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Liste des principales abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

ALAT : Alanine Amino transférase

ARN : Acide ribonucléique

CHRU : Centre Hospitalier Régional Universitaire

DMSO : Diméthylsulfoxyde

Domaine M : Domaine Middle

Domaine P : Domaine Protruding

Domaine S : Domaine Shell

EMA : Monoazide d’éthidium

FCV : Feline calicivirus (calicivirus félin)

FFU : Focus Forming Unit (unité formant foyer)

ICC/PCR : Integrated cell culture/polymerase chain reaction

IFN : Interféron

Ig : immunoglobulines

MEGA : Molecular Evolutionary Genetics Analysis

MTOR : Mechanistic target of rapamycin (cible de la rapamycine)
ORF : Open Reading Frame (cadre de lecture ouverte)

PBS : Phosphate Buffered Saline (tampon phosphate salin)

PCR : Polymerase Chain Reaction (amplification génique)

pdb : Paires de bases

PMA : Monoazide de propidium

PRRSV : Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (virus du syndrome
reproductif et respiratoire porcin)

RT : Reverse transcription (transcription inverse)

rt-gPCR : Transcription inverse et amplification génique quantitative
STEP : Station d’épuration

TFL : Time to first log reduction (temps nécessaire pour la premiére diminution d’'un
facteur 10)

TP : Taux de prothrombine

UDS : Ultra Deep Sequencing (séquengage haut débit)

Ul : Unités internationales
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UV : Ultraviolets

VHA : Virus de I'Hépatite A
VHC : Virus de I'Hépatite C
VHE : Virus de I'Hépatite E
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Le virus de [I'hépatite E (VHE) entraine des hépatites pouvant étre
symptomatiques ou non. Des manifestations graves sont possibles et peuvent
conduire a une morbidité sévere, au déces ou a des pathologies chroniques. Selon
'organisation mondiale de la santé, le VHE infecte chaque année 20 millions de
personnes a travers le monde, donnant lieu a 3,3 millions de cas d’hépatite aigué et
I'estimation de la mortalité liée au VHE était de 44000 décés en 2015 [1].

Le VHE est un virus circulant dans le monde entier, notamment dans les pays
industrialisés, ce qui n’était pas connu jusqu’a récemment et a été révélé a la faveur
de 'amélioration de la sensibilité des tests sérologiques.

Le pouvoir pathogéne du VHE n’est pas encore trés bien connu : nous savons
que ce virus entraine des hépatites de sévérité variable (pouvant aller de la forme
asymptomatique a I'hépatite fulminante avec nécessité de transplantation hépatique),
des manifestations graves avec taux de mortalité élevé chez les femmes enceintes
ainsi que des manifestations extra-hépatiques (neurologiques et rénales, notamment)
dont I'étendue reste encore a préciser. La physiopathologie de I'atteinte par le VHE
doit aussi étre mieux comprise : les mécanismes entrainant une infection d’'une
gravité particuliere chez la femme enceinte ne sont pas encore clairement élucidés
de méme que les mécanismes conduisant aux manifestations extra-hépatiques. Les
facteurs conduisant a une hépatite asymptomatique ou fulminante ne sont pas
encore clairs non plus. Le VHE peut entrainer des formes chroniques chez les
patients immunodéprimés avec évolution rapide vers la cirrhose ; les facteurs
entrainant une forme chronique lors de linfection d’'un patient immunodéprimé
doivent étre explorés.

La présentation trés polymorphe de l'infection entraine des problémes de sous
diagnostic : le médecin n’évoquera pas forcément cette hypothése diagnostique
devant un tableau clinique atypique.

Dans les pays en développement, le VHE connait une transmission par voie
hydrique, strictement humaine et les cas sont groupés (présentation épidémique).
Les génotypes de VHE circulant dans les pays industrialisés infectent certains
animaux (porcins, notamment) et les humains se contaminent principalement par
ingestion de viande crue ou mal cuite d’animaux contaminés. Dans ces pays, les cas
se présentent de maniére sporadique. Les voies de circulation du VHE dans les pays
industrialisés ne sont pas encore claires, une transmission par voie hydrique est

suspectée.
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La transmission du virus dépend en partie de sa capacité a rester infectieux
en dehors d’'un héte, dans un milieu donné (persistance). Méme si des travaux
portant sur la persistance du VHE dans différents milieux et sous différentes
conditions (température, UV...) ont été réalisés ces derniéres années, il reste encore
beaucoup d’'inconnues sur la persistance du VHE et donc sur sa transmission.

Le VHE, est, comme tous les virus a ARN, variable. Ceci entraine I'existence
de plusieurs génotypes, eux-mémes subdivisés en sous-génotypes. Par ailleurs,
chez un héte, la population est répartie en quasi-espéce avec, le plus souvent, un
variant majoritaire et de nombreux variants minoritaires mais pouvant néanmoins
jouer un rbéle dans la pathogenése virale. La distribution du VHE en quasi-espéces
pourrait favoriser certains variants viraux plutét que d’autres et permettre une
adaptation de certains virus minoritaires a des environnements changeants, vivants
ou inertes.

Le VHE peut exister sous deux formes : une forme non-enveloppée retrouvée
dans les selles et I'environnement ou une forme dite quasi-enveloppée retrouvée
dans le sang et en culture cellulaire. Le virus ne présente pas le méme profil de
persistance ni le méme pouvoir d’infection selon la forme sous laquelle il se trouve.
Toute cette variabilité rend délicate l'interprétation des résultats des études : selon le
geénotype (et donc l'origine géographique) et la forme du virus étudié, les résultats
peuvent ne pas étre transposables ni généralisables. La variabilité peut également
entrainer des problémes de diagnostic (baisse de la sensibilité des tests du fait de la
variabilité de la cible) et de traitement.

La prévention des infections par le VHE constitue un enjeu sanitaire important
a travers le monde. Cette prévention passe par une meilleure connaissance du virus
et une meilleure compréhension de sa transmission et de sa circulation et donc de sa

variabilité, de son pouvoir pathogéne et de sa persistance.
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Le VHE est un virus trés fréquemment rencontré a travers le monde, y
compris dans les pays industrialisés ou il est responsable de hombreuses infections
pouvant donner des atteintes graves. Il s’agit par conséquent d’'un enjeu sanitaire
important. Afin de prévenir les infections graves et leurs complications, des actions
préventives seraient a mettre au point qui, dans ce contexte, reposent principalement
sur le contréle de la circulation du virus dans I'environnement et les produits destinés
a la consommation humaine. Cependant, la circulation du VHE dans I'environnement
dans les pays développés est encore mal connue. De plus, la vaccination des

populations a risque est l'autre volet préventif a envisager.

Le VHE est retrouvé en France avec un gradient nord-sud concernant la

séroprévalence, qui est élevée en Lorraine.

Notre objectif était d’étudier, avec des outils moléculaires explorant le génome

viral, la circulation du VHE entre 'Homme et 'environnement, en Lorraine.

Dans ce but, une collection d’échantillons biologiques (sanguins et fécaux)
issus de patients suivis au CHRU de Nancy a été constituée, pour caractériser des
expressions cliniques polymorphes et étudier la variabilité génétique des souches de
VHE. Les patients présentaient des terrains différents et des hépatites de sévérité

variable.

De plus, afin de préciser le circuit du virus, des collectes d’échantillons
environnementaux (eaux usées urbaines, eaux usées d'un abattoir porcin, selles
porcines, foie et selles de sangliers, mollusques d’eau douce) ont été réalisées en
2016, 2017 et 2018, visant a documenter avec des outils moléculaires la circulation
du VHE en Lorraine, région prise pour modéle d’'une région urbaine et semi-urbaine

de pays industrialisé.

Le VHE de génotype 3, majoritaire dans les pays développés et notamment
en France, infecte 'THomme et des hétes animaux. On observe dans le méme temps
des variations dans le virus et, notamment, dans les protéines en contact avec
I'extérieur du virus : les protéines ORF2 et ORF3. Ces protéines étant externes, elles
jouent un rdle dans les interactions du virus avec son environnement proche
récepteurs cellulaires, systéeme immunitaire de I'héte et surfaces du milieu extérieur.

L’étude des variations de ces protéines peut donc nous renseigner sur la circulation
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du VHE entre ses hotes naturels et I'environnement. Il s’agissait dans le cadre de
nos travaux expérimentaux, de mettre en évidence des « signatures moléculaires » -
acides aminés spécifiques d’'un pouvoir pathogene viral, ou spécifiques d’un type

d’héte ou d’environnement.
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|.  Le virus de I'hépatite E

A. Historique et découverte du virus

La notion de «jaunisse » a été retrouvée dans un traité de médecine
sumérien 3000 ans avant notre éere [2]. Hippocrate (-460 -375) a décrit les
caractéristiques cliniques de la jaunisse épidémique [2]. Vers le milieu du XXe siécle,
'existence d’au moins deux types d’hépatites infectieuses a été décrite : 'une avec
une incubation courte et I'autre avec une incubation longue [2], 'une était associée a
une contamination féco-orale, I'autre a une contamination par injection (vaccination,
transfusion). Les virus des hépatites B et A ont été découverts en 1970 et a la fin des
années 1970 respectivement. L’existence d’'une hépatite « non-A, non-B » de
transmission parentérale a été établie en 1974 [2] et le virus de I'hépatite C a été
découvert en 1989. L'existence d’'une hépatite « non-A, non-B » de transmission
entérique a été établie dans les années 1980 lorsque les premiers tests sérologiques
pour le diagnostic de I'hépatite A ont été utilisés [3]. En Inde, 'observation avait été
faite d’hépatites ayant un fort taux de létalité chez les femmes enceintes; une
épidémie dans la région du Cachemire en 1978 a donné lieu a une large enquéte,
laissant suspecter un virus d’hépatite « non-A, non-B » a transmission entérique [4].
En 1983, Balayan a mis en évidence des particules virales dans les selles d’'un
volontaire ayant ingéré des selles de patients fortement suspects d’hépatite « non-A,
non-B » de transmission entérique et ayant développé des signes d’hépatite 36 jours
apres [5]. L’antigéne du VHE a été identifié en 1989 [6].

B. Taxonomie

Le VHE appartient a la famille des Hepeviridae, genre Orthohepevirus. Un
autre genre de la famille, le genre Piscihepevirus infecte les truites. Le genre
Orthohepevirus comporte des espéces infectant les oiseaux (Orthohepevirus B), les
rongeurs, soricomorphes et carnivores (Orthohepevirus C) et les chauves-souris
(Orthohepevirus D) [7]. Le VHE infectant les humains est un Orthohepevirus A.
Récemment, un Orthohepevirus C a été mis en cause dans un cas d’hépatite chez
un patient immunodéprimé, bien que la voie de transmission dans ce cas ne soit pas

claire [8].
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C. Structure
Le VHE est un virus de forme sphérique, de 27-34 nm pour la forme non-
enveloppée et de 50-110 nm pour la forme quasi-enveloppée [9].
1. Génome
Le génome du VHE est constitué d’'un ARN simple brin de polarité positive
d’environ 7200 bases, présentant une coiffe de 7-méthylguanosine en 5 [10],
indispensable au caractére infectieux du virus, et une queue poly-A en 3’. La région
codante est encadrée par une région non codante de 25 nucléotides en 5’ et une
région non codante de 65 nucléotides en 3’ [11]. La région codante comporte trois
cadres de lecture ouverte (ORF1-ORF3) (figure 1). Il existe une région de jonction
située entre ORF1 et le début de la région codant 'ARN subgénomique [10]. Deux
éléments cis-réactifs ont été localisés : le premier chevauche la région 3’ dORF2 et
la zone non codante en 3’ et est essentiel pour la réplication ; le deuxiéme est
localisé dans la région de jonction et pourrait étre le promoteur de la transcription de

I'’ARN subgénomique [10].

ORF1 ORF2
RNA packaging IRES-like Junction region
signals element CRE 3'CRE
1 26 5107 5145 7127 7197
m'G-cap vt | v | PCP EVRI X IHeI _RdRp Capsid
5UTR ORF4P VP13 3UTR
2689 3165 5132 5474
ORF4 ORF3

Figure 1 : Organisation génomique du VHE

(d’aprés Kenney et al., 2012 [12]). UTR : région non traduite, m7G-cap : coiffe en 5’,
met : méthyltransférase, PCP : domaine cystéine protéase « papaine-like », HVR :
région hypervariable, Hel : hélicase, RdRp : ARN polymérase ARN-dépendante,
CRE : élément cis-réactif, VP13 = ORF3, ORF4 est traduit grace a un élément IRES

(internal ribosome entry site) -like.

ORF1 comporte environ 5000 bases et code une polyprotéine non structurale
d’environ 186 kDa impliquée dans la synthése de 'ARN. Les modifications post-
traductionnelles sont encore peu connues mais la thrombine et le facteur X activé

semblent jouer un réle dans le clivage de la polyprotéine, et ceci a un stade trés
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précoce du cycle réplicatif du VHE [13]. La protéine ORF1 comporte plusieurs

domaines (figure 1) :

La méthyltransférase a I'extrémité N-terminale dont le réle est de mettre la
coiffe de ’ARN génomique [14],

Un domaine « Y » dont la fonction n’est pas encore claire, méme s’il a été
montré que les cystéines en positions 336 et 337 et le tryptophane en
position 413 étaient trés conservés et cruciaux pour la réplication virale. |l a
été suggéré que ces résidus joueraient un réle dans le ciblage des
protéines virales vers les membranes du complexe de réplication. Par
ailleurs, la structure de 'ARN du domaine Y semble importante pour la
réplication virale [12].

Un domaine cystéine protéase « papaine-like » qui, en plus de son activité
protéase, serait impliqué dans I'échappement immunitaire par son activité
antagoniste de l'interféron (IFN)-B [12],

Une région riche en proline contenant une région hypervariable,

Un domaine « X » (ou macrodomaine), qui pourrait jouer un rdle dans la
transformation de I'ADP-ribose-1’-monophosphate en ADP ribose ainsi
qgu’un réle d’interférence avec I'lFN-3 [12].

Un domaine hélicase qui jouerait un réle dans la 1°" étape de synthése de
la coiffe [15].

Un domaine ARN polymérase ARN-dépendante.

ORF2 compte 1980 bases et code la protéine de capside, qui compte 660

acides aminés. ORF3 compte 369 bases et code une petite phosphoprotéine. Un

quatrieme cadre de lecture ouverte, ORF4, a été décrit pour le génotype 1: la

protéine ORF4 joue un rdle important dans la réplication des virus de ce génotype

[16].

2. Capside

Le VHE posséde une capside icosaédrique composée de la protéine codée

par le géne ORF2. La capside comporte 180 protéines ORF2, un treillis icosaédrique

T=3 (figure 2), avec des intermédiaires décamériques [17]. Cette protéine comporte

660 acides aminés et sa masse est estimée a 72 kDa [10]. Elle est impliquée dans

'assemblage de la particule virale et dans ses interactions avec les cellules cibles. I
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y a un peptide signal en N-terminal (résidus 28-101) entrainant une sécrétion de la
protéine dans le réticulum endoplasmique [10,18]. La partie N-terminale est
également impliquée dans la liaison de la protéine de capside a 'ARN, entrainant le
début de I'encapsidation [17]. Trois domaines ont été décrits :

- Domaine S (shell): acides aminés 129-319 (le plus conservé entre les
différents génotypes [17])

- Domaine M (middle) : acides aminés 320-455

- Domaine P (protruding) : acides aminés 456-606 [19].

Le domaine S se situe le plus vers lintérieur de la particule virale [17]. A
l'interface entre les domaines M et P (acides aminés 445 a 467), une région riche en
proline est décrite [20]. Il existe 3 sites de N-glycosylation : les asparagines 132, 310
et 562 [21]. Plusieurs sites antigéniques ont été décrits (figure 3): un épitope
immunodominant conformationnel entre les acides aminés 394 et 457 et un épitope
neutralisant entre les acides aminés 452 et 617 [22]. Des épitopes linéaires ont
également été décrits au niveau des acides aminés 410 a 415 et 426 a 429 [23] ainsi
que 407 a 410 et 458 a 462 dans des virus de génotype 4 [24].

La protéine ORF2 forme un homodimére au niveau de l'extrémité C-
terminale (figure 4) ; les résidus 503, 548, 552, 555, 557, 561, 598 et 600 sont
importants pour maintenir le dimére. Les résidus 597, 598, 599, 601 et 602 jouent

également un réle dans la formation du dimére [10].

x60 x12

T=3

Swiss Institute of Bioinformatics
Figure 2 : Schéma de I'assemblage d'une capside icosaérique de type T=3

(d’apres Viral Zone [25])
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Asn 310
Domaine S Domaine M

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
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Domaine M Epitope immunodominant conformationnel
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490 500 510 520 530 540 550 5601/ 570 580 590 600
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T T 1
EE—
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\L Sites de N < > .
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. <>
glycosylation <——> DomainesS, Met P ¢ S

Figure 4 : Représentation linéaire de la protéine ORF2 avec les épitopes décrits

P domain

S domain

Figure 3 : Structure de la protéine ORF2

(d’aprés Xing et al., 2010 [17]). Structure dimérique de la protéine de capside. Une

sous-unité est colorée en rouge, et 'autre est colorée selon le domaine : bleu = S,

vert = M, orange = P.
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Durant le cycle de réplication du VHE, la protéine ORF2 est a un moment
transloquée dans le noyau de la cellule héte, ou elle pourrait jouer un réle dans le
contrdle de certaines fonctions cellulaires afin de favoriser la réplication virale et/ou

de modifier la réponse antivirale de la cellule infectée [26].

