d’une population de SDF du Sud de la France associée significativement a la toxicomanie. Peu
de données sont disponibles sur la prévalence du VHE chez le toxicomane. D’anciennes études
évoquent une forte prévalence chez les toxicomanes qui n‘est pas retrouvée en 1994 par
Montella et al. [158]. En Italie, Gessoni et al. établissent une séroprévalence significativement
plus forte chez le toxicomane de 5,4% versus 2,4% dans la population générale en 1996 [159].
Fainboim et a.l en Argentine décrivent un sur-risque (6.6% versus 1.8%) en 1999 [160]. Notre
étude regroupe une majorité de patients toxicomanes et montre une faible séroprévalence de
VHE méme si ’on restreint I’analyse aux seuls usagers de drogues intra-veineuse. Ce mode
d’exposition parentérale, ne semble donc pas une voie majeure de transmission du VHE et la
séroprévalence trouvée dans la cohorte RIBAVIC pourrait refléter le niveau d’endémicité du
virus en France. Les kits sérologiques utilisés sont identiques a ceux de I’étude de Kaba et ne
peuvent donc pas expliquer ces discordances. Un plus faible échantillon de patients et des
différences épidémiologiques comme une plus faible proportion d’hommes d’origine de
I’ Afrique du Nord sont a prendre en compte. Le statut VIH des patients de la cohorte RIBAVIC
peut étre associe a une diminution de sensibilité des tests sérologiques comme cela a déja été
décrit pour d’autres sérologies virales [161] mais I’immunité cellulaire des patients de cette étude
est peu altérée (taux médian de CD4 : 495/mm3). Parmi cette cohorte RIBAVIC, aucune IgM ou

virémie du VHE n’a été détectée. Une des limites a cette recherche peut étre liée a une utilisation
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répétée de ces sérums qui a pu conduire a une dégradation du virus par congélations-

décongélations successives dans des études antérieures, le virus étant &8 ARN donc plus fragile.

Une seconde recherche sérologique et moléculaire du VHE a également été réalisée parmi la
population de transplantés hépatiques suivis au CHU de Grenoble.

Les résultats, portant sur plus de la moitié des patients transplantés hépatiques du CHU de
Grenoble depuis 1986, montrent une séroprévalence de 7.7% en post-T et de 9,9% en pré-T.
Comparés aux autres données de la littérature, en France et en Europe, les taux obtenus dans
notre étude peuvent étre qualifiés d’intermédiaires. En effet, Legrand-Abravanel et al. ont
rapporté une séroprévalence VHE de 12,3% en pre-T sur une série de 171 transplantés
hépatiques suivis a Toulouse [162]. En post-T, d’autres études ont rapporté des taux plus bas
comme aux Pays-bas (2,1%) [163], en Allemagne (4%) [164] et en Espagne (2.7%) [165]. La
encore, ces données de séroprévalence pourraient étre sous-estimées du fait de 1’altération de
I’immunité humorale dans cette population liée aux thérapeutiques utilisées. Des cas de perte des
anticorps ont été décrits apres clairance du virus dans un contexte d’immunodépression [163].
Les discordances obtenues pourraient également étre le fait de performances variables des
trousses ou techniques maisons utilisées dans les différentes études. Des variations
épidémiologiques ou de facteurs d’exposition au virus peuvent exister. Nos résultats peuvent étre
le reflet d’un niveau d’endémicité du VHE local. En effet, la séroprévalence de notre population
témoin (5,4%) est non significativement différente de la population des TH en post-T
(p=0,1830). Ces résultats peuvent conduire a considérer que la population des transplantés
hépatiques ne constitue pas un groupe plus a risque d’infection pour le VHE comparativement
aux donnees locales.

Les facteurs d’exposition au virus dans la population des TH sont peu connus. Notre étude fait
apparaitre un lien entre la séroprévalence du VHE et un age supérieur a 52 ans en post-T ainsi
qu’avec le sexe féminin en pré-T. Ce seuil de 52 ans a été repris d’aprés ’article de Legrand-
Abranel et al. [162]. Legrand-Abranel et al. ne rapportent pas d’association significative entre la
séroprévalence pré-T des transplantés et les données démographiques et cliniques recueillies
dans ce méme article [162]. Concernant le caractére féminin, Boutrouille et al. ont cependant
constaté chez les donneurs de sang du nord de la France une augmentation de la séroprévalence
du VHE chez les femmes de 35-44 ans sans facteur épidémiologique identifié [71]. Notre
recherche de facteurs d’exposition reste limitée devant le manque de puissance statistique liée au

faible nombre de patients positifs.