En culture, la protéine ORF2 est produite sous trois isoformes. Une seule
isoforme est associée aux particules virales infectieuses et il s’agit de la moins
abondante. Elle ne semble pas subir de modifications post-traductionnelles. Les
deux autres formes subissent des modifications post-traductionnelles (glycosylation
et sialylation) et sont secrétées. Des tests réalisés sur des séra de patients semblent
montrer que, la aussi, les deux isoformes d’'ORF2 secrétées et non associés a des
particules infectieuses sont présentes en plus grande abondance que lisoforme
associée aux particules infectieuses [27]. Ceci pourrait avoir un réle de leurre pour le
systéme immunitaire et participer a une stratégie virale d’échappement immunitaire.
Le début de la protéine ORF2 ne semble pas étre le méme pour les trois isoformes
(acide aminé 14 pour la forme associée aux particules infectieuses, acides aminés

34 et 102 pour les deux autres isoformes) [26].

3. Quasi-enveloppe

Le VHE, bien qu’étant un virus non enveloppé, peut exister sous une forme
« quasi-enveloppée », associée a des lipides. Le virus semble étre produit par les
cellules sous cette forme et circuler dans le sang sous cette forme mais perd cette
couche lipidique lors d'un contact avec les acides biliaires et enzymes
pancréatiques : il se retrouve donc sous forme non-enveloppée lorsqu’il est excrété
dans les selles [28]. La quasi-enveloppe est dérivée des exosomes et est composée
de cholestérol, phospholipides, sphingomyélines, phosphatidyléthanolamines,

phosphoinositides et céramides [29].

4. Phosphoprotéine
Le géne ORF3 code une petite phosphoprotéine de 123 acides aminés (114
selon certains auteurs), ayant une masse moléculaire de 13kDa. Cette protéine
interagit avec le cytosquelette via son domaine N-terminal hydrophobe ; elle
s’associe avec les microtubules par des interactions électrostatiques [30]. Selon une

étude publiée en 2017, la protéine ORF3 présente les caractéristiques d’'un canal
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ionique nécessaire a la sortie des virions de la cellule [31]. L’extrémité C-terminale
serait orientée vers la lumiére du réticulum endoplasmique tandis que I'extrémité N-
terminale phosphorylée serait du coté du cytosol. La protéine ORF3 comporte deux
domaines N-terminaux hydrophobes et deux régions C-terminales riches en proline.
Elle interagit avec la protéine ORF2 et ceci pourrait jouer un réle dans 'assemblage
des virions. La protéine ORF3 est présente au niveau du virion quasi-enveloppé
[10,32,33]. Elle semble nécessaire pour la propagation du virus dans le foie [34]. Une
particularité du début d’ORF3 a été décrite chez le VHE de génotype 4 : il existe une
insertion d’'un uracile juste aprées le deuxiéme codon AUG, entrainant un décalage de
cadre de lecture avec initiation de la traduction par différents codons en ORF3 et
ORF2. Ceci allongerait ORF2 de 14 acides aminés et raccourcirait ORF3 de 9 acides
aminés [35] (figure 5). Il n’y a pas de différence d’antigénicité observée [36].
Subgenomic RNA

®) 5072 5104 5113
181  GACUUGACAAAUUCAAUCUUGUGUCGGGUGG DGRAU,

2/MEX-14 ===C=U===C=C=====UA=~CAC~-~~UCU-~ [—
MS1 ~=UC-Cm====m=nCe==A=ACAG======== ———
am ===CeU==U=GC==C==UA-A=AC= === nmmefoc} === o=

Figure 5 : Comparaison de séquences de VHE des génotypes 1 a 4 contenant des
codons initiateurs potentiels pour ORF2 et ORF3
(d’aprés Okamoto [35]). Rectangles gris : codons initiateurs potentiels d’ORF3,
rectangles blancs : codons initiateurs potentiels ’'ORF2. L'insertion d’'un uracile
retrouvée exclusivement dans les isolats de génotype 4 est indiquée par le triangle

noir. Une barre horizontale marque le codon UGA terminal d ORF1.

5. ORF4

La protéine ORF4 a été décrite pour le génotype 1 et comporte entre 139 et
158 acides aminés [16]. Elle est nécessaire au fonctionnement de la polymérase des
virus de ce génotype. La protéine ORF4 est synthétisée lors d’'un stress du réticulum
endoplasmique, qui pourrait étre lié a la réponse antivirale (et serait également
présent lors de la grossesse). Sa traduction n’est pas régulée de la méme fagon que
celle dORF1 (qui passe par la coiffe) ; il semble exister une structure IRES-like au
niveau de I'ARN qui déclencherait la traduction d’'ORF4. La protéine ORF4
interagirait avec des protéines de [I'héte, notamment le facteur d’élongation

eucaryotique 1, isoforme 1 (eEF1a1), ce qui lui permettrait de promouvoir I'activité de
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la polymérase. Pour le VHE de génotype 3, des protéines de I'hbte assureraient la
fonction d’ORF4. La présence de cette protéine chez le VHE de génotype 1 et son
expression uniquement lors d’un stress du réticulum endoplasmique expliqueraient
que, contrairement au VHE de génotype 3, le VHE de génotype 1 ne peut pas se

multiplier in vitro dans des cellules de mammiféres en conditions standard [16].

D. Cycle réplicatif (figure 6)
1. Entrée du virus dans les cellules

Le récepteur cellulaire du VHE n’est pas connu a ce jour. Les mécanismes
d’entrée sont différents et d’efficacité variable selon qu'il s’agisse de la forme non-
enveloppée ou de la forme quasi-enveloppée : le VHE quasi-enveloppé s’attache de
maniére beaucoup moins efficace aux cellules que la forme non-enveloppée ce qui
entraine une infection des cellules a un taux plus bas [37].

La forme non-enveloppée s’attache initialement a la membrane cellulaire par
les molécules d’héparane sulfate [28] et possiblement la protéine heat shock cognate
protein 70 (HSC 70) [12].

L’entrée de la forme quasi-enveloppée est dépendante des deux GTPases
Rab5 et Rab7 [37].

Le virus rentre dans la cellule par endocytose, en utilisant la clathrine et la
dynamine-2 [38]. L'entrée de la forme quasi-enveloppée nécessite une acidification
endosomale et la dégradation des lipides dans les lysosomes : la quasi-enveloppe
serait dégradée dans les endolysosomes avant la décapsidation [37]. Les protéines
de choc thermiques HSP90 et Grp78 sont impliquées dans le transport intracellulaire

des virions [12].

2. Traduction — réplication du génome viral

Aprés la décapsidation, ORF1 est traduit et les protéines non structurales sont
synthétisées. Un brin d’ARN de polarité négative va alors étre synthétisé a partir de
'ARN génomique de polarité positive. Ce nouveau brin d’ARN servira de matrice
pour la synthése de nouveaux brins d’ARN génomique ainsi que pour la synthése de
'ARN subgénomique : il s’agit d'un ARN de 2,2 kb comportant ORF2 et ORF3.
L’ARN subgénomique est traduit en protéines ORF2 et ORF3 qui serviront a
'encapsidation des nouveaux ARN génomiques pour former les nouveaux virions
[33].
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3. Sortie

La protéine ORF3 est nécessaire pour cette étape, et son interaction avec de
nombreuses protéines est importante, dont la protéine TSG101 (tumor susceptibility
gene 101) de I'héte [33] ; cependant cette nécessité d’ORF3 est débattue [39]. Le
VHE utilise la voie des exosomes et des corps multivésiculaires pour sortir de la
cellule [40]. Il semble étre sous forme quasi-enveloppée lors de sa sortie : il est sous
cette forme dans le surnageant de nombreuses lignées cellulaires ainsi que dans les
échantillons de sérum mais perd la quasi-enveloppe lors du contact avec les acides
biliaires et enzymes pancréatiques, il se trouve sous forme non-enveloppée dans les
selles [28,32]. La sortie s’effectue majoritairement au pdle apical de la cellule et il y
aurait une différence de composition de la quasi-enveloppe entre les particules
produites par le pdle apical et par le pble basolatéral [41]. La protéine ORF2 sous
forme glycosylée soluble est secrétée en quantité similaire aux deux pdles de la
cellule [41].
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Figure 6 : Cycle réplicatif du VHE
d’aprés Kenney et al., 2019 [12]. (1) Les virions non-enveloppés s’attachent
aux récepteurs cellulaires avant I'étape d’internalisation. (2) L'entrée des virions
quasi-enveloppés est sous la dépendance des GTPases Rab 5 and Rab7 et une
étape de dégradation des lipides dans les lysosomes est nécessaire. (3) Transport
des virions vers le site de libération du génome. (4) L'ARN génomique sert dARN
messager pour la traduction d’ORF1.

(5) Les protéines non structurales transcrivent 'ARN de polarité positive en
un ARN de polarité négative. L’ARN subgénomique est généré a partir de '’ARN de
polarité négative et est traduit en protéines ORF2 et ORF3. (6) Les ribosomes de
I’héte poursuivent la traduction en protéines ORF1, ORF2 et ORF3. (7) ORF2
s’associe a ’ARN génomique et commence sa multimérisation. ORF3 se lie a ORF2
durant le transit vers la membrane cellulaire. (8) Les particules virales acquierent
probablement une quasi-enveloppe par bourgeonnement dans des vésicules
intracellulaires. (9) Les virions quasi-enveloppés sont libérés a la membrane
cellulaire via la voie exosomale. (10) Les virions perdent leur quasi-enveloppe lors du

transit par les voies biliaires.
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E. Epidémiologie — transmission
1. Génotypes

Bien qu’il n’existe qu’'un seul sérotype, différents génotypes ont été décrits
chez le VHE. La classification en génotypes a été débattue mais les spécialistes sont
parvenus a un consensus récemment [7]. Il existe actuellement huit génotypes : les
génotypes 1 a 4 sont les principaux génotypes infectant ’'Homme. Les génotypes 1
et 2 sont, d’aprés les données actuelles, strictement humains tandis que les
génotypes 3 et 4 provoquent également des zoonoses, pouvant infecter de
nombreux types de mammiféres, notamment les porcins, cerfs et lapins [42—-45]. Les
génotypes 5 et 6 infectent les sangliers et, en I'état actuel des connaissances,
n’infectent pas ’'Homme [46]. Pour ce qui est du génotype 7, il touche principalement
les camélidés et un cas de transmission a 'lHomme a été décrit, engendrant une
hépatite chronique [47]. Le génotype 8 infecte les camélidés [46]. Le génotype 1
comporte six sous-génotypes (1a-1f), le génotype 2 (plus rarement retrouvé)
comporterait deux sous-génotypes (2a-2b), le génotype 3 comporte trois clades : le
clade 3efg, qui regroupe les sous-génotypes 3e, 3f et 3g ainsi que cinq variants non
classés, le clade 3abchij qui regroupe les sous-génotypes 3a, 3b, 3c, 3h, 3i, 3j ainsi
que quatre variants non classés ; le clade 3ra est un peu a part et comporte un sous-
type infectant les lapins mais pouvant infecter ’THomme [48]. Le génotype 4 comporte
neuf sous-génotypes (4a-4i) ; quant aux génotypes 5 a 8, il n’y a pas encore de
classification nette en sous-génotypes (peu de séquences complétes sont
disponibles a ce jour) méme s’il semble pour le moment y avoir deux clades dans

chacun des génotypes 6 et 7 [7].

2. Répartition géographique des différents génotypes infectant lTHomme

Les génotypes 1 et 2 sont principalement retrouvés dans des pays en voie de
développement avec des mauvaises infrastructures hydriques. Le génotype 1 a été
décrit en Asie (sous-continent indien, Chine, Bangladesh, Népal, Pakistan et
Afghanistan) et en Afrique sub-saharienne. Le génotype 2 est plus rarement
retrouvé ; il a été décrit au Mexique et dans certains pays d’Afrique (Nigeria, Tchad,
Soudan et République centrafricaine) [49].

Le génotype 3 est plus ubiquitaire. Il est retrouvé en Europe, en Amérique du

Nord et en Amérique latine, en Afrique du Sud, en Asie, Australie et Nouvelle-
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Zélande. Le génotype 4 est retrouvé en Chine, au nord du Japon, en Inde et de
maniére sporadique en Europe [9,49].

Le génotype 7 a été, pour le moment, retrouvé aux Emirats Arabes Unis, au
Pakistan, en Somalie ainsi qu’au Kenya [50].

Au sein du génotype 3, une étude réalisée en Europe montre que la
distribution des clades était différente entre les préléevements issus de France par
rapport aux autres pays européens : le clade 3efg est plus courant en France que le
clade 3abchij, alors que le contraire est observé dans les autres pays européens

(différence statistiquement significative) [48].

3. Transmission

Les génotypes 1 et 2 sont exclusivement humains et ont une transmission
hydrique. Le péril fécal peut contaminer les eaux souterraines, les récoltes ou les
canaux ; les eaux des rivieres, utilisées pour la boisson, la baignade ou pour laver la
vaisselle peuvent étre contaminées [51]. Les génotypes 3 et 4 peuvent infecter les
humains mais également différentes espéces animales : cochons, sangliers, cerfs ou
lapins. lls se transmettent par ingestion de viande contaminée crue ou mal cuite [42—
45] ou une exposition aux porcs [52-54] (vétérinaires, personnel de ferme ou
d’abattoir, notamment). Le génotype 7 infecte les camélidés ; un cas de transmission
a ’'Homme a été décrit : le patient mangeait de la viande de chameau et buvait du lait
de chamelle [47].

Le VHE peut également étre transmis par voie transplacentaire, par
I'allaitement ainsi que par voie sanguine (lors de transfusions, notamment), bien que
ce dernier mode de transmission semble moins efficace, possiblement du fait de la
présence de virus sous forme quasi-enveloppée [37].

La transmission du VHE de personne a personne a été longtemps
controversée mais il semble que cela ne soit pas un mode de transmission trés
important [51]. Une étude portant sur une épidémie au nord de 'Ouganda a mis en
évidence comme facteurs de risque le fait d’avoir des récipients de stockage de l'eau
a large ouverture (odds ratio 2,83 (1,16—6,94)) et le fait de se laver les mains dans un
récipient commun (odds ratio 1,90 (1,07-3,38)) [55]. Les auteurs suggerent qu’une

contamination de I'eau de boisson a pu survenir au sein du foyer (ce qui aurait eu

40



pour effet de multiplier les cas secondaires autour d’'un cas) et qu’'une contamination

de personne a personne semble possible bien qu’inhabituelle.

4. Epidémiologie

Les geénotypes 1 et 2 circulent principalement dans les pays en
développement ou ils se transmettent par voie hydrique. Ces deux génotypes
entrainent des épidémies. Les épidémies surviennent périodiquement alors que la
population est exposée en permanence a la pollution fécale : il semble que peu
aprés une épidémie, de nombreuses personnes aient des taux protecteurs
d’anticorps, ce qui empéche la survenue d’une autre épidémie pendant un temps,
puis les anticorps vont diminuer progressivement et une nouvelle épidémie sera
possible en dessous d’un certain seuil d’anticorps [51].

Les génotypes 3 et 4, quant a eux, entrainent plutét des cas sporadiques. De
nombreux cas sont asymptomatiques et les cas les plus symptomatiques sont surtout
retrouvés chez des hommes de plus de 50 ans. Il y a longtemps eu (et il y a encore)
un probléme de sous-diagnostic de l'infection a VHE dans les pays développés :
fréquence des infections asymptomatiques, faible sensibilité des tests diagnostiques
et notamment sérologiques et absence de recherche spécifique de ce virus par les
médecins devant un tableau de cytolyse hépatique [56].

En France, le génotype le plus fréequemment retrouvé est le génotype 3; |l
existe un gradient Nord-Sud concernant la séroprévalence avec des séroprévalences
plus élevées dans le Sud [57] (Sud-Ouest, notamment). A noter une séroprévalence

relativement élevée dans le Nord-Est (figure 7).
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Figure 7 : Prévalence des IgG et IgM anti-VHE chez les donneurs de sang dans les
différents départements francgais et prévalence de dons du sang ARN-VHE positifs
A) Prévalence des IgG et IgM anti-VHE chez les donneurs de sang dans les
différents départements francgais. B) Prévalence de dons du sang ARN-VHE positifs.
Les nombres en bleu : séroprévalence des anti-VHE IgM (%). (D’aprés Guillaume et
al., 2018 [58]).

F. Pathogénicité chez ’lHomme
1. Clinique
L’infection par le VHE chez 'Homme est le plus souvent asymptomatique
(80% des cas liés aux génotypes 1 et 2 [59], 67 a 98% des cas dans les pays
développés [60]).
1.a) Atteinte hépatique
Le virus posséde un tropisme hépatocytaire et peut donner des hépatites de
symptomatologie et de gravité variables : les symptédmes habituels d’hépatite sont
possibles (nausées, vomissements, douleurs abdominales, asthénie, ictére...) et,
dans 2% des cas, il y a une hépatite fulminante [61]. Les hommes agés sont les
personnes les plus fréquemment symptomatiques dans les pays développés

(génotype 3) tandis que les hommes jeunes et les femmes enceintes sont les plus
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touchés dans les pays en développement (génotypes 1 et 2). L'incubation dure 2 a 6

semaines et l'ictere est présent dans 40% des cas dans les pays en développement

[60].

1.b) Atteintes extra-hépatiques

Des atteintes extra-hépatiques liées au VHE ont été décrites récemment. Le

lien de causalité n’est pas toujours clair entre ces atteintes et le VHE [62] :

Le tableau 1

Force : 'association doit étre forte,

Consistance : l'association doit avoir été constatée par plusieurs
auteurs,

Temporalité : la temporalité doit étre compatible (atteintes extra-
hépatiques survenant en méme temps ou au décours de l'infection par
le VHE),

Plausibilité et analogie : la physiopathologie doit avoir déja été étayée
pour d’autres infections (exemple : virus de I'hépatite C)

les données expérimentales doivent étre en faveur d’une relation
causale.

retrace I'imputabilité actuellement estimée pour les principales atteintes

extra-hépatiques du VHE. La physiopathologie de ces atteintes extra-hépatiques

pourrait étre associée au virus et/ou a I'héte.

43



Tableau 1

manifestations extra-hépatiques supposées
(d’aprés Pischke et al., 2017 [62])

Probabilité d’une relation causale

entre linfection par le VHE et les

Assumed Current data Hill’s criteria Estimated
extrahepatic likelihood of
manifestation causal
relationship
Neuralgic e Acute HEV infection in 11% of NA patients o Strong association, temporality Very probable
amyotrophy o HEV replication in neuronal cells proven (in vitro) o Experimental
Guillain-Barré e Acute HEV infection in 10% of GBS patients from India and 5% e Strong association, temporality, con-  Very probable
syndrome from the Netherlands sistency (consistent findings in two
e HEV replication in neuronal cells proven (in vitro) independent cohorts)
o Typical post-infectious condition o Experimental
o Plausibility
Cryoglobulinemia e 9/10 during HEV infection o Temporality Possible
o Elevated anti-HEV seroprevalence rate in patients with idio- o Plausibility
pathic cryoglobulinemia
o Similar mechanisms described for HCV
Glomerulonephritis e 9/51 patients with renal impairment during chronic HEV e Strong association, Very probable
infection o Plausibility
o Similar mechanisms described for HCV o Experimental
« Evidence from various experimental data
Acute pancreatitis e large number of reports from HEV-GT1 region describing AP e Temporality, consistency Very probable
shortly after the diagnosis of acute HEV infection o Plausibility
o Known for other viral infections, e.g., HAV/HBV/HCV-infection
Hematological o Several cases observed. e Strong association Possible
diseases e High incidence of MGUS during HEV infection in a single study
(However, it is possible that underlying haematological dis-
ease made patients susceptible for HEV infection)
Meningitis e HEV detection in CSF o Temporality, plausibility Possible
e HEV replication in neuronal cells proven e Experimental
Autoimmune o Elevated anti-HEV seroprevalence rate in AIH patients Under debate
hepatitis
Thyroiditis e Only single case reports Doubtful
Myocarditis o Single cases Doubtful

Only one single small study, which did not observe an
association

Atteintes neurologiques

Ces complications concerneraient 5% des patients infectés par le VHE [63],

tout en sachant que le VHE est encore une infection sous diagnostiquée y compris
dans ses manifestations hépatiques. L’infection par le VHE est associée aux
syndromes de Guillain-Barré et de Parsonage-Turner ainsi qu’a des méningo-
[64,65].

neurologiques comme les mononévrites multiples ou les myosites [64]. Les cas de

encéphalites La causalité reste a établir dans dautres atteintes
syndrome de Guillain-Barré associés au VHE ont été rapportés dans des pays
développés comme dans des pays en développement, laissant supposer que cette
atteinte n’est pas « génotype — spécifique » [62]. L’ARN du VHE peut étre retrouvé

dans le liquide céphalo-rachidien [62].
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e Atteintes rénales
Elles ont été principalement rapportées avec le génotype 3 [62]. Des
protéinuries, diminutions du débit de filtration glomérulaire ou encore syndromes
néphrotiques ont été observés lors d’infections par le VHE. Des biopsies rénales
réalisées lors d’épisodes d’hépatite aigué ont montré des glomérulonéphrites
membranoprolifératives, des glomérulonéphrites membranaires et des néphropathies
a IgA. Des cryoglobulinémies ont également été décrites. Les anomalies rénales et la

cryoglobulinémie s’améliorent voire se normalisent lors de I'éradication virale [64].

¢ Autres manifestations extra-hépatiques
Les manifestations neurologiques et rénales sont, a ce jour, les mieux
connues et les mieux décrites. D’autres atteintes moins fréquentes sont suspectées :
hématologiques (thrombopénies, gammapathies monoclonales de signification
indéterminée, anémies hémolytiques), pancréatiques, thyroidiennes ou

myocardiques [62].

1.c) Cas de la femme enceinte

Contrairement aux autres virus hépatotropes ainsi qu’aux génotypes 3 et 4 du
VHE, les génotypes 1 et 2 du VHE peuvent entrainer des formes graves chez la
femme enceinte : la |étalité est de 20-30%. Le VHE peut également entrainer des
éclampsies, des hémorragies, des hépatites fulminantes chez la mére, ainsi que des
avortements, morts foetales in utero, prématurités et morts périnatales. Chaque
année, le VHE serait responsable de 2400 a 3000 morts foetales in utero, sans
compter les morts fcetales liées au décés anténatal de la mére [66]. Les causes de
cette sur-morbidité materno-feetale ne sont pas encore trés claires. Néanmoins, une
étude récente met en lumiére le fait que le VHE de génotype 1 se réplique plus
fortement dans le placenta humain que le VHE de génotype 3, y induit plus de
Iésions tissulaires (apoptose et nécrose, notamment), modifie plus fortement le milieu
cytokinique et chemokinique et diminue la production d’IFN Il (physiologiquement
augmentée durant les derniers mois de la grossesse), ce qui n'est pas le cas du
VHE-3 [67]. Par ailleurs, il semble que les taux élevés d’cestradiol augmentent la
réplication du VHE (testé sur une souche de génotype 4) [68]. La sérine-thréonine

kinase cible de la rapamycine (mechanistic target of rapamycin (mTOR)) semble
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avoir une action inhibitrice de la réplication du VHE ; cette protéine est régulée a la
baisse durant la grossesse, ce qui pourrait en partie expliquer la sensibilité

particuliere des femmes enceintes a I'infection par le VHE [69].

1.d) Cas du sujet immunodéprimeé

Des infections a VHE chroniques (persistance de 'ARN du VHE plus de 3
mois dans le sang) ont été décrites chez des patients immunodéprimés : chez des
patients transplantés d’organe solide ou de cellules souches hématopoiétiques,
infectés par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) ou bien recevant des
traitements immunosuppresseurs ou une chimiothérapie. Les infections chroniques
ont été décrites trés principalement avec des virus de génotype 3 (bien que de rares
descriptions mentionnent les génotypes 4 et 7) [70] ; la question se pose de savoir si
cela est observé parce que le génotype 3 est un plus grand pourvoyeur d’infections
chroniques pour des raisons virologiques ou bien parce que la plupart des patients
immunodéprimés se trouvent dans les zones géographiques ou le génotype 3 est

majoritaire.

2. Marqueurs biologiques — diagnostic biologique

2.a) Marqueurs non spécifiques

Une cytolyse hépatique avec augmentation des transaminases et notamment
des Alanine Amino transférases (ALAT) peut étre observée 3 a 6 semaines aprés le
contage [71]. Le taux d’ALAT maximal considéré comme normal se situe vers 35-50
unités internationales (Ul)/L. Lors d’une infection par le VHE, le taux d’ALAT se
trouve habituellement entre 1000 et 3000 UI/L, mais l'intervalle est élevé [60]. En cas
d’insuffisance hépatocellulaire, une baisse du taux de prothrombine (TP) et du

facteur V est observée.

2.b) Marqueurs spécifiques indirects

Les IgM apparaissent 3 a 6 semaines apres le contage et persistent plusieurs
mois tandis que les IgG apparaissent peu apres les IgM et persistent plusieurs
années [71] (figure 8). La cinétique des anticorps peut étre perturbée voire

inexistante chez les patients immunodéprimés.
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2.c) Marqueurs spécifiques directs

L’ARN du VHE se positive dans le sang et dans les selles environ 2 semaines

apres le contage. La phase virémique dure a peu prés un mois tandis que I'excrétion

dans les selles dure environ 6 semaines (figure 8).

2.d) Stratégie diagnostique

Selon les dernieres recommandations européennes [72], le diagnostic

biologique du VHE devrait étre réalisé en cas de :

Hépatite au retour d’'une zone d’endémie du VHE de génotypes 1 ou 2
Symptdmes compatibles avec une hépatite aigué

Elévation non expliquée des transaminases chez wun patient
immunodéprimé

Suspicion d’hépatite induite par un traitement

Transaminases élevées aprés avoir regu des produits sanguins.

Il est également suggéré de réaliser ce diagnostic en cas de :

Poussée inexpliquée dans le cadre d’une hépatite chronique
Syndrome de Parsonage-Turner, syndrome de Guillain-Barré ou
encéphalite/myélite, quelles que soient les enzymes hépatiques

Protéinurie.

Le diagnostic d’'une infection par le VHE repose en premiéere intention sur la

recherche des IgM spécifiques. L’ARN du VHE peut étre recherché dans le sang lors

du diagnostic, notamment chez les patients immunodéprimés, et dans le sang et les

selles pour le suivi (figure 9). Les IgG anti-VHE ne sont pas recommandées pour le

diagnostic d’une infection en cours [71].
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Figure 8 : Evolution des paramétres biologiques lors de l'infection par le VHE
(d’apres lzopet et al., 2015 [73])

G. Pathogénicité chez I'animal
L’infection par le VHE est considérée comme étant asymptomatique chez

'animal [74].
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Diagnostic d’'une hépatite E aigué

Patient immunocompétent ‘ Patient immunodéprimé |
Recherche des IgM | Recherche des IgM ‘
v v v v
igM- | IgM + | igv- | IgM + |
l |
ARN VHE |
Absence d’infection Infect!on recente J l 1
e Confirmation par mise en
P évidence de ’ARN VHE ARN VHE- | ARN VHE+ |
le VHE 3
et génotypage 1 l
Absence d’infection Infection récente
récente par ou évolutive
le VHE 1
v Détermination du statut
Envoi de la souche | (clairance ou persistance virale)
au CNR VHE* |ﬁ par recherche de 'ARN VHE

Figure 9 : Algorithme pour le diagnostic d’une infection par le VHE
(d’apres Izopet et al., 2015 [73])
H. Traitement
1. Curatif
Dans les cas d’infections aigués du sujet immunocompétent, aucun traitement
n’est nécessaire. Chez les patients immunodéprimés ayant une infection chronique
par le VHE, une diminution de 'immunodépression peut étre tentée quand elle est
possible, ce d’autant plus que certains traitements immunosuppresseurs ont une
action stimulatrice de la réplication du VHE in vitro : ciclosporine A (par inhibition des
cyclophilines A et B [75]), tacrolimus, rapamycine (également appelée sirolimus) et
everolimus (par inhibition de la sérine-thréonine kinase mTOR pour ces deux
derniers [69]). En cas d'impossibilité de diminution de l'immunosuppression ou
d’échec de celle-ci, un traitement antiviral peut étre envisagé ; la molécule utilisée
préférentiellement est la ribavirine, éventuellement associée a linterféron alpha

pégylé [76]. La ribavirine est contre-indiquée chez la femme enceinte du fait de sa
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tératogénicité, cependant du fait de la gravité possible de certaines infections a VHE
pour la mere et le foetus, la possibilité de donner un traitement dans ce cas doit étre
étudiée [76]. Le sofosbuvir a un temps été envisageé : il inhibe la réplication de 'ARN
du VHE de génotype 3 in vitro [21], mais ne donne pas de résultats satisfaisants in
vivo. Il est a noter qu’'un immunosuppresseur, I'acide mycophénolique, a une action
inhibitrice sur la réplication du VHE par déplétion du pool nucléotidique intracellulaire
[75]. D’autres molécules sont a I'étude, telles que le zinc ou le silvestrol (dérivé de la
plante Aglaia foveolata) et pourraient étre utilisées dans le traitement du VHE chez
les patients immunodéprimés, seules ou en association avec la ribavirine [77,78].
Dans tous les cas, un traitement symptomatique peut étre donné : antalgiques,
antispasmodiques, antiémétiques et mise au repos du patient (arrét de travail).
L’arrét ou du moins la limitation des substances hépatotoxiques est de toute facon

recommandée.

2. Préventif

La prévention repose sur le contréle de la circulation du virus. Cela nécessite
une bonne connaissance des voies de transmission. Il est possible de contrdler le
réseau hydrique afin d’éviter que le VHE puisse contaminer des biens de
consommation : bonne séparation des canalisations d’eaux usées et d’eau potable,
entretien des canalisations, latrines, utilisation d’eau potable pour lirrigation des
cultures...

Un vaccin a été développé (HEV 239, Hecolin®) en Chine et est efficace
notamment dans la prévention des infections par le VHE de génotype 4. Ce vaccin,
commercialisé uniquement en Chine est recommandé pour les sujets présentant un
risque élevé d’infection par le VHE ou de forme grave (éleveurs, personnes
manipulant des produits alimentaires, militaires, femmes enceintes ou personnes
voyageant en pays d’endémie). Il comporte un schéma d’injection en trois doses de
30 pg d’antigene purifié chacune sur six mois (MO, M1 et M6) [79]. Le vaccin
comporte 239 acides aminés, il s’agit d’'un peptide recombinant exprimé dans une
bactérie (Escherichia coli), les acides aminés 368 a 606 de la protéine ORF2 d’une

souche de génotype 1 [79,80].
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lI. Méthodes d’étude du VHE au laboratoire

Les méthodes de détection indirecte (recherche d’anticorps anti-VHE) ayant
déja été traitées (paragraphe |.F.2.b), il ne sera ici question que des méthodes de

détection directe.

A. Types d’échantillons
1. Echantillons humains/animaux
Des échantillons peuvent étre prélevés sur des humains/animaux infectés ou
suspects de I'étre. Des échantillons de sang et de selles peuvent étre prélevés. En
cas d’analyse post mortem des échantillons de foie et de bile peuvent également étre
prélevés. Chez ’lHomme, dans le cadre des manifestations extra-hépatiques liées au
VHE, d’autres types d’échantillons peuvent étre prélevés : liquide céphalo-rachidien
pour les manifestations neurologiques, urines voire ponction-biopsie rénale pour les
manifestations rénales... Dans le cadre d’études sur des mollusques, I'animal entier
peut-étre étudié ou bien, de préférence, uniquement le tissu digestif [81] (qui donne

en général de meilleurs rendements).

2. Echantillons environnementaux

Il s’agit notamment d’échantillons hydriques. Il peut s’agir d’eaux usées avant
ou apreés traitement (prélevées en entrée ou sortie de station d’épuration), d’eaux de
riviere, du robinet ou encore d’eaux usées d’abattoir (eau ayant servi a nettoyer les
débris laissés par I'abattage des animaux)... La caractéristique de ces échantillons
est que les agents pathogénes y sont dilués. Il y a donc des étapes de concentration
a effectuer, pouvant varier selon I'agent pathogéne a étudier. Plusieurs méthodes de
concentration ont été décrites comme [I'adsorption-élution sur poudre de verre,

l'ultrafiltration tangentielle [82] ou la flocculation au lait écrémé [83].

B. Méthodes de biologie moléculaire
Il s’agit des techniques de PCR, ici précédées par une étape de transcription
inverse (le VHE est un virus @ ARN). La PCR (ou la transcription inverse) est
précédée d’'une étape d’extraction qui vise a lyser les protéines et purifier les acides
nucléiques présents dans le prélevement (et qui, par conséquent, inactive totalement

tous les virus présents dans ce prélevement). Les méthodes de biologie moléculaire
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recherchent ’ARN du virus et sont donc utiles lors du diagnostic d’'une infection, de la
recherche de VHE dans un prélévement dans le cadre d’études épidémiologiques ou
portant sur la présence de VHE dans des prélévements environnementaux. Elles ne

préjugent pas de I'état d’infectiosité du virus mis en évidence.

1. rt-qPCR en temps réel
Il s’agit d’'une technique permettant la détection et la quantification du génome
viral : elle répond a la question « Y a-t-il du génome viral dans cette échantillon ? Si
oui, en quelle quantité ? ». C'est une technique trés utilisée en laboratoire de
virologie : elle est sensible, spécifique et rapide. En général, elle utilise des amorces
et sondes pouvant reconnaitre une zone conservée donc elle ne permet pas de

distinguer entre les différents génotypes.

2. rt-PCR en point final
Cette méthode consiste a faire une PCR puis a faire migrer le produit amplifié
par électrophorése sur gel d’agarose (présence d’'une bande a la taille attendue). Elle

est utilisée pour amplifier TADNc avant séquencgage.