78



Les cas d’infection par le VHE chez les TH sont rares d’aprés notre étude. La recherche
rétrospective d’infection par le VHE chez les patients porteurs de marqueurs sérologiques a
permis de détecter 3 cas d’infections par le virus. Le nombre rapportés par Legrand-Abravanel
en région sud-ouest est nettement supéricur avec 34 cas d’infections autochtones dont 12 chez
des transplantés hépatiques sur 4 ans [162]. Le nombre de cas chez les transplantés hépatiques
reste faible en Europe et aux USA avec 85 cas rapportés chez les transplantés, dont 26
hépatiques, dans une étude multicentrique en 2011 qui incluait majoritairement des cas
originaires de Toulouse [166]. Ce taux éleve dans la région sud-ouest est attribué a une recherche
biologique systématique du virus dans une région a séroprévalence plus élevée [166].

La recherche rétrospective d’éléments clinico-biologiques ou histologiques évocateurs d’une
infection par le VHE s’est avérée délicate face a des dossiers souvent complexes.
Rétrospectivement, aucun cas n’était clairement suspect et seul un cas (cas clinique n°l) aurait
du conduire a suspecter le virus sur des Iésions histopathologiques évocatrices. L’investigation
rétrospective des 3 cas nous a permis de retrouver plusieurs notions communes aux autres cas
décrits d’infections aigiies et/ou chroniques par le VHE chez les transplantés. Le caractere
autochtone de ces infections est probable étant donné 1’absence de voyage des patients dans des
zones endémiques pour le VHE et le génotype 3 mis en évidence pour 2 de ces patients [166].
L’origine de la contamination reste méconnue. La consommation de gibier a été reconnue
comme un facteur de risque de contamination chez les transplantés [82] mais I’interrogatoire
rétrospectif de 2 patients ne retrouve pas ce facteur.

Les 3 cas étaient asymptomatiques et 2 présentaient une cytolyse avec des transaminases
modérées (2-7N) comme cela a déja été décrit [166]. L’age des 3 patients différe en étant plus
élevé dans notre étude [162]. Le caractére persistant des IgM dans les 3 cas a été décrit avec les
mémes trousses sérologiques utilisées au laboratoire, jusqu’a 12-29 mois apres résolution de
I’infection [82]. De méme la disparition des IgG, comme observée dans les cas 1 et 3, avait déja
été décrite par Kamar et al. [166] et Legrand-Abravanel et al. [162]. Le degré
d’immunosuppression et les différentes thérapeutiques utilisées interviennent dans la progression
vers la chronicité. Les 2 cas dévolution prolongée vers la chronicité étaient sous tacrolimus, qui
est la drogue la plus fréquemment retrouvée associée a cette évolution selon Kamar et al. [101].
De plus, pour ces cas, un delai proche de la transplantation ou une augmentation de
I’immunodépression ont pu concourir au maintien d’une réplication virale [166]. Un délai proche
de la transplantation (40 versus 70 mois) a été décrit en analyse univariée comme facteur de
risque d’infection chronique par Kamar et al. en 2011 [166].. Une diminution lente des enzymes

hépatiques est constatée pour le cas 3 méme si elles restent au-dessus de leur niveau basal pre-T
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[166]. A ce jour, I’évolution est favorable au niveau hépatique pour les 2 patients encore en
cours de suivi. La lecture a postériori des biopsies hépatiques met en avant les Iésions causées
par le VHE. Elle souligne également la difficulté et parfois la complexité du diagnostic
anatomopathologique dans des contextes d’immunosuppression et des tableaux souvent multi-
factoriels présentés par ces patients. De plus, d’autres entités, comme la récidive virale C et
hépatites auto-immunes notamment, peuvent présenter des lésions communes comme vues dans

le cas 2.

Parmi les patients porteurs d’IgM, 2 cas n’ont pas été retenus comme infectés par VHE. L’un
deux présentait une infection chronique concomitante liée a I’EBV. Le second était porteur d’une
infection par le VHC. Un défaut de spécificité du test sérologique par stimulation polyclonale a
EBV a éte decrit [167]. Par ailleurs, une possible réactivité croisée avec le VHC serait possible et
liée a des épitopes proches [109].

Comme dans ’étude de Legrand-Abravanel en 2011, aucun cas de réactivation post-T n’a été
retrouvé [162]. Ces cas restent exceptionnels dans la littérature et non décrits chez le transplanté
d’organes solides [166].