3. Méthodes de séquencgage
3.a) Séquencgage direct (dit de Sanger)
Cette technique permet de séquencer le variant majoritaire présent dans le
prélevement. Cela peut permettre d’effectuer des comparaisons entre les variants
majoritaires de différents prélevements et d’établir des liens phylogénétiques, ainsi

que d’identifier le génotype voire le sous-génotype [84].

3.b) Clonage — séquengage

Il s’agit d’'une méthode permettant d’explorer quelques variants minoritaires en
plus du variant majoritaire. C’est la méthode de référence mais elle présente certains
inconvénients : elle prend du temps, est colteuse et sa sensibilité est limitée par le
nombre de clones étudiés [85]. Dans le meilleur des cas, environ 100 clones peuvent
étre séquenceés, ce qui est partiellement représentatif d’'une population de millions,

voire plus, de particules virales.
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3.c) Séquengage haut débit (ou Ultra Deep Sequencing, UDS)

Ces méthodes permettent la production de millions de séquences en une
seule série et commencent a devenir moins colteuses que les précédentes
méthodes. De nombreuses techniques différentes d’UDS ont été développées, telle
que les techniques lllumina (séquengage par synthése), lon Torrent ou le
pyroséquencage. Chacune d’entre elles a ses avantages et le choix de la technique
utilisée dépendra des équipements disponibles localement, de [I'expérience

personnelle du laboratoire et du type de micro-organisme étudié [86].

Dans toutes ces techniques, les séquences doivent ensuite étre analysées
avec des logiciels informatiques. Des comparaisons peuvent étre effectuées entre les
différentes sous-populations d’'un méme prélévement. La diversité (distance
génétique entre les variants de la quasi-espéce) et la complexité (taille du répertoire
de variants) peuvent étre calculées entre les différentes sous-populations d’un
méme prélevement [87], afin d’appréhender la répartition des variants et d’avoir une

idée de la pression de sélection.

C. Microscopie électronique
Le VHE a initialement été identifié entre autres a l'aide de la microscopie
électronique [5] (figure 10). Cette technique, difficile a mettre en ceuvre et colteuse,
n'est plus utilisée en diagnostic. Elle peut étre utilisée en recherche, selon les

informations recherchées, notamment lorsqu’il s’agit d’étude de la structure [17,27].
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Figure 10 : Particules virales, obtenues a partir des selles d’'un volontaire infecté
suite a une inoculation expérimentale, et agrégées par le sérum d’un convalescent

(d’aprés Balayan et al., 1983 [5]).

D. Culture cellulaire

Les techniques de culture cellulaire sont difficiles a mettre en ceuvre, longues
et peu sensibles mais présentent 'avantage de ne mettre en évidence que du virus
infectieux. Cela peut étre utile, par exemple, dans le cadre d’études de résistance du
virus a divers traitements physiques ou chimiques.

Le VHE est un virus difficile a cultiver et, pendant longtemps, il n'y avait pas
de systeme de culture disponible pour ce virus. Au cours des derniéres années,
quelques systémes ont pu étre trouvés. Deux isolats venant de selles humaines ont
pu étre cultivés sur des cellules PLC/PRF/5 (hépatome humain) et A549 (cancer
humain du poumon). L’'un de ces isolats (JE03-1760F) appartient au génotype 3 et
lautre (HEV-JF5/15F) au génotype 4 et a été isolé chez un patient présentant une
hépatite fulminante. L’isolat de génotype 4 a été propagé de maniére plus efficace
que celui de génotype 3 [88]. Les cellules humaines HepG2 et Huh7 (carcinome
hépatique) ne sont pas permissives a l'infection par les isolats JE03-1760F et HEV-

JF5/15F venant de selles ; en revanche il est possible de propager ces isolats sur
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ces cellules lorsqu’ils ont été adaptés a la culture cellulaire [32]. Des isolats de
geénotype 1, 3 et 4 provenant de prélevements sanguins peuvent étre cultivés sur des
cellules PLC/PRF/5 et A549 [32]. Une souche de VHE, la souche Kernow-C1
(génotype 3), isolée d’'une selle d'un patient infecté chroniquement, est capable
d’'infecter des lignées cellulaires humaines (les lignées de carcinome hépatique
HepG2/C3A et Huh7.5, la lignée d’hépatome PLC/PRF/5, la lignée de carcinome
pulmonaire A549 et la lignée d’adénocarcinome colorectal Caco-2), porcines (les
lignées de cellules rénales LLC-PK1, LLC-PK1A et SK-RST) et de cerf (la lignée de
cellules hépatigues OHH1.Li). Aprés avoir été passée 6 fois sur la lignée
HepG2/C3A, la souche Kernow-C1 se multiplie plus efficacement sur ces cellules
[89]. La lignée cellulaire LLC-PK1 semblait étre la plus permissive a l'infection par les
souches Kernow-C1 et Kernow-C1/p6 [89]. Un séquengage a montré que la souche
Kernow-C1/p6 comportait une insertion de 58 acides aminés au sein de la région
hypervariable d’ORF1, correspondant a de 'ARN ribosomal S17 humain ; il s’avere
que cette insertion était présente, mais de fagon trés rare, sur l'isolat (issu d’une selle
d’un patient) avant culture [89]. Les virus comportant cette insertion sont sélectionnés
au fur et a mesure des passages et des études plus poussées ont montré que la
taille de I'insert ainsi que sa séquence en acides aminés étaient importantes pour la
capacité du virus a se multiplier en culture cellulaire [39]. Un isolat d’'un patient
infecté chroniquement, LBPR-0379 (génotype 3), présente un avantage de
croissance sur les cellules HepG2/C3A [90]. Une souche isolée d’un plasma humain,
JRC-HE3 (génotype 3) a été capable de se multiplier en culture sur des cellules
A549 et plus efficacement sur des cellules PLC/PRF/5 [91]. Une souche issue d’un
sérum humain, UA1 (génotype 4), a été capable de se multiplier en culture sur des
cellules A549 [91].

Afin d’étre plus sensible, une technique dérivée a vu le jour, I'Integrated cell
culture/polymerase chain reaction (ICC/PCR). Une culture est effectuée pendant
quelques heures a quelques jours, selon le virus et sa quantité, puis une PCR est
effectuée sur le fruit de la récolte. C’est une méthode plus rapide que la culture
conventionnelle, elle permet la mise en évidence de virus ne produisant pas d’effet
cytopathique, ne met en évidence que les virus infectieux et permet de surmonter le
probléme des inhibiteurs de PCR [92].
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E. Méthodes d’étude de l'infectiosité, dérivées de la biologie moléculaire

Les méthodes de biologie moléculaire étant plus simples a utiliser que les
méthodes de culture cellulaire, certaines techniques ont été proposées afin de
pouvoir n"amplifier que des virus infectieux en biologie moléculaire.

Une méthode par traitement a la RNAse a été développée : I'échantillon est
traité par RNAse avant I'extraction. De cette fagon les ARN libres (correspondant a
des virus dégradés) sont détruits et seul ’ARN des virus initialement physiquement
integres est retrouvé aprés extraction. Cette méthode a été utilisée pour étudier la
résistance du VHE a la température [93].

D’autres approches ont été proposées récemment afin d’apprécier l'intégrité
de la capside : l'utilisation d’agents intercalants tels que le monoazide de propidium
(PMA) et le monoazide d’éthidium (EMA). Le principe est que ces molécules entrent
dans les cellules en cas de rupture d’intégrité de la membrane, se lient de maniére
covalente a 'ADN et inhibitent la PCR [94]. Cette approche a été testée sur des
bactéries et, plus récemment, des tentatives ont été faites sur des virus a ARN
[95,96] avec différents résultats. Cette méthode peut étre prise en défaut si le virus
est non infectieux tout en gardant une capside intacte ; d’autre part, la structure
secondaire de 'ARN semble interférer avec la fixation de ces agents intercalants
[96]. Les résultats obtenus par cette méthode peuvent également varier en fonction

du virus étudié et de la zone de son génome étudiée en PCR [95].
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lll.  Variabilité du VHE et ses conséquences

A. Mécanismes généraux de variabilité virale
1. Modifications génétiques
Les virus posseédent une variabilité génétique supérieure a celle des autres

étres vivants, particulierement les virus a ARN. Les virus a ADN possédent le plus
souvent un ADN double brin, ce qui entraine une contrainte de stabilité. La
polymérase des virus a ARN est dépourvue d’activité de correction 3’-5" exonucléase
et de nombreuses erreurs de réplication par incorporation d’'un mauvais nucléotide
(mutations ponctuelles) se produisent. Par exemple, pour le VIH (ARN simple brin),
le taux de mutations est de 10*%/site/réplication ; pour les virus de la famille des
Herpesviridae (ADN double brin), le taux de mutations est de 107°-10
"Isite/réplication ; en comparaison, le taux de mutations dans une cellule eucaryote
est de 108-10"/site/réplication [97]. En ce qui concerne le VHE, le taux d’erreur
serait de 1,40-1,72 x 107%/site/an [35].

Les modifications peuvent aussi étre dues a des phénomeénes d’insertion ou

de délétion de nucléotides.

Des échanges de matériel génétique peuvent également se produire. La
recombinaison entre virus infectant la méme cellule existe, surtout pour les virus a
ADN et les rétrovirus (possibilité d’utiliser des enzymes dans la cellule héte pour
effectuer la recombinaison sur de 'ADN) mais est plus rare chez les virus a ARN
sans stade d’ADN dans le cycle réplicatif [98]. Des échanges de matériel génétique

peuvent également se produire entre cellule eucaryote et virus [99—101].

2. Types de virions produits

Ces modifications génétiques peuvent avoir diverses conséquences sur le
nouveau virion. Celui-ci peut ne pas pouvoir se répliquer, ce qui entraine une
« suppression » de la modification génétique. Il peut également avoir une réplication
diminuée et/ou une virulence diminuée, ce qui entraine un désavantage par rapport
au virus de phénotype sauvage. Les modifications génétiques peuvent entrainer la
production de virions ayant un avantage de réplication et/ou une virulence
augmentée. Si le nouveau virion posséde un avantage réplicatif sur le virus sauvage,
la modification génétique aura tendance a voir sa fréquence augmenter. Enfin, le

nouveau virion peut étre résistant a une ou plusieurs molécules antivirales.
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3. Production importante de particules virales
Lors d’une infection, de nombreuses particules virales sont produites par jour.
Par exemple, une cellule infectée produit de 'ordre de 100 a 1000 virions [102]. Chez
un sujet infecté par le VIH, de I'ordre de 10'° virions seraient libérés chaque jour
[103] et chez un sujet infecté par le VHC, 102 particules virales sont libérées par 24h

[104]. La conséquence est que des virions mutants sont produits chaque jour.

4. Conséquences en termes de diversité
Ceci entraine I'émergence de variations au sein d’une espéce : présence de

différents génotypes et sous-types.

5. Notion de quasi-espece

La présence de cette variabilité au sein d’un hote entraine une distribution en
quasi-espéce : il s’agit d'un mélange de populations virales génétiquement distinctes
mais apparentées (figure 11). Une quasi-espéce est une population de virions de
méme espéce, mais hétérogéne, au sein d’'un organisme hote [105]. Cela est lié au
taux de mutation important et a la production élevée de nouveaux virions. De
nombreuses mutations sont produites, pouvant avoir un impact sur le « fitness » viral.
Des pressions de sélection provenant du systéme immunitaire, de ’héte ou du milieu
extérieur peuvent avoir un impact sur la variabilité virale. La fréquence d’un variant
est associée a ses capacités réplicatives mais aussi a sa probabilité d’étre généré de
novo par mutation de ses « voisins » [106]. Un variant avec un fitness bas peut étre
maintenu a une fréquence élevée s’il est couplé (génétiquement proche) a un variant
bien représenté et ayant un fitness élevé [106]. Ce n’est pas forcément le variant
ayant les capacités réplicatives les plus élevées qui sera majoritaire, cela dépend
aussi, entre autres, des « voisins » et du taux de mutation : la théorie de la « survie

du plus plat » a été décrite (figure 12).

Cette répartition en quasi-espéce peut avoir des conséquences : par exemple
la virulence du poliovirus est déterminée par la diversité des quasi-espéces [107]. Il
peut y avoir une coopération entre les populations virales : certains variants peuvent
faciliter la colonisation des tissus, d’autres peuvent échapper a 'immunité et d’autres
encore étre plus résistants dans I'environnement [108]. L’étude d’'une quasi-espece
virale repose sur deux parameétres : la complexité et la diversité. La complexité est la

taille du répertoire de variants; elle peut étre appréhendée par I'entropie
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nucléotidique et calculée par l'entropie de Shannon. La diversité génétique

correspond a la distance génétique entre les variants de la quasi-espéce.

Figure 11 : Représentation de la répartition de la population virale en quasi-espéce

au sein d’'un héte [109]
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Figure 12 : L'effet de « survie du plus plat »
(d’aprés Wilke [110]). Avec un taux de mutation (u) faible (image du haut), les
variants s’accumulent prés du haut du pic de fitness et, ainsi, les variants du pic A
surpassent ceux du pic B. Avec un taux de mutation élevé (image du bas), la plupart
des variants du pic A sont localisés a de faibles fitness tandis que les variants du pic
B restent proches du fitness optimal ; ainsi le fitness moyen des variants du pic B est
plus élevé que le fitness moyen des variants du pic A et les variants du pic B

surpassent ceux du pic A.

B. Variabilité du VHE

Le VHE étant un virus a ARN, il posséde une variabilité importante. Il a, par
exemple, été noté une variabilité génétique entre les isolats responsables
d’épidémies distinctes [111].

60



1. Différences entre génotypes et entre sous-génotypes

1.a) Description

L’homologie nucléotidique entre VHE de génotypes différents a été mesurée a

75% tandis que celle au sein d’'un génotype donné est supérieure a 81% [112].

Il a été montré que I'ancétre commun des VHE de mammifére est entre le
VHE-1/2 et le VHE-3/4 : il a été estimé qu’une souche ancestrale a évolué vers le
VHE humain d’'une part et le VHE zoonotique d’autre part il y a plus de 500 ans.

Ensuite les deux génotypes se sont séparés [113].

Des travaux ont été menés sur le taux de sélections positive et négative sur le
génome du VHE. La sélection est dite positive quand les mutations non silencieuses
sont plus fréquentes que les mutations silencieuses ; elle est dite négative quand les
mutations silencieuses sont les plus fréquentes : la sélection est en faveur de la
conservation de l'acide aminé. La plupart des sites de sélection positive ont été
localisés dans la région de chevauchement ORF2/ORF3 [114]. Les zones
fonctionnelles dORF1 et ORF2 sont beaucoup plus sous pression de sélection
négative que la région ORF3. Les codons sous pression de sélection positive sont
principalement localisés dans les régions N-terminale d’ORF2 (les 111 premiers
acides aminés) et C-terminale dORF3 (zone interagissant avec des protéines de
I'héte, les substitutions pourraient étre impliquées dans le spectre d’héte). Au sein
d’ORF1, les codons sous pression de sélection positive sont uniquement situés dans
la zone de la polymérase. Les codons sous pression de sélection positive ne sont
pas les mémes suivant le génotype, notamment en ce qui concerne le génotype 1
[115]. Les régions ORF1 et ORF2 — portion non chevauchante — présentent de
nombreux sites de sélection négative qui sont, proportionnellement, en plus grand

nombre dans le génotype 1 que dans les génotypes 3 et 4 [114].

Les génotypes 3 et 4 comporteraient plus de positions polymorphiques que les
génotypes 1 et 2. La grande diversité génétique observée dans les virus de
genotypes 3 et 4 pourrait refléter 'adaptation de ces génotypes a plusieurs espéces
d’hotes [114]. Si 'on prend différentes séquences de référence appartenant aux
geénotypes 1 et 3 et que I'on calcule, sur les acides aminés des domaines M et P
d’ORF2, les distances entre différentes séquences appartenant un méme génotype,

on peut retrouver des distances plus grandes au sein du génotype 3 qu’au sein du
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génotype 1 : dans le domaine M, les distances moyennes entre séquences sont de
0,004 pour le génotype 1 et 0,015 pour le génotype 3, tandis que dans le domaine P,
elles sont de 0,010 pour le génotype 1 et 0,026 pour le génotype 3 [108].

1.b) Conséquences

Les différences entre génotypes peuvent impacter I'antigénicité du VHE et son
interaction avec le systéme immunitaire de I'héte. Des travaux ont montré que des
IgG ou IgM issues de séra humains ayant été en contact avec un VHE de génotype 3
ou 4 ont tendance a réagir avec une plus grande affinité avec un VHE de génotype 3
ou 4 qu’avec un VHE de génotype 1 ou 2. Des IgM issues de séra humains ayant été
en contact avec un VHE de génotype 1 réagissaient avec plus d’affinité avec un VHE
de génotype 3 ou 4 qu’avec un VHE de génotype 1 ou 2, tandis que les IgG
réagissaient avec plus d’affinit¢ avec un VHE de génotype 3, suivi des VHE de
génotypes 1 et 2 et, en dernier, un VHE de génotype 4 [19]. Il est intéressant de
noter que la protéine de capside de la souche VHE de génotype 3 utilisée pour cette
étude présente la plus grande région exposée, ce qui pourrait expliquer la forte
immunoréactivité avec les différents séra. La surface de la protéine de capside de la
souche de génotype 2 semble également avoir une forte antigénicité. Par ailleurs,
des VHE de différents génotypes ne présentent pas le méme profil antigénique au
niveau de la capside bien qu’on observe une plus grande similarité entre génotypes
1 et 2 et entre génotypes 3 et 4 qu’entre génotypes 1 et 2 d’'une part et génotypes 3
et 4 d’autre part. Le degré d’exposition des résidus antigéniques peut varier d'un
génotype a lautre. Le résidu arginine 512, bien qu’indispensable pour la
neutralisation du VHE de génotype 1 par des anticorps, n’est pas indispensable pour
la neutralisation des VHE d’autres génotypes [19]. Ceci pourrait avoir un impact en
termes d’immunisation de I'héte contre le virus mais également en termes de
sensibilité des tests de détection des anticorps ou antigénes, en diagnostic

biologique.