En conclusion, la mise en évidence du VHE par recherche des marqueurs sérologiques et
moléculaires semble donc une aide diagnostique importante pour des atteintes hépatiques
multifactorielles, post-transplantation hépatique, méme si les cas avérés sont rares. Les 3 cas
rétrospectifs investigués dans cette étude présentaient ces marqueurs a la phase aigué de la
maladie. Ainsi, malgré une implication clinique relativement peu fréquente dans notre région, un
diagnostic biologique sérologique et moléculaire du VHE semble donc nécessaire devant une
perturbation inexpliquée du bilan hépatique d’un transplanté ce qui pourrait aider a éclaircir

certaines situations cliniques complexes.
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6 Conclusion

Le virus de I’hépatite E (VHE) est responsable depuis les années 1990 d‘hépatites aigués
autochtones rares mais en augmentation dans les pays industrialisés. Plus récemment, des formes
chroniques ont été décrites chez des patients immunodéprimés.

La premiere étape de ce travail a consisté en la mise en place au laboratoire de virologie du CHU
de Grenoble d’une technique de diagnostic du VHE par RT-PCR temps réel. Celle-ci a été
adaptée a partir d’une technique décrite par Jothikumar et al publiée en 2006. La zone amplifiee
est une région conservée de ’ORF3 et permet de détecter les 4 génotypes viraux. L’analyse des
performances analytiques de la technique modifiée, selon les criteres du MIQE (Minimum
information for publication of quantitative real-time PCR experiments), montre une spécificité
de 100% et une variabilité intra et inter-essais faible. Le seuil de détection, établi grace a une
gamme de transcrits d’ARN de synthése, est de 50 copies/ml et la technique permet une
quantification linéaire de 100 & 10° copies/ml. Ces résultats confortent la robustesse et la fiabilité
de notre technique et en valident I’application en diagnostic médical.

La deuxieme partie de notre travail a porté sur I’utilisation de cette méthode moléculaire en lui
associant un test sérologique commercialisé (IgG +IgM) pour évaluer la prévalence de
I’infection VHE dans deux populations de patients immunodéprimés. Une premiere ¢tude
rétrospective a été menée sur 111 sérums de patients co-infectés par le VIH et le VHC, inclus en
2000 dans le protocole thérapeutiqgue multicentrique francais ANRS-HCO2-RIBAVIC. Une
faible séroprévalence du VHE de 2,7% (3/111) a été retrouvée dans cette cohorte ou la
toxicomanie était la principale cause de contamination par le VIH et le VHC. Aucun patient
n’était positif en PCR VHE. Contrairement a une étude frangaise publiée en 2010, ces résultats
suggérent que la toxicomanie intraveineuse n’est pas en soi un facteur de risque supplémentaire
d’infection par le VHE. La deuxiéme étude rétrospective a porté sur 169 patients transplantés
hépatiques suivis au CHU de Grenoble. Pour 81 d’entre eux nous disposions de prélévements
sanguins pré et post transplantation. La séroprévalence VHE en pré-transplantation était de 9,9%
(8/81) et en post-transplantation de 7,7% (13/169). La séroprévalence chez les sujets sains
évaluée parmi le personnel hospitalier grenoblois était de 5,4% et ne difféere donc pas
significativement de celle retrouvée chez les patients transplantés hépatiques (p=0,1830). Aucun
cas de réactivation virale (apparition d’une PCR positive chez les patients séropositifs en pré ou
post transplantation) n’a été détecté sur un délai médian de suivi de 18 mois. Trois cas de primo-
infections (2 cas PCR positives avec séroconversion et une séroconversion isolée) ont été mis en

évidence avec passage a la chronicité probable dans 2 cas. Ces résultats suggerent que la
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population des transplantés hépatiques & Grenoble ne semble pas plus a risque d’infection par le

VHE que la population générale locale et qu’une évolution vers la chronicité reste possible mais

peu fréquente.
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ANNEXE 1 : « Hepatitis E virus prévalence in HIV-hepatitis C virus co-infected IDU
patients in France ». Article en attente de publication dans la revue « Emergeing Infectious

Disease ».

Hepatitis E virus prevalence in HIV-Hepatitis C virus co-infected IDU

patients in France

Authors: 5 Larrat, 5 Gaillard, M Baccard, L Pirpth, P Cacoub, 5 Pol, C Perronne, F Carrat

and P Morand for the ANRS HCO02 ribavig study team

Affiliation: Laboratoire de Virologie’ Diépartement des Agents Infectiewx UM 3265 CNES-

UIF-EMBL, CHU A Michallon, BP 217, 38043 Grenoble cedex 9, France

To the editor: Kaba and al. (1) reported a seroprevalence of 11.6% for hepatitis E virus
(HEV) in homeless persons in the city of Marseille located in the South of France, and a
multivariate analysis suggested that intravenous drug use (IDU) was an independent risk
factor of HEV transmission.