Tous les génotypes existant et ayant été décrits a ce jour n’infectent pas
'’Homme de la méme fagon : les génotypes 1 a 4 sont les principaux génotypes
infectant ’'Homme tandis que, pour les génotypes 5, 6 et 8, aucune infection humaine

n'a été décrite a ce jour. De plus, tous les génotypes ne donnent pas les mémes
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formes cliniques ni la méme gravité. Par exemple l'infection d’'une femme enceinte
par le VHE de génotype 1 entraine une morbidité et une létalité plus importantes
gu’une infection par le VHE de génotype 3. L’infection par le VHE de génotype 4 est
associée a un niveau plus élevé d’ALAT et a un taux de prothrombine plus bas que
l'infection par le VHE de génotype 3 [116]. Au sein du génotype 3, une étude réalisée
en Europe montre que la distribution des clades n’était pas différente entre les virus
isolés chez des patients asymptomatiques (donneurs de sang) et chez des patients
ayant une hépatite symptomatique [48]. Les causes de ces différents pouvoirs
pathogenes selon le génotype ne sont pas claires. Il peut étre noté que le VHE de
génotype 4 posséde un mécanisme différent de traduction d’ORF3, ce qui peut
entrainer des différences. Les différents génotypes n’évoluent pas au contact des
mémes populations et il existe des différences immunitaires entre les groupes
humains (par exemple au niveau des alleles d’antigénes leucocytaires, HLA) pouvant
entrainer des pressions de sélection différentes sur les virus [117]. Des différences
dans les protéines et donc des différences réplicatives ainsi que dans les interactions
avec le systéme immunitaire de I'héte ou I'environnement pourraient également

expliquer ces différences entre génotypes.

2. Substitutions d’acides aminés connues ayant un impact sur le virus
2.a) ORF1

Au sein de la cystéine protéase « papaine-like », des modifications des acides
aminés H443L, C457A, C459A, C471A, C472A, C481A, C483A, H497L ou H590L
entrainent un arrét complet de la réplication de 'ARN viral in vitro [118]. Ceci montre
l'importance des résidus cystéine et histidine pour I'activité de cette enzyme, d’autant
plus que des mutations silencieuses n’entrainent pas d’'impact. |l s’avére que la
dyade catalytique constituée par les acides aminés C434 et H443 et les motifs
bivalents de liaison aux métaux (C457-H458—C459 et C481-C483) sont essentiels
pour l'intégrité structurelle de cette protéase [119]. L’activité de cette enzyme semble
donc importante pour la réplication du virus et des mutations entrainant une

modification de structure peuvent en entraver I'activité [119].

La région dite « hypervariable » située au sein d’ORF1 comporte une portion
N-terminale de 35 acides aminés non hypervariable. La zone hypervariable a une

longueur différente suivant la souche et le génotype ; elle comporte 70 a 72 acides
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aminés dans le génotype 1, 68 dans le génotype 2, 80 a 86 dans le génotype 3 et 84
dans le génotype 4 [120]. Les délétions de grande taille dans cette région ont un
impact en termes de réplication et de virulence virales [120]. || semble que cette
région soit importante pour linfectiosité mais pas pour la réplication virale in vivo
[119]. Une insertion d’'un fragment de polymérase dans la région hypervariable
trouvée chez un patient entraine, avec une insertion d’'un autre fragment de la région
hypervariable et une mutation ponctuelle A723V, une réplication augmentée du virus
in vitro ; néanmoins, I'étude montre qu’une insertion dans cette région n’a pas
forcément un effet amplificateur de la réplication selon le contexte (autres
modifications génétiques non encore identifiées), la séquence et la longueur de
l'insertion : d’autres insertion d’'un fragment codant la polymérase dans la région

hypervariable entrainent une suppression de la réplication virale [121].

Des substitutions ont été décrites au sein de 'ARN polymérase virale. Les
substitutions Y1320H and G1634R entrainent in vitro une augmentation de l'activité
réplicative, tandis que la substitution K1383N réduit la réplication et induit une
sensibilité a la ribavirine in vitro, bien qu’elle semble augmenter la résistance a cette
molécule in vivo chez un patient, ce qui expliquerait que cette substitution, bien que
défavorable pour le fitness viral, ait été sélectionnée chez ce patient traité par
ribavirine. La substitution K1383N pourrait avoir un impact sur la fidélité de la
polymérase [121]. La substitution V1213A diminue la réplication du VHE de génotype
3, notamment lorsqu’elle est associée aux substitutions S605P et 1978V. La
présence d’une valine en position 1213 a un effet positif sur la réplication des VHE
de génotypes 3 et 4 tandis que, pour le génotype 1, c’est la présence d’'une alanine

plutét que d’une valine qui a un effet positif [122].
2.b) Zone de jonction

La zone de jonction entre ORF1 et ORF2/ORF3 est une zone trés conservée.
Il'y a un élément cis-réactif et une structure tige-boucle. Une structure tige-boucle
(également appelée structure en épingle a cheveux) est formée par de I'ARN
monocaténaire, grace a des complémentarités de bases. Lorsque deux régions
contiennent des séquences complémentaires, elles peuvent s’apparier et former
localement une zone en double brin; la région située entre les séquences

complémentaires formera alors la boucle (figure 13). Ce type de structure est
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retrouvé dans les ARN de transfert, dans les ribozymes (molécules d’ARN ayant une
fonction enzymatique) ou dans des ARN codants, ou elle joue un réle dans la
régulation de la traduction. En ce qui concerne le VHE, la portion de la zone de
jonction constituée en tige-boucle est importante pour la réplication virale, tant par la
séquence (motif AGA, notamment) que par la structure [123]. Plusieurs codons
initiateurs AUG possibles existent pour ORF3 et celui marquant le début de la
protéine n’est pas encore clair, d’autant plus que plusieurs pourraient étre utilisés en
alternance et qu’il existe une variation selon le génotype. Dans le génotype 3,
lorsque le 3°™® codon AUG initiateur d'ORF3 est muté — premier codon initiateur pour

certains isolats — il y a une abolition totale de l'infectiosité in vivo [124].

Figure 13 : Structure de ’ARN monocaténaire en tige-boucle
[125]

2.c) ORF2

Sur ORF2, les mutations T5338C, A5362G et C6356T, responsables des
modifications F51L, TS9A et S390L entrainent un virus atténué chez le porc. Ces
mutations semblent apparaitre naturellement [126]. Une étude plus poussée de la
part des auteurs montre que la substitution F51L contribue partiellement a
I'atténuation virale et que les substitutions T59A et S390L entrainent chacune une
atténuation plus forte chez le cochon (incidence plus faible de la virémie, excrétion
virale fécale d’apparition retardée et de durée plus faible, virémie d’apparition
retardée et de durée plus faible et charges virales plus basses dans le sang et la

bile) [127]. Des substitutions sur les positions 137, 310 et 311 (particulierement
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asparagine devenant glutamine), empéchent la glycosylation des acides aminés 132
et 310. Ces modifications ne touchent pas la réplication virale ni la synthése de la
protéine de capside ; néanmoins elles empéchent la formation de la particule virale,
ce qui provoque une inhibition de linfectiosité [119]. Une substitution au niveau de
'acide aminé 562 (3¢ site de glycosylation de la protéine) ne géne pas I'assemblage
de la particule virale, mais cette particule n’est pas infectieuse [128]. La substitution
N562Q toucherait la dimérisation de la protéine ORF2 [128]. Néanmoins ce dernier
résultat est contesté : selon une autre étude, les substitutions N562D et N562Q ne
bloqueraient pas la dimérisation (selon les auteurs, cette différence de résultats
pourrait résulter de l'utilisation de différents systéemes d’expression de la protéine)
[129]. Les substitutions N562Q/D/P/Y empéchent ou réduisent trés fortement la
glycosylation mais cela ne modifie pas I'apparition des anticorps chez I'animal. La
glycosylation pourrait jouer un role de diminution de liaison des anticorps. L’absence
de dimérisation ou de glycosylation ne semblant pas avoir un impact trés important
sur I'immunogénicité et la neutralisation, il ressort que la présence de substitutions
spécifiques semble avoir un plus grand impact sur lactivité des épitopes
neutralisants que la glycosylation ou la dimérisation [129]. La forme non glycosylée
de la protéine ORF2 est beaucoup moins stable que la forme glycosylée et il s’avére
que la protéine ORF3 interagit plus facilement avec la forme non glycosylée [130]. En
fait, il est probable que la protéine ORF3 interagisse avec la protéine ORF2 avant
ses modifications post-traductionnelles : la séquence N-terminale d’ORF2 est
protéolysée mais la protéine ORF3 ne peut pas interagir avec une protéine ORF2 qui
n‘est pas de longueur totale [130]. Les principales substitutions sus citées sont

représentées sur la figure 14.
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1 51 137 31p 390 562 660

+» N562Q : inhibition de |la dimérisation ?
< N562P/Y : inhibition de la dimérisation
< N562D/P/Q/Y : inhibition ou forte
F51L : réduction de la glycosylation sans
atténuation Inhibition de la Inhibition de la abolition de I'apparition d’anticorps
virale glycosylationen glycosylationen «» N562D/P/Q/Y : augmentation de
132 310 'immunoréactivité
S390L :
T59A - atténuation
atténuation virale
virale

Figure 14 : Principales substitutions au sein dORF2
Les chiffres indiquent les positions en acides aminés. Les sites de

glycosylation sont indiqués par une étoile rose.

2.d) ORF3

La protéine ORF3 interagit avec la protéine ORF2. Une région de 25 acides
aminés d’ORF3 (acides aminés 57 a 81) est nécessaire pour cette interaction [130].
Une sérine phosphorylée en position 79 d’ORF3 est essentielle pour linteraction
entre ORF2 et ORF3. La substitution S79A (qui entraine la substitution V66G sur le
cadre ORF2) diminue trés fortement le pouvoir pathogene du VHE. En revanche la
substitution S79L (mutation silencieuse sur le cadre ORF2) n’entraine pas, ou trés
peu, de baisse d’infectiosité. La phosphorylation de la sérine 79 n’est donc pas
nécessaire pour l'infection in vivo, néanmoins un role de cette phosphorylation dans
la diffusion du virus dans I'organisme et notamment a des sites extra-hépatiques ne
peut pas étre éliminé [34]. Deux motifs PSAP, au niveau des positions 86-89 et 95-98
(le premier n’existant que dans certains isolats de génotype 3) sont importants pour
la sortie du virion et I'acquisition de sa quasi-enveloppe [131]. Une mutation dans ces

motifs est associée a une réplication virale diminuée [119].
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3. Substitutions d’acides aminés connues ayant des conséquences cliniques
Il est tout d’abord important de noter que des variations chez I'héte, qu’elles
soient liées a une grossesse, a I'age ou bien a des polymorphismes touchant le
systéme immunitaire, le foie ou d’autres organes peuvent rendre compte de
variations dans la présentation clinique de l'infection ; la variabilité virale n’est pas le

seul facteur en cause.
3.a) ORF1

Les substitutions L1110F et V11201 au sein de I'hélicase sont souvent
retrouvées dans des hépatites fulminantes liées au génotype 1. Ces substitutions,
seules ou associées ne semblent pas avoir d'impact sur I'activité « déroulement » de
la protéine, mais ont un impact négatif léger sur la réplication in vitro [132]. Devhare
et son équipe, ayant travaillé sur ce sujet, émettent 'hypothése que I'augmentation
de la gravité de I'hépatite et de la charge virale observée en présence des
substitutions L1110F et V1120l pourrait étre liée a des anomalies d’interaction entre
'hélicase et des protéines de I'héte et/ou des protéines virales [132]. Au sein
d’isolats de génotype 3, la substitution V1213A (V239A du domaine de I'hélicase)
pourrait étre associée a une virulence accrue [133]; cependant cette substitution
semble diminuer la réplication du VHE de génotype 3 in vitro [122]. Une étude
portant sur des isolats de génotype 1 retrouve six substitutions d’acides aminés au
sein d’ORF1, qui sont significativement associés a une hépatite fulminante : F179S
(méthyl transférase), A317T (domaine Y), T735l (région hypervariable), L1110F
(hélicase), V11201 (hélicase) et F1439Y (polymérase) [134]. Au sein d’une autre
étude indienne, les substitutions C1483W et N1530T (situées dans la polymérase
virale) ont été identifiées comme étant significativement associées a une hépatite
fulminante, des charges virales plus élevées, un TP plus bas et une mortalité plus

élevée chez les patients [135].
3.b) ORF2

La substitution L278F dans ORF2 semble étre associée a une hépatite
asymptomatique [48]. De méme, la substitution P259S dans la capside est
significativement associée a une hépatite fulminante [136]. Une étude japonaise
montre qu’'une mutation nucléotidique silencieuse mettant un uracile en position 3148

(zone de I'hélicase) est significativement associée a une hépatite fulminante et a un
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TP plus bas [137]. La méme équipe a également mis en évidence la présence d’'une
cytosine en position 5907 (géne de la capside) comme étant associée, avec l'uracile
en position 3148, a une hépatite fulminante chez les patients infectés par le VHE de
génotype 3 ou 4, ainsi qu'a un TP plus bas. La cytosine en position 5907 semble
également étre associée a des charges virales plus élevées (= 10° copies/ml) a la
phase initiale [138]. Ces deux mutations sont silencieuses donc le mécanisme par
lequel elles pourraient modifier l'issue de la maladie n’est pas clair; en ce qui
concerne la position 5907, les auteurs suggérent que la mutation pourrait modifier la
structure secondaire de 'ARN, ce qui pourrait modifier la traduction du géne de
capside. Les deux sites 3148 et 5907 étant distants I'un de l'autre et pas sur le méme
cadre de lecture ouverte, les deux mutations agissent probablement de maniére

indépendante I'une de I'autre [138].
3.c) ORF3

En Inde, une délétion de 246 nucléotides au sein d’'ORF3 a été identifiée sur
des isolats cliniques (nucléotides 5187 a 5433), sans que l'on n’ait plus

d’informations sur les conséquences cliniques [119,139].
3.d) Résistances au traitement

Au sein de la polymérase virale, la substitution G1634R semble associée a un
échec de traitement par la ribavirine. En réalité, cette substitution n’entraine pas de
résistance a la ribavirine mais augmente la réplication virale (ce résultat a été
retrouvé chez les génotypes 1 et 3) [140]. Dans une étude francgaise, la charge virale
des patients dont le VHE est porteur de la substitution G1634R est plus élevée que
celle des patients dont le virus n’est pas porteur [141]. La substitution G1634R ne
compromet pas la réponse a un retraitement par la ribavirine [141]. La ribavirine
entraine des mutations chez les virus a ARN et la substitution G1634R/K peut
apparaitre sous traitement [119]. En effet, chez des patients atteints d’hépatite E
chronique et traités par ribavirine, la variabilité augmente dans les trois ORF (les
mutations nucléotidiques consistent plus en des transitions qu’en des transversions)
et diminue apres I'arrét du traitement (si le traitement échoue a éradiquer le VHE)
[142]. Une étude, réalisée chez un patient ayant présenté un échec de traitement par
la ribavirine, montre les substitutions G1634R, Y1320H et K1383N, toutes trois

localisées dans la polymérase virale, ainsi qu’'une insertion dans la région
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hypervariable. In vitro, la substitution K1383N diminue la réplication virale et
augmente la sensibilité a la ribavirine. Les deux autres substitutions augmentent la
réplication et pourraient donc compenser la perte de fitness liée a K1383N. Cette
derniére pourrait avoir un impact sur la fidélité de la polymérase, qui serait bénéfique
pour le virus lors d'un traitement par ribavirine. L’insertion d’'un fragment de
polymérase dans la région hypervariable augmente la réplication, mais si cette
insertion se produit d’'une maniére différente, on observe une diminution importante

de la réplication [121].

Selon certains auteurs, cette acquisition de mutations sous ribavirine pourrait
entrainer I'émergence de variants donnant une évolution clinique plus compliquée,
des manifestations extra-hépatiques ou une transmission différente [119]. En effet,
de nouveaux variants pourraient émerger, avec un pouvoir pathogéne différent et
des mutations au sein d’ORF2 ou ORF3, ce qui pourrait entrainer des modes de

transmission différents par rapport a avant le traitement.

4. Recombinaisons

Certaines équipes ont pu mettre en évidence des événements de
recombinaison entre différents sous-types de VHE. Il s’agit majoritairement de
recombinaisons intra-génotype [143] bien qu’un recombinant génotype 3-4 ait été
identifié en Chine. Les recombinaisons semblent avoir lieu majoritairement au Japon,
et les zones du génome viral les plus impliquées sont le domaine X, I'hélicase et la
polymérase [115]. Le génotype 2 (séquence mexicaine) pourrait étre un recombinant
entre deux génotypes différents, ce qui expliquerait sa « rareté ». Les événements
de recombinaison chez le VHE ne semblent pas fréquents et I'évolution du VHE
serait surtout liée a des mutations ponctuelles [144]. L’événement de recombinaison
nécessite la co-infection d’'une méme cellule par deux virus différents. Ceci, bien que
peu probable peut se produire comme cela a été le cas chez un patient japonais
infecté en méme temps par une souche de VHE de génotype 3 et une de génotype 4
[145].

Un isolat intéressant a été étudié : il aurait trois souches parentales. Les deux
premiéres appartiennent au génotype 4, 'une a été isolée chez un cochon en Chine
et 'autre chez un patient japonais ayant voyagé récemment en Chine. La troisieme

souche appartient au génotype 3 et a été isolée chez un patient japonais. Il y aurait
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donc eu recombinaison intra- et inter-génotype. Il est a noter que la recombinaison
inter-génotype a eu lieu au sein du géene de la capside. Ceci pourrait produire une

protéine ayant une meilleure capacité a échapper a la réponse immunitaire [146].

5. Quasi-espece chez le VHE

Le phénoméne de quasi-espéce a été décrit pour le VHE [147].

Une compartimentation des quasi-espéces du VHE a été décrite chez un
patient en France : les variants retrouvés dans le LCR n’étaient pas les mémes que
dans le sérum. Les auteurs suggerent que cela pourrait étre en faveur de
'émergence de variants neurotropes (ou bien qu’il s’agisse d’'une petite quantité de
virus passée dans le compartiment méningé et ayant évolué pour son propre
compte) [148].

Une étude a été réalisée chez des patients transplantés d’organe solide et
atteints par le VHE. L’objectif était d’évaluer la corrélation entre la variabilité
génétique virale et le passage a la chronicité voire le développement d’une cirrhose.
La pression de sélection sur le VHE a également été étudiée. Il s’avére que plus les
domaines P et M d’'ORF2 ont une variabilité élevée et plus la probabilité de
développer une infection chronique est élevée. De maniére similaire, plus le domaine
M a un coefficient Ka (mutations non silencieuses par site non synonyme)/ Ks
(mutations silencieuses par site synonyme) bas et plus la quasi-espéce est
sélectionnée avec I'émergence de variants stables et avantagés [87]. Le
macrodomaine (ou domaine X) et la région riche en proline dORF1 présentent
également une hétérogénéité plus importante chez les patients évoluant vers la
chronicité que chez les patients éradiquant le virus [149]. L'impact de la répartition en
quasi-espéce est important chez les patients transplantés d’organe solide. De plus,

l'infection chronique entraine une excrétion fécale prolongée de virus infectieux.
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V. Circulation du VHE dans I'environnement —

circulation chez I'animal

Les génotypes 3 et 4 du VHE sont principalement transmis par voie
zoonotique : ingestion de viande d’'un animal contaminé. En effet, de nhombreuses

études vont dans ce sens a travers le monde.

A. Infection du porc par le VHE
Plusieurs études réalisées dans le monde animal ont étudié l'infection du

cochon d’élevage par le VHE.

1. Prévalence

L’infection par le VHE est trés fréquente chez les cochons d’élevage. A
I'échelle mondiale, selon les études, 30 a 100% des fermes porcines présentent au
moins un cochon séropositif et 10 a 100% des fermes étudiées présentent au moins
un cochon positif pour ’ARN du VHE [150]. La séroprévalence des cochons étudiés
varie de 8 a 93% [150] ; en France, par exemple, une étude de 2011 retrouve une
séroprévalence de 31% chez les cochons en age d’étre abattus [151]. La prévalence
de 'ARN de VHE se situe entre 1 et 89% selon les études a travers le monde ; dans
un pays donné les prévalences ne semblent pas varier en fonction du temps [150].
Une étude réalisée en Ecosse a montré, chez des cochons en age d’étre abattus,
une prévalence de 44,4% de I'ARN du VHE dans le sang [152]. En France, selon
une étude de 2011, la prévalence chez des cochons a l'abattoir est de 4%. Des
disparités ont été décrites selon la région : les fermes situées dans l'ouest de la
France ont une probabilité plus importante d’avoir au moins un cochon avec un ARN
positif [151].

2. Facteurs de risque

Des facteurs de risque de haute prévalence dans une ferme ont été identifiés.
Une étude frangaise a identifié des facteurs de risque de présence du VHE dans le
foie des cochons a I'abattage : écart de plus de 20 jours entre le premier et le dernier
chargement pour abattage de cochons du méme lot (ceci pouvant étre da au fait que
les cochons envoyés en premier, c’est-a-dire qui ont pris du poids le plus rapidement,
pourraient encore étre en phase d’excrétion virale), taux d’échange a la naissance
supérieur a 25% (porcelets nourris par une truie différente de leur meére biologique),

absence de port de bottes spécifiques par les éleveurs, terrain génétique de la mére
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et origine de I'eau bue par les cochons (risque plus élevé pour des eaux d’origine
superficielle). Cette méme étude identifie des facteurs de risque associés a une
séropositivité a 'age d’abattage : une down period (temps pendant lequel on enléve
les animaux des locaux afin de pouvoir procéder au nettoyage des locaux) de la
nurserie d’au moins 4 jours, une distance inférieure ou égale a 80 cm entre le sol en
caillebotis du local d’engraissement et la fosse de fumier, un mélange de cochons de
différents locaux entre les étapes de naissance et de nurserie et une acclimatation
des cochettes par distribution de placenta et féces de truies (pratiques effectuées en

vue d'immuniser la cochette) [153].

Une étude réalisée en Mongolie semble montrer que la séroprévalence est
plus faible dans les fermes de petit effectif (120 cochons au maximum, dans cette
étude) [154] ; une étude réalisée en ltalie retrouve des prévalences d’ARN du VHE
plus élevées dans les fermes élevant plus de 1000 truies [155]. Néanmoins, une
étude réalisée en Thailande montre des séroprévalences plus élevées chez des
cochons élevés dans des fermes ayant entre 30 et 300 cochons que dans des
fermes ayant plus de 300 cochons. L’étude menée par les auteurs a montré que,
dans les grandes fermes, 'eau donnée aux animaux est plus souvent traitée, des
mesures de désinfection sont plus souvent utilisées et ces fermes ont un acces
facilité a des vétérinaires [156]. En Chine, une étude montre également que la
séroprévalence est plus élevée dans des fermes familiales (20 a 50 cochons) que
dans des grandes fermes, ces derniéres nourrissant les porcs avec des produits
formulés commercialement et ayant accés a de meilleures conditions sanitaires et de

logement des porcs [157].

Le type de gestion (biologique ou conventionnelle) peut également avoir un
impact : dans une étude néerlandaise, la séroprévalence des cochons était plus

élevée dans les fermes biologiques que dans les fermes traditionnelles [158].

Une influence saisonniére sur la prévalence de 'ARN VHE chez le porc a
également été décrite : un pic important aurait lieu en mars-avril suivi d’un pic plus

faible en septembre-octobre [150].

En Corse, le type d’élevage (beaucoup de fermes pratiquant un élevage en

plein air) et la présence d’hybrides entre cochons et sangliers, jouant possiblement
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un roéle dans la dissémination de pathogénes dont le VHE entre cochons d’élevage et

sangliers, pourrait favoriser la dissémination du virus [159].

3. Histoire naturelle de l'infection par le VHE chez le cochon

L’infection par le VHE semble survenir a des ages différents selon les études,
entre 30 et 140 jours d’age [150]. Ceci reléve d’estimations basées sur des analyses
sérologiques. Le placenta porcin ne permet pas la transmission d’anticorps de la truie
aux porcelets (il s’agit d’'un placenta de type épithéliochorial), les porcelets absorbent
des anticorps via le colostrum et cela leur confére une immunité passive. Ce
phénoméne d’'immunité passive joue un rdle dans la transmission du VHE et I'age
lors de linfection mais ne doit pas faire oublier le rle des pratiques d’élevage et
d’hygiéne [160].

L’excrétion du virus a, en revanche, été plus étudiée. La période d’excrétion
virale se situe principalement entre un mois et demi et cinq mois avec un pic vers 90
jours. A I'age de 185 jours (4ge courant d’abattage), la probabilité d’excrétion se
situe vers 6% [150].

Certains facteurs peuvent influer sur l'infection par le VHE. La co-infection par
le virus du syndrome reproductif et respiratoire porcin (PRRSV) entraine une période
de latence (délai d’apparition de la premiére selle positive) plus longue, une durée
d’infection plus longue par le VHE, une excrétion virale plus longue et plus élevée,
augmentant le risque de transmission a d’autres cochons [161], la virémie est
également plus longue [162]. Par ailleurs, un cochon infecté par le PRRSV
développerait une infection a VHE avec de plus faibles doses virales [161]. Ces
modifications pourraient augmenter la probabilité qu’'un cochon soit encore porteur

du VHE lorsqu’il atteint 'age de I'abattoir.

4. Transmission du VHE chez les cochons
Les cochons excrétent le VHE dans leurs selles voire dans leurs urines [163].
lls sont trés fréquemment en contact avec les selles et urines les uns des autres et
les déjections peuvent souiller la nourriture ou la boisson des animaux [150]. Les
cochons ont également des contacts entre eux au sein d’un enclos et le mélange des
cochons a différents stades de production peut avoir un impact sur la propagation du
virus [150]. Les truies reproductrices jouent un réle car elles transmettent une

immunité passive aux porcelets et pourraient également transmettre le virus aux
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porcelets lors de l'allaitement dans les caisses de mise bas ; il semble que les truies
autour de la période de mise bas ont souvent une excrétion fécale de VHE. Par

ailleurs, la transmission transplacentaire du VHE chez le porc est controversée [150].

La persistance du virus dans les fermes est liée a la capacité du virus a rester
dans I'environnement des animaux, a la réintroduction réguliere de virus dans les
fermes et a la capacité du virus a survivre et a se répandre la population (ceci étant
étudié par le taux de reproduction de base ou R0O) [150]. Le calcul du RO (nombre
moyen d’individus infectés par un individu infecté) a donné des résultats variables
selon les études, allant de 1,41 a 8,8 [150]. Une transmission directe est possible au
sein d’'un enclos, mais aussi une transmission entre enclos différents, induisant par la
suite une transmission du virus entre animaux du deuxiéme enclos [164]. La

transmission du VHE est facilitée par la co-infection avec le PPRSV.
B. Circulation du VHE dans la chaine alimentaire

Le VHE a été retrouvé dans des produits alimentaires d’origine porcine
destinés a la consommation humaine [165-167] et des cas humains liés a cela ont
été identifiés [42]. Une étude menée au Japon a retrouvé de 'ARN du VHE dans
sept paquets de foie de porc cru sur 363 : il s’agissait d’'un échantillon de génotype 4
et de six échantillons de génotypes 3, les charges virales étaient comprises entre 107
et 107 copies/g [168]. Une étude canadienne a retrouvé de 'ARN du VHE de
génotype 3 dans 36 patés de porc sur 76 et dans deux foies de porc sur 19 [169]. |l
existe un lien entre la consommation de viande porcine ou de cerfs ou le travalil
auprés de porcins et la séropositivité vis-a-vis du VHE ou bien la probabilité de
développer une hépatite E [170-173]. Une étude réalisée sur des chasseurs
allemands semble montrer, parmi d’autres facteurs, l'intérét de porter des gants de

protection durant le dépecage de sangliers [174].

La viande de gibier peut également étre infectée : une étude réalisée dans le
sud de la France chez des sangliers, cerfs, et lapins sauvages retrouve de 'ARN du
VHE dans les foies de 5,8% des sangliers, 3,2% des cerfs et 5,0% des lapins

sauvages [175].

Le virus peut étre retrouvé dans le foie des cochons mais ne semble pas étre

retrouvé dans les muscles [176]. Néanmoins, une étude allemande réalisée sur des
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sangliers, retrouve du VHE dans un prélévement musculaire de I'un d’entre eux
[174], et une étude francaise semble montrer une probabilité plus importante de
retrouver du VHE dans les muscles dans le cas d'une co-infection avec le PRRSV
[162]. Une étude récente souleve le probléme de la présence de VHE dans du sang
de porc et des produits qui en dérivent : du sang de porc ou des produits dérivés de

sang de porc peuvent étre utilisés dans I'industrie alimentaire [177].

V. Circulation du VHE dans I'environnement —

circulation hydrique

Ce phénomene est considéré comme concernant principalement le VHE de
geénotypes 1 et 2. Il est retrouvé dans les zones du monde ou 'assainissement des
eaux n’est pas optimal, et c’est la que sont majoritairement mis en évidences les

génotypes 1 et 2.

Ainsi, le génotype 1 a été décrit en Asie (sous-continent indien, Chine,
Bangladesh, Népal, Pakistan et Afghanistan) et en Afrique sub-saharienne. Le
génotype 2 a été décrit au Mexique et dans certains pays d’Afrique (Nigeria, Tchad,

Soudan et République centrafricaine) [49].

De nombreuses épidémies ont été décrites, associées a la circulation hydrique
du virus [178-181], et certaines ont eu lieu dans des camps de réfugiés en Afrique

subsaharienne [182].

Dans ces régions du monde, beaucoup de gens n’ayant pas accés aux
sanitaires, leurs selles peuvent contaminer les eaux souterraines, les récoltes ou les
canaux ; les eaux des rivieres, utilisées pour la boisson, la baignade ou pour laver la
vaisselle peuvent étre contaminées [51]. La contamination des eaux
environnementales peut également entrainer la contamination des fruits de mer ou
d’eau douce (ces animaux filtrent 'eau et peuvent concentrer des virus en leur sein)
destinés a étre mangés. Des eaux contaminées risquent d’étre utilisées pour irriguer

des cultures et, ainsi, contaminer des fruits et Iégumes.
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VI. Circulation du VHE dans 'environnement —
circulation hydrique dans les pays industrialisés et

le nord-est de la France ?

Le VHE est un virus se transmettant par voie hydrique dans les pays en voie
de développement (génotypes 1 et 2) et par ingestion de viande d’animaux infectés
ou contact avec ces animaux dans les pays développés (génotypes 3 et 4).
Néanmoins il existe des éléments laissant penser a la possibilité d’'une transmission

hydrique également dans les pays développés, avec les génotypes 3 et 4.

A. Arguments en faveur d’une transmission hydrique des génotypes 3 et 4
Parfois aucune transmission du cochon a I'Homme n’est observée ; une
contamination indirecte par I'environnement est donc probable mais difficile a prouver
[113].

1. Prélevements hydriques ou d’aliments en contact avec 'eau

Plusieurs études ont décrit la présence de VHE dans des prélévements
hydriques ainsi que dans des fruits de mer.

Comme le montre le tableau 2, des études réalisées a travers le monde et
notamment en Europe, retrouvent du VHE dans des prélévements d’eaux usées. Les
occurrences sont trés variables, allant de 0 a 93%, et 100% en Inde, mais
linterprétation de ces résultats doit tenir compte des volumes et périodes de
prélevement trés variables d’une étude a lautre ainsi que de la variabilité des
méthodes utilisées. En Europe, le principal génotype retrouvé est le génotype 3,
avec quelques études retrouvant du génotype 1. En Asie, le génotype 1 est retrouvé
en Inde, ce qui n’est pas surprenant et les génotypes 3 et 4 sont retrouvés dans les
pays plus développés que sont la Chine et le Japon. Quelques études ont été
réalisées, principalement en Europe, sur des prélévements d’'eaux usées traitées
(tableau 3): quelques préléevements positifs ont été retrouvés, en Espagne, en
Norvége et en Inde ; du VHE de génotypes 1 et 3 a été retrouvé en Norvege, tandis
qu’il s’agit d’'un génotype 1a en Inde. Des données quantitatives pourraient étre utiles

afin d’avoir des données sur la diminution des charges virales aprés traitement.
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Des prélévements réalisés dans des eaux de surface de divers pays montrent
des prévalences inférieures a celles des eaux usées non traitées et ne dépassant
pas 20% [183-186].

Les fruits de mer filtrent I'eau lors de leur processus d’alimentation et peuvent
concentrer certains virus [187]. Des études ont été réalisées a travers le monde sur
des coquillages bivalves afin de rechercher le VHE (tableau 4). Les principaux types
concernés sont des huitres, coques, moules, palourdes et des espéeces asiatiques.
Le génotype 3 est retrouvé en Europe et les génotypes 3 et 4 en Asie.

Des prélévements de fruits et Iégumes en contact avec de I'eau (irrigation) ont
été réalisés et montrent des résultats positifs dans certaines études au Canada et

dans divers pays européens [188—191].
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Tableau 2 : Différentes études menées a travers le monde concernant la prévalence du VHE dans les eaux usées non traitées

NA : non applicable, ND : non fait, nc : non communiqué.