We conducted a retrospective subanalvsis of HEV seroprevalence in the multicenter French
ANES-HCO2-RIBAVIC therapeutic trial in HIVHCV co-infected patients (2). Eighty-four
1D patients, enrolled between 2000 and 2002 in this trial, had still-available sera stored at
—80°C. The patients’ mean 5D age was 39+4 vears, 63% were men, 23% were born out of
France and 38 (45%) were living in the South of France. HEV antibodies were tested with the
same assay as that used by Kaba et al. (1) and HEV-RNA was detected with an in-house real-
time-RT-PCE (3). None of the patients had detectable anti-HEV-IgM or HEV-ENA. Three
patients (3.6%) were HEV-1gG-positive. Two of them lived in the South of France, giving a
3.3% (2/38) HEV prevalence in IDU patients living in this region where HEV-1gG prevalence
in healthy blood donors has been reported as high as 9%—160.6% (4). The difference between

our study with a low HEV-IgG prevalence in IDUs, even in the South of France, and the
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results from Kaba et al (1) mmst be interpreted with caution because there were several
epidemiclogical differences between the two populations. Moreover, there was a risk of a
false-negative serology result in HIV patients due to impaired immunity, and the predictive
value of serologic testing is probably low due to the low HEWV prevalence in this population.
Diespite these limitations, this study suggests that the high prevalence of HEV infection in
homeless persons in the South of France was not favored by IDU but reflected the general

epidemiology of HEV in this region.
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ANNEXE 2: « Hepatitis E virus infection in liver transplantation in an area of low

seroprévalence ». Poster présenté lors du congres ESCV en septembre 2011.

‘UVHCI

Hepatitis E Virus Infection
in Liver Transplantation
CHU in an Area of Low Seroprevalence

GRENDELE Sylvie Larratl, Stephanie Gaillard1, Marie-Noelle Hilleret2, Monique Baccard1, Vincent Leroy2 and Patrice Morandl

1-Laboratoire de Virologie Département des Agents Infectieux /UMI 3265 CNRS-UJF-EMBL, 2- Clinique universitaire d’Hépatogastroentérologie CHU A Miche

Objective: In the South-West of France, hepatitis E (HEV) seroprevalence is approximately 15% in the general population, and infection can evolve into
chronic hepatitis in up to 60% of solid-organ transplant recipients. The present study describes HEV infection in liver transplant (LT) patients in a French
area of lesser prevalence (5.4% in healthy healthcare providers from the Grenoble University Hospital staff).

- R Method: A total of 315 adult patients underwent a liver transplantation between January 1986 and May 2010
Socratio W) w3 s s at Grenoble University Hospital: 169 of them were still followed in this hospital and had recent (<1 year)
e pasttraplantation W Meédimne  IGRLIGR  10R Wil serum available ( table 1). For 81 of these patients, pre-LT serum was also stored. Each serum sample was
yoars] - o . .
5 ) e TSN tested for HEV 1gG and IgM using HEV IgG and IgM kits (Diapro, Ingen, Paris, France) and for HEV RNA with
Geographical Orign an ORF3 real-time RT-PCR (Jothikumar, JVM, 2006) associated with the amplification of a housekeeping
France 121 718 56 69,2
Europe 27 16 12 222 mRNA
Mediterranean Basin 18 10,7 3 74 17 19G and/or IgM positive patients
Africa 1 0,6 0 0
Asia 2 11 1 12 T
Residence [ I ] |
Rural 96 56.8 32 395
Urban* 73 432 49 60,5 Pre and post-LT IgG positive patients. IgG disappearance after LT 16 postLT patients Positive IgM +- 19G
Cause of live