Période Génotype
Localisation Volume . . Occurrence Positifs/Total Charge virale (copies/L) Références
d’échantillonnage (n)
Europe
Espagne 40 ml 7 ans 2 mois 43,5 % 20/46 3 (6) ND [192]
1(1),3
Espagne 42 ml 7 ans 2 mois 31,8 % 29/91 ((1‘)1) 3,2x10* [193]
Espagne 50 ml 1 an 6 mois 13,5 % 5/37 ND ND [194]
France 1 mois 25% 1/4 3(1) ND [192]
France 11 3 mois 222 % 4/18 3f (4) 103-6,3x10° [165]
Gréce 2 mois 0% 0/5 NA ND [192]
Gréce 100 ml 1 an 9 mois 0% 0/48 NA NA [195]
) 1(18), 3
Italie 10 ml 1 an 16 % 19/118 ™) ND [196]
Italie 500 ml 1 an 4,76 % 1/21 3(1) ND [197]
Probable 3
Norvége 40 ml 1 an 8 % 4/50 2 ND [198]
Portugal 60 ml 2 mois 6,7 % 2/30 3(2) ND [199]
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Royaume-

Uni 20 ml 9 mois 93 % 14/15 3(14) ND [200]
Suéde 2 mois 0% 0/4 NA ND [192]
Suéde 51 1 mois 33,3% 1/3 ND 4,5x104 [201]
Suisse 500 ml 1 an 32,3 % 40/124 [202]

1(1) 7,8x10*
Suisse 90 ml 1 an 241 % 15/62 [202]
Amérique du Nord
Etats-Unis 40 ml 1 mois 20 % 1/5 3(1) ND [192]
Amérique du Sud
Argentine 1500 ml 4 ans 6,3 % 3/48 3 (3) ND [203]
21 6 mois 30 % 3/10 3(3) ND [204]
Colombie 50- 3 mois 0 % 0/10 NA [204]
1500 ml 17 mois 20 % 2/10 NA [204]
Afrique — Moyen Orient
Egypte 4| 1 an 2 mois 0 % 0/76 NA NA [205]
Egypte 51 5 mois 23,1 % 3/13 ND 6,9x102 [206]
Israél 11 2 ans 8,3 % 14/169 3 (5) ND [207]
Tunisie 80 ml nc 0% 0/24 NA NA [208]
Asie
Chine 10 ml 3 mois 1,3 % 2/152 4 (2) ND [209]
Inde 500 ml 3 mois 100 % 9/9 ND ND [210]
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Inde 200 pl- 1an 11 % 9/82 1a (10) ND [211]
10 ml

Inde 32ml 2 ans 41 % 79/192 1(6) ND [212]

Japon 50 ml 1 an 6 mois 1,6 % 1/62 3(1) ND [213]

Japon 50 ml 11 mois 11 % 3/28 ND 1,7x10%-1,8x10° [214]
Océanie
Polynésie

500 ml nc 16,7 % 1/6 ND <1,4x103 [215]

Francgaise
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Tableau 3 : Différentes études menées a travers le monde concernant la prévalence du VHE dans les eaux usées traitées

NA : non applicable, ND : non fait.

Localisation Volume Période Occurrence Positifs/Total Génotype Charge Références
analysé d’échantillonnage (n) virale
Europe
Espagne 50 ml (prétraité) 1 an 6 mois 12,5% 4/32 ND ND [194]
Espagne 101 1 an 6 mois 0% 0/22 NA NA [194]
Italie 500 ml 1an 0 % 0/21 NA NA [197]
Italie 500 ml 1an 0% 0/21 NA NA [216]
Norvége 40 ml 1an 8 % 4/50 1(1)3 (1) ND [198]
Portugal Non précisé 4 mois 0% 0/60 NA NA [199]
Suisse 500 ml 1 an 0% 0/25 NA NA [202]
Afrique
Egypte 21 1 an 2 mois 0% 0/38 NA NA [205]
Asie
Inde 10 ml-200 pl 1an 10,88 % 5/46 1a ND [211]
Japon 200-500 ml 1 an 6 mois 0% 0/53 NA NA [213]
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2. Etudes épidémiologiques

Des études menées dans des pays développés semblent montrer une
séroprévalence plus élevée chez les personnes consommant des fruits de mer ou
buvant de I'eau non en bouteille. Deux études menées en France chez des donneurs
de sang montrent des séroprévalences plus élevées chez les consommateurs de
moules [217] et d’huitres [218] par rapport aux non-consommateurs. Une de ces
études montre également une séroprévalence plus élevée chez les consommateurs
d’eau non en bouteille par rapport aux consommateurs d’eau en bouteille [218]. Il
n’est pas possible, en sérologie, de distinguer le génotype dans la mesure ou il n’y a
gu’un seul sérotype ; néanmoins, dans des pays ou le génotype 3 est largement
majoritaire, nous pouvons penser que les patients ayant une sérologie positive ont
rencontré du VHE de génotype 3. Une épidémie a bord d’un bateau de croisiere
britannique semble avoir été liée a la consommation de fruits de mer et un VHE de
geénotype 3 a pu étre identifié chez trois cas [219]. Une étude menée en Cornouailles
a montré un risque plus élevé d’infection par le VHE pour les personnes vivant prés
des cotes tandis qu’il n’y avait aucune différences entre celles vivant loin ou prés
d’un élevage porcin [220]. Par ailleurs, une épidémie liée a un VHE de génotype 4 et
soupgonnée d’étre d’origine hydrique a été décrite dans une maison de retraite en
Chine [221].

B. Circulation du VHE entre ’'Homme et I’environnement dans les pays
industrialisés
Nous proposons, avec ces informations, un schéma possible de circulation du

VHE dans I'environnement dans les pays développés (figure 15).
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Tableau 4 : Différentes études menées a travers le monde concernant la prévalence du VHE dans les fruits de mer mollusques

bivalves

NA : non applicable, ND : non fait ; nc : non communiqué, UDP : unités détectables par PCR.

Localisation

Période

d’échantillonnage

Animaux

Occurrence Positifs/Total

Génotype
(n)

Charge virale

Références

84

Europe

Ecosse nc Moules 85,4% 41/48 3(11) 5,4x103-1,6x10% Ul/ml [222]

Ecosse nc Moules 3,0% 8/270 3 (3) 62,4 Ul/ml (1 [223]

échantillon)

Ecosse nc Huitres 2,5% 1/40 ND [223]
Espagne 8 mois Moules 0% 0/51 NA NA [224]
Espagne 18 mois Moules 14,8% lots 12 lots/81 3e (6) 6,7x10" a 8,6x10* [225]

copies/g de tissu
digestif
Finlande 8 mois Moules 6% 3/51 ND 1,3x102-3,5x102 UDP/g [224]
(importé du
Danemark)
France 2 ans Coques 0% 0/49 NA NA [187]
France 2 ans Huitres 0% 0/66 NA NA [187]



France 2 ans Palourdes 0% 0/65 NA NA [187]
France 2 ans 6 mois Moules 0% 0/94 NA NA [187]
Italie Ponctuel Moules 8,1% 3/37 1 ND [226]
Italie nc Moules 2,7% 8/298 3(2) 3x10'-9x10" copies/g [227]
Italie nc Couteaux 4,9% 2/41 de tissu digestif [227]
Italie nc Moules 0% 0/9 NA NA [228]
Italie nc Palourdes 0% 0/2 NA NA [228]
Italie 2 ans 7 mois Moules 0% 0/50 NA NA [197]
Italie 2 ans 7 mois Palourdes 0% 0/6 NA NA [197]
Italie 2 ans Moules 0% 0/108 NA NA [229]
Asie
Chine 1 an 10 mois A. granosa 14,3%/kg nc 4 (nc) ND [230]
Chine 1 an 10 mois S. subcrenata  28,2%/kg nc ND [230]
Chine 1 an 10 mois R. 11,5%/kg nc ND [230]
philippinarum
Japon 4 mois Yamato- 6,25% 2 paquets/32 3 (nc) ND [231]
Shijimi paquets
Corée nc Huitres 8,7% 14/161 3a (14) ND [232]
Thailande 2 ans Coques 0% 0/69 NA NA [233]
Thailande 2 ans Huitres 0% 0/52 NA NA [233]
Thailande 2 ans Moules 0% 0/92 NA NA [233]
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Figure 15 : Circulation du VHE entre 'Homme, les animaux et I'environnement
1 : La pollution d’origine humaine arrivant dans les stations d’épuration est surtout
composée de VHE non-enveloppé d’origine fécale. 2 : Quand des cochons infectés
sont abattus, la pollution composée a la fois de VHE non- et quasi-enveloppé passe
dans les stations d’épuration. 3 : En cas de dysfonctionnement (par exemple : excés
d’eau du fait de pluies abondantes), des virus peuvent étre déversés dans les eaux
environnementales. 4 : Les selles de cochon infectées peuvent contaminer les eaux
environnementales par le biais d’application de fumier, le VHE est alors sous sa
forme non-enveloppée. 5 : Les fruits de mer cultivés dans les eaux
environnementales peuvent concentrer le virus. Sbis : L'Homme peut possiblement
s’infecter lors de la consommation de fruits de mer contaminés. 6 : Les humains et
les animaux pourraient possiblement s’infecter lors de la consommation d’eau
contaminée ou du lavage de la vaisselle avec de I'eau contaminée. 7 : Les cultures
peuvent étre contaminées par [lirrigation. 7bis : Les humains et animaux
consommant les récoltes peuvent possiblement s’infecter. 8 : Lors de l'ingestion
d’animaux contaminés, les humains peuvent théoriquement étre contaminés par du
VHE quasi-enveloppé. 9 : Les animaux se contaminent entre eux. 10 : La
contamination peut aussi se produire entre humains via la transfusion sanguine avec

du VHE quasi-enveloppé.
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VIl. Persistance du VHE dans I'environnement

La persistance du virus dans I'environnement joue un rdle important dans son

potentiel de transmission.

A. Moyens d’étude de la persistance du VHE

Les méthodes de référence sont les méthodes de culture in vitro ou bien les
expériences pouvant étre réalisées in vivo. Les méthodes de PCR mettent en
évidence le génome du virus, que celui-ci soit intégre et infectieux ou endommagé et
non infectieux, elles ne peuvent pas étre utilisées dans ce contexte car, dans les
études d’inactivation, le but est de savoir si le virus reste infectieux ou non aprés un
traitement donné. Des méthodes dérivées de la PCR ont été développées (traitement
par RNAse, PMA, EMA, cf paragraphe II.E.).

Le VHE est un virus variable du point de vue du génotype ou du sous-
geénotype, de I'existence sous forme de quasi-espéce au sein d’'un héte et du point
de vue de l'existence de formes quasi-enveloppées et non enveloppées. Ceci peut
entrainer des différences en ce qui concerne la sensibilité a divers traitements. Pour
'étude de la persistance, il s’agit donc de connaitre I'origine du virus sur le plan
géographique (permet de supposer le génotype probable) voire de connaitre son
geénotype et sur le plan du type de prélevement (permet de supposer si le virus est

sous forme quasi-enveloppée ou non enveloppée).

Par ailleurs, le milieu dans lequel se situe le virus peut avoir une influence. Par
exemple, si le virus est dans de I'eau pure, il sera inactivé plus facilement que dans
d’autres milieux ou la présence de protéines « protége » le virus, comme par
exemple en présence d’albumine ou bien dans les eaux usées contenant des
déchets [234,235]. Nous allons ici étudier deux types de milieux : la viande, car une
transmission zoonotique du VHE est claire dans les pays industrialisés et 'eau car le
VHE se transmet par voie hydrique dans les pays non industrialisés et possiblement

également dans les pays industrialisés.

B. Persistance du VHE dans la viande
Afin que la viande ne comporte pas de VHE infectieux, elle doit étre

suffisamment cuite pour que le VHE soit inactivé par la chaleur. Nous allons voir les
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travaux effectués dans diverses études pour étudier le type de cuisson, le temps et la

température nécessaires afin de garantir 'innocuité de la viande.

Une étude a été réalisée par Feagins et son équipe sur des foies de porc
infectés par du VHE de génotype 3. Aprés divers traitements thermiques, des
homogénats ou des petits cubes (0,5 a 1 cm?) de foie ont été injectés a des cochons,
aprés homogénéisation : les homogénats cuits a 56°C (par incubation dans un bain
d’eau chaude) pendant 1h ont entrainé des infections chez quatre des cing cochons
auxquels ils ont été injectés ; les cubes sautés a 191°C dans de I'huile de colza
durant cing minutes et ceux qui ont été bouillis durant cing minutes n’ont pas
entrainé d’infection chez les cochons auxquels ils avaient été injectés aprés avoir été
homogénéisés [236]. Cependant, si les morceaux de foie de porc sont plus gros, la
température et le temps de cuisson risquent de devoir étre plus élevés afin
d’inactiver le VHE. Il est recommandé aux Etats-Unis, lors de la cuisson de la viande,

de viser une température interne de 71°C [236].

Une étude a été réalisée par Barnaud et son équipe. Un foie de porc infecté
par le VHE (génotype 3) a été traité pour faire du paté. Les morceaux de paté ont
ensuité été traités par des bains chauds de 62°C, 68°C ou 71°C pendant 5 minutes a
2 heures. Aprés cette étape, les morceaux étaient traités de fagon a étre injectés a
des cochons dont I'excrétion fécale et la séroconversion ont ensuite été suivis. Le
groupe de cochons ayant regu la préparation traitée a 71°C 20 minutes a été le seul
groupe dans lequel aucun des cochons n'a présenté d’excrétion fécale ou de
séroconversion ; aprés nécropsie, le VHE a été recherché par biologie moléculaire
dans les foies de ces cochons : cette recherche s’est avérée négative [237]. Les
auteurs ont souligné le fait que, contrairement a la contamination de certains types
de nourriture (fruits ou Iégumes) ou la contamination s’effectue en surface, ici le virus
se trouve en profondeur dans I'aliment. Par ailleurs, la présence de lipides aurait un

réle protecteur et contribuerait a la stabilité thermique du VHE [237].

Une étude a été réalisée par Imagawa et son équipe a partir de VHE de
geénotypes 3 (souche 83-2) et 4 (souche 121-12), issu de culture et injecté dans de la
viande de porc hachée. Les concentrations dans la viande avant traitement étaient
de 1.86 x 102 IU/g pour le génotype 3 et 8.49 x 10" IU/g pour le génotype 4. La

souche de génotype 3 était inactivée aprés 5 minutes a 65°C ou 30 minutes a 63°C ;
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la souche de génotype 4 était inactivée aprés 5 minutes a 70°C ou 30 minutes a
63°C. A la température de 65°C pendant 5 minutes, la souche de génotype 3 était
inactivée, ce qui n’était pas le cas de celle de génotype 4 [238]. Il est a noter que la
concentration initiale était faible, ce qui peut sous-estimer le temps et la température

nécessaires pour inactiver le virus.

Imagawa et son équipe ont également réalisé une étude de cuisson de
différents types de viande (longe de porc, foie de porc et viande de porc hachée) par
deux méthodes différentes pendant cinqg minutes (ébullition et roti) et mesuré les
températures internes de la viande pendant la cuisson et dans les cing minutes
suivant I'arrét de celle-ci. Selon toutes les méthodes, la température interne a été
supérieure a 70°C. Le foie de porc est un type de viande plus facile a faire cuire que
la longe. La viande hachée bouillie est le type de viande et de cuisson qui a atteint le
plus faible pic de température. Par ébullition la viande atteint une température plus

élevée que la viande rotie mais refroidit plus vite [238].

C. Persistance du VHE dans I’environnement hydrique
En conditions naturelles, la température et les rayons ultraviolets (UV) du

soleil sont les deux principaux facteurs pouvant inactiver le VHE dans I'eau.

1. Résistance a la température

Il existe encore peu de données concernant la résistance du VHE dans
diverses conditions. Les études s’y étant intéressées présentent des températures
différentes, des temps différents, des modes d’évaluation différents et sont difficiles a
comparer entre elles. Par ailleurs, les méthodes de détection basées sur de la
culture fournissent des résultats variables et parfois uniquement qualitatifs. Les
résultats peuvent varier selon la souche virale testée [239].

Nous pouvons effectuer des comparaisons par rapport a une revue écrite par
Bertrand et son équipe et qui compare les résistances a la température de nombreux
virus [240]. Cette étude est réalisée dans plusieurs types de matrices : simples et
complexes et compare différentes gammes de températures (<50°C et =250°C) et
différentes méthodes d’évaluation : culture cellulaire et PCR. Dans cette revue, les
auteurs ont déterminé le temps (exprimé en jours) jusqu’a la diminution d’un facteur
10 de la quantité initiale : le time to first log reduction (TFL) pour plusieurs virus

entériques. Le log1oTFL a ensuite été utilisé pour effectuer les comparaisons.
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Une étude réalisée sur des suspensions de selles comportant du VHE de
génotype 1 montre une diminution d’infectiosité (évaluée par culture cellulaire puis
immunofluorescence) d’un logio apres exposition a 56°C 15 minutes [239]. Le TFL
était donc de 0,01 jour dans ces conditions, ce qui est proche du TFL observé pour
des virus entériques trés résistants tels que les phages PhiX174 et les phages ARN
F-spécifique de génogroupe I. Le VHE pourrait donc étre plus résistant que le virus
de I'hépatite A (VHA) dans ces conditions, mais nous disposons encore de peu de
données concernant le VHE par rapport au VHA. Dans cette étude, les virus
provenaient de selles et étaient donc probablement sous forme non enveloppée.

Dans une autre étude, Yunoki et son équipe ont travaillé sur la résistance du
VHE (évaluée par une méthode de culture cellulaire — évaluant l'infectiosité) a la
température dans une solution de 25% d’albumine et dans une solution de tampon
phosphate salin (Phosphate Buffered Saline, PBS). A 60°C, les TFL étaient de 0,02
et 0,007 jours respectivement [234]. Dans ces deux cas, la comparaison avec la
revue de Bertrand [240] suggeére que le VHE présente une résistance proche de celle
observée pour les phages ARN F-spécifiques et plus élevée que celle du VHA. Dans
le cas d’'une chaleur séche, le TFL semblait étre de 0,4 jours a 60°C et de 0,16 jours
a 80°C, ce qui est plus élevé que sous les conditions précédentes de chaleur liquide
[234]. Il est a noter que dans cette étude, les virus provenaient de selles de cochon
et étaient probablement sous forme non enveloppée.

Pour ce qui est des virus sous forme quasi-enveloppée, une étude a été
réalisée par Johne et son équipe sur des virus en suspension dans du milieu de
culture cellulaire. Les températures testées étaient comprises entre 60 et 80°C, et
I'infectiosité virale était mesurée par culture cellulaire et immunofluorescence. Le TFL
était de 20 secondes, soit 2,3 x 10*jours a 70°C [241]. Du fait de I'utilisation d’'une
forme quasi-enveloppée dans cette étude, nous avons tenté une comparaison avec
un autre virus enveloppé. Nous avons choisi le virus de I'hépatite C (VHC) : il s’agit
d’un virus déja bien étudié et dont le génome se compose, comme pour le VHE, d’'un
ARN simple brin de polarité positive. Une étude, notamment, a étudié la résistance
du VHC a la température ; le virus était dans 100 ul milieu de culture cellulaire a la
concentration de 2,5 x 10* unités formant foyer (FFU)/ml et présentait un TFL
d’environ 40 secondes soit 6 x 10 jours a 65°C [242]. La résistance du VHE sous
forme quasi-enveloppée a de fortes températures se rapprocherait donc de celle

observée pour le VHC.
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Schielke et son équipe ont travaillé sur une suspension de foie d’'un sanglier
infecté ; il s’agissait par conséquent d’une forte proportion de VHE quasi-enveloppé.
lls ont travaillé avec une méthode basée sur le traitement a la RNAse avant
extraction des acides nucléiques et PCR, de fagon a n’amplifier que les virions
intacts. L’étude portait sur le chauffage sur une courte durée de particules de VHE de
génotype 3 insensibles a la RNAse. Une réduction de 74% a été observée aprés
incubation a 56°C 15 minutes et des taux de réduction au-dela de 99% (de -2.16 a -
4.42 log1o) ont été observés aprés une incubation a 56°C 30 et 60 minutes et a 60°C
15, 30 et 60 minutes [93]. Dans le cas du VHC, une inactivation de 3,6 logio a été
observée dans du sérum humain a 56°C pendant 30 minutes [242]. Cependant, il est
nécessaire d’étre prudent pour ce type de comparaison car les expériences de
Schielke ont été pratiquées en utilisant une technique dérivée de la PCR pour la
détection du VHE insensible a la RNAse [93], tandis que celles de Song sur le VHC
I'ont été en utilisant une méthode de culture cellulaire [242].

Une étude de 2018, basée sur du VHE issu de culture (quasi-enveloppé) de
geénotypes 3 (souche 83-2) et 4 (souche 121-12), a étudié la persistance du virus a
des températures allant de 56 a 80°C, dans du milieu de culture. L’infectiosité était
ensuite mesurée par culture puis PCR. Le calcul de TFL n’est pas possible avec
cette étude. La souche de génotype 3, partant d’'une concentration de 1,74 x 10°
Ul/ml, était inactivée a 70°C 1 minute, 65°C 5 minutes, 60°C 10 minutes ou 58°C 60
minutes. La souche de génotype 4, partant d'une concentration de 1,83 x 10 Ul/ml,
était inactivée a 75°C 1 minute (mais pas 70°C 1 minute, contrairement a celle de
génotype 3) ou 65°C 5 minutes. De maniére intéressante, aprés chauffage a 65°C 3
minutes, la souche de génotype 3 était inactive, contrairement a la souche de
geénotype 4, et aprés chauffage a 70°C 1 minute, la souche de génotype 3 était
inactive, contrairement a la souche de génotype 4 [238]. Comme indiqué plus haut,
les résultats peuvent varier selon la souche et le génotype testés. Si 'on compare
avec le VHC, celui-ci est totalement inactivé en 40 minutes a 56°C, tandis que le
VHE de génotype 3 était actif aprés 60 minutes a 56°C (cette température n’a pas
été testée sur le VHE de génotype 4) ; le VHC est totalement inactivé en 8 minutes a
60°C, tandis que le VHE de génotype 3 est encore infectieux aprés 5 minutes mais
pas aprés 10 minutes (la température de 60°C n’a été testée qu’'une minute sur le
VHE de génotype 4, il était toujours infectieux) ; le VHC est totalement inactivé en 4

minutes a 65°C tandis que le VHE de génotype 3 est inactivé au bout de 3 minutes a
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cette température et le génotype 4 entre 3 et 10 minutes [238,242]. Les
concentrations initiales de virus sont différentes et les unités utilisées sont elles-
mémes différentes (Ul et FFU), néanmoins les deux virus semblent avoir une
résistance comparable a 60 et 65°C méme si le VHC semble moins résistant a 56°C.
De maniere intéressante, Imagawa et son équipe ont chauffé du milieu de culture
sans virus a différentes températures (65 a 80°C) et mesuré la température toutes
les minutes pendant 5 minutes : la température augmente puis atteint un plateau au
bout de 3 minutes [238].

Des travaux ont été menés sur la persistance du VHE avec des températures
plus basses et plus proches de celles retrouvées de maniére naturelle dans
I'environnement. Des TFL ont pu étre calculés d’aprés les travaux de Johne et son
équipe : dans du milieu de culture cellulaire, les TFL étaient d’environ 3 jours a 22°C
et environ 2 jours a 37°C [241]. Si nous comparons avec le VHC, le TFL du VHC
dans du milieu de culture est d’environ 5 jours a 25°C £ 2°C et d’environ 9 heures a
37°C [242]. Le VHE sous forme quasi-enveloppée serait donc moins résistant que le
VHC a température ambiante mais plus résistant a 37°C ; ces résultats nécessitent
une confirmation par d’autres études.

Le VHE semble aussi résistant que les phages ARN F-spécifique (VHE non
enveloppé) et que le VHC (VHE quasi-enveloppé). D’autres études sont nécessaires,
avec, dans la mesure du possible, une harmonisation des températures, des durées
d’exposition, des types et formes de VHE, des matrices et des méthodes

d’évaluation.

2. Résistance aux UV

Un travail a été effectué par Guerrero-Latorre et son équipe sur la résistance
aux UV de VHE issu de culture (donc quasi-enveloppé). L’inactivation du virus était
estimée par culture cellulaire et immunofluorescence. Une suspension de 5,93 x 107
FFU/ml a été irradiée avec des fluences de 10, 20, 40, 80, 100 et 140 mJ/cm?: une
fluence de 10 mJ/cm? était suffisante pour inactiver le virus. Une seconde expérience
a donc été réalisée avec des fluences plus faibles : une suspension de virus de 5,58
x 10%® FFU/ml a été soumise a des fluences de 0, 2, 5, 7 et 10 mJ/cm?. La
construction d’une courbe de régression a permis de déterminer qu’'une fluence de
23,19 mJ/cm? était nécessaire pour une inactivation de 4 logo (99,99%) [243]. Pour

avoir une comparaison par rapport a d’autres virus entériques, nous pouvons
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regarder une revue qui compare les valeurs de radiations UV nécessaires pour
inactiver des poliovirus, VHA, coxsackievirus, adénovirus et bactériophages MS2,
QB, ARN F-spécifique et PhiX174 [244]. Dans cette revue, une constante
d’inactivation est définie: le coefficient k. Ce coefficient est défini pour un
microorganisme donné ; plus il est haut et plus le microorganisme est sensible aux
UV. Les valeurs les plus basses ont été obtenues pour I'adénovirus et le phage MS2.
Dans le travail de Guerrero-Latorre et son équipe, le coefficient k du phage MS2 est
de 0,08 ce qui est en accord avec la revue de Hijnen et son équipe [243,244]. Nous
avons pu calculer une valeur de 0,172 pour le VHE sous forme quasi-enveloppée :
cette valeur est proche de celle du VHA, qui est le virus le moins résistant selon la
revue de Hijnen et son équipe [244]. Il est a noter que les VHA et VHE ont des tailles
de génome proches : 7500 et 7200 bases respectivement ; or des travaux effectués
sur le poliovirus et le phage ARN F-spécifique ont montré que l'inactivation par les
UV était corrélée a la taille du génome : plus le génome est long et plus il est
sensible aux UV [245]. Il a également été montré que la dégradation du génome
pourrait expliquer l'inactivation virale liée aux UV [245].

Une étude a été réalisée en 2018 dans du concentré plaquettaire afin de
tester une méthode d’inactivation virale de virus non enveloppés. L’évaluation de
lactivité virale a été réalisée par culture et le VHA et le calicivirus félin (feline
calicivirus, FCV) ont été testés. Les UV utilisés étaient des UVC (longueur d’onde de
254 nm) et avaient une fluence totale de 200 mJ/cm?. Le VHA, initialement au titre de
5,0 £ 0,2 logio TCIDso/ml (tissue culture infective doseso, dose nécessaire pour
produire un effet cytopathique chez les cellules), perdait 3 logio d’infectiosité apres
exposition @ 100 mJ/cm? et plus de 4,2 log1o aprés exposition a 200 mJ/cm?. Pour ce
qui est du FCV, initialement au titre de 5,5 £ 0,5 log1o TCIDso/ml, une dose d’'UVC de
200 mJ/cm? réduisait le titre de 3 logio [246]. Le FCV et le VHA sont des virus
proches du VHE et ce traitement serait donc probablement efficace contre le VHE. I
est néanmoins a noter que ce traitement nécessite un émetteur d’'UVC, car, bien
qu’émis par le soleil, les UVC sont arrétés par la couche d’ozone dans la haute

atmosphére et ne sont donc pas retrouvés a la surface de la terre naturellement.
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3. Résistance au chlore

Dans une étude rapportée par Cook et van der Poel, du VHE a été mis en
contact avec de I'hypochlorite de soude puis mis en culture sur des cellules
PLC/PRF/5 (hépatome humain) : il n’y avait pas d’effet cytopathique mais, 'ARN du
VHE étant détecté, une réplication pouvait étre supposée. Dans cette méme étude,
du VHE non traité par hypochlorite de sodium et mis en culture présentait un ARN
VHE détectable jusqu’a 33 jours, tandis que dans le cas de VHE traité, 'ARN du
VHE n’était détectable que pendant 7 jours : il semble donc y avoir une sensibilité du
VHE au chlore [247]. Girones et son équipe ont comparé la sensibilité du VHE de
génotype 1 au chlore a celle de 'adénovirus humain 2 [235]. Dans cette étude, du
VHE de génotype 1 venant de selles et de culture a été traité avec de I'hypochlorite
de sodium a la dose de 1000 ppm ; la décroissance a été mesurée par culture puis
immunofluorescence (mesure de I'infectiosité) et par PCR en temps réel (mesure du
génome viral présent). Une premiere phase était observée avec une diminution
d’environ 2 log1o d’infectiosité, suivie d’'une phase de diminution de moins d’1 logqo et,
au bout de 30 minutes, la présence d’ARN et de virus infectieux. L’adénovirus 2 était
plus résistant au traitement par le chlore que le VHE : afin d’obtenir une diminution
d’'1 log1o, la valeur de CT (concentration en chlore x temps d’exposition) nécessaire
était de 0,15 mg/l x min pour le VHE quasi-enveloppé et de 0,12 mg/l x min pour le
VHE non enveloppé contre 1,15 mg/l x min pour 'adénovirus 2. Les auteurs ont
comparé l'activité du chlore sur le VHE dans de I'eau sans et avec adjonction d’1%
d’eaux usées : les valeurs de CT nécessaires pour une réduction de l'infectiosité du
VHE de 2 log1o étaient 20 fois supérieures avec 1% d’eaux usées par rapport a sans
adjonction d’eaux usées. Un travail sur la sensibilité du VHA au chlore a été réalisé
par Sobsey et son équipe en 1988 [248]. De leurs données, nous pouvons calculer le
CT nécessaire pour une diminution de 1 log1 du VHA : 0,85 mg/l x min a 5°C et pH6
et 1 mg/l x min a 5°C pH8. Dans leur étude sur le VHE, Girones et son équipe ont
travaillé a pH8 et 25-26°C ; cette différence de température peut rendre difficile la
comparaison avec le VHA, néanmoins nous pouvons supposer que le VHE est plus
sensible que le VHA au traitement par le chlore [235,248]. Il est cependant a noter
que 'augmentation de la température tend a rendre les désinfectants plus actifs (ou
peut les rendre plus volatils et donc moins actifs) [249]. La concentration de chlore a
ajouter dans l'eau pour obtenir une désinfection est supérieure a ce qui est

normalement requis pour inactiver les pathogénes, ceci étant lié au fait que le
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désinfectant réagit non seulement avec les micro-organismes mais également avec
d’autres substances présentes [249].

Pour ce qui est de l'application d’'une désinfection par le chlore, il est a noter
qgu’un pH et une turbidité plus élevés de I'eau nécessitent des concentrations plus
élevées de chlore [250]. Par ailleurs, selon [l'utilisation de I'eau, un phénoméne de
recontamination est possible et nécessite que des concentrations de chlore
suffisantes (on considére 0,2 mg/l) persistent jusqu’a ce que I'eau soit entierement
consommeée ; or les UV et la température entrainent une dégradation plus rapide du
chlore [250]. Par exemple, on considére qu'il faut une augmentation de 0,5 mg/l de la
concentration initiale de chlore pour une augmentation de la température ambiante
de 10°C [250].

4. Autres méthodes de traitement du VHE

D’autres méthodes de traitement ont été décrites, notamment pour les
produits sanguins en vue d'une transfusion. Des systémes utilisant une molécule
ajoutée a la préparation puis une adjonction d’'UV. Le systéme Intercept utilise une
molécule, 'amotosalen, un composé de psoraléne synthétique, qui s’intercale de
maniére réversible dans les régions hélicoidales de 'ADN et de 'ARN. Lors d’'une
exposition aux UVA, cette molécule réticule les acides nucléiques, rendant toute
réplication impossible [246,251]. Le systéme Mirasol utilise la riboflavine (ou vitamine
B2) qui, lorsqu’elle est exposée aux UV, s’associe aux acides nucléiques et médie un
transfert d’électrons oxygéne indépendant [246]. Ce dernier systéme, testé sur des
souches de VHE de génotypes 3 et 4, avec un systéme de culture cellulaires afin de
tester linfectiosité, entraine une réduction de 3 logio sur une souche de génotype 3

et 2 log1o sur une souche de génotype 4 [91].
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A partir de ces données bibliographiques, nous avons écrit une revue, dans
laquelle nous discutons de la variabilité génétique du VHE et de sa circulation dans

les pays industrialisés.
Variabilité du VHE

Le VHE est un virus variable. Plusieurs génotypes sont décrits, dont le spectre
d’héte differe. Au sein des génotypes, plusieurs sous-génotypes ont également été
décrits. Le virus posséde un certain degré de polymorphisme, plus important chez
les génotypes 3 et 4 que chez les génotypes 1 et 2. La population virale au sein d’un
individu ou d’'un environnement particulier est répartie en quasi-espéce, avec une
coexistence de variants apparentés mais génétiquement distincts. Cette grande
variabilité peut avoir des conséquences en termes d’antigénicité, d’hydrophobie, de
comportement de la particule virale, d’échappement immunitaire ou encore de fitness
viral. Au sein d’'une quasi-espéce, il peut exister une « coopération » entre différents
variants, dont certains peuvent, par exemple, présenter une facilité plus grande a
coloniser les tissus, tandis que d’autres présenteront des capacités d’évasion
immune. Il a été montré que, chez des patients immunodéprimés, une complexité et
une diversité élevées de la population virale étaient corrélées a un risque plus élevé

de passage a la chronicité [87,149].

Le VHE peut exister sous forme non enveloppée ou sous forme quasi-
enveloppée. Ceci peut également modifier son comportement dans I'environnement :

I’hydrophobie n’est pas la méme.

En conséquence, afin d’étudier la circulation du virus dans I'environnement
hydrique et donc son comportement, la forme sous laquelle il est excrété dans I'eau
est a prendre en compte : non enveloppée ou quasi-enveloppée, génotype (donc

héte d’origine et zone géographique), sous-génotype...
Circulation du VHE dans I'environnement

Le VHE a été mis en évidence dans divers prélevements hydriques a travers
le monde : eaux d’entrée et de sortie de station d’épuration, riviéres... |l a par ailleurs

été mis en évidence sur des fruits ou légumes destinés a la consommation.
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Dans les pays pauvres, des personnes déféquent dans