irrhosis 91 538 S0 al7

2 124 10 123
v 36 213 2L 2L
Autz-immune diseases 1 65 3 3 6 patients: 4 patients
others 3l 183 10 P
mixed 21 124 13 13
Co-transplantation
e am L 123 Reactivation? Date of Acute/chronic
immunosuppressive therapy ’ infection? Infection ?
Anti-calcineuring 159 94 77 951
Tacrolimus 133 79,3 9 5.2 |
cidosporing 25 138 8 9,9
mTOR inhibitor 9 532 4 43 No suspicion
Sirclimus 3 47 3 37 No suspicion on 20 available on 19 samples
Everolimus 1 05 1 12 Sample (reden: 18 mons) No available pre-LT serum
Antimetabolites 81 479 374567 No cincal suspicion ofinfection in megical I
Myfortic® 13 77 1 12 history since LT
cellcept® 67 306 36 444
Imurel® 1 06 0 0
Corticoids 3 18 No detected

iy 10 000 Tt I 1 non specific IgM in a context of HCV replication|

Table I: Characteristics of the 169 LT recipients

vati

I 1 acute hepaiitis

the I7 anti-HEV IgG and/or IgM positive patients bo2chroic hepati

Results: HEV IgG were detected in 13 of 169 LT patients (7.7%). 8/81 were already positive before LT (9.9%). The details of their serological evolution were described figurel. No
reactivation was observed despite one patient displaying HEV IgM persistence for more than 5 years after LT with concomitant EBV infection. Three patients developed acute
infection after their LT, confirmed by transient HEV RNA positivity and/or HEV 1gG seroconversion. For all of them, HEV IgM persisted for more than 1 year as well as HEV RNA for
two patients assessing chronic hepatitis. These three cases were described figure 2.

© . M

6. ® - :
e 4
: ——ur
a0 7 MrD s
g 7 : S
30 = e . v
B <
m - liver 2
' Bicpsy
10 4= -
Lon 5 LT21/03/0
. o =
= scshaic =
cimosis
e
yis vz wams Uz s
’ ) i
HEVIgS - . [ HEVIgS . B
HEVIgH
iy : o o s HEV R
HEV Rl E - . v - VR

Liver HEV RN

Figure 2:The course of one acute (A) and two chronic (HEV RNA positivity >B months) (B and C) hepatitis £ in three patients after LT presently found to have IgM antibodies to HEV. -

Conclusion: In this retrospective study of 169 French LT recipients, 7.7% and 3% of the patients were HEV IgG-positive and HEV IgM-positive,
respectively. Prolonged persistence of HEV IgM for >1 year was observed in all IgM-positive patients including the two cases of chronic E
hepatitis assessed this study.

% In area of low HEV seroprevalence, reactivation or chronic E hepatitis in liver transplant patients seems very rare.
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GAILLARD Stéphanie

Virus de I’hépatite E: Mise en place du diagnostic moléculaire au laboratoire de virologie du
CHU de Grenoble. Etudes de prévalence chez les patients co-infectés VIH-VHC et les
transplantés hépatiques

RESUME:

Le virus de I'hépatite E (VHE) est responsable d‘hépatites aigués autochtones. I est actuellement
décrit chez des patients immunodéprimés avec passage a la chronicité.

Nous avons adapté une technique de RT-PCR temps réel du VHE décrite par Jothikumar e a/ en
2006 amplifiant une région conservée de I’ORF3. Ses performances analytiques montrent une
quantification linéaire de 100 a 10° copies/ml. une spécificité de 100% et une variabilité intra et
inter-essais faible confortent la robustesse et fiabilité de notre technique.

Les études rétrospectives de prévalence du VHE ont associées cette méthode moléculaire et un test
sérologique commercialisé (IgG +IgM).

La premiére a été menée parmi 111 patients co-infectés par le VIH et le VHC inclus dans I'étude
multicentrique francaise ANRS-HCO2-RIBAVIC. Nous rapportons une faible séroprévalence a
2,7% sans marqueurs d’infection récente. La toxicomanie, mode principal de contamination de cette
population, ne nous apparait pas comme un facteur de risque supplémentaire d’infection par le
VHE.

La seconde a été réalisée sur 169 sérums post-transplantation hépatique et 81 pré-transplantation de
patients suivis au CHU de Grenoble. La séroprévalence du VHE en pré-transplantation est de 9,9%
et en post-transplantation de 7,7%. La séroprévalence trouvée a 5,4% parmi le personnel hospitalier
grenoblois n’est pas significativement différente (p=0,1830). Aucune réactivation virale n’a été
détectée. Trois primo-infections sont retrouvées avec évolution chronique dans 2 cas. Ces résultats
suggérent que cette population ne semble pas plus a risque d’infection par le VHE que la population
générale locale et qu'une évolution chronique reste possible.

MOTS-CLES :

- Virus de ’hépatite E -co-infection VIH/VHC
- RT-PCR - toxicomanie

- séroprévalence - transplantés hépatiques
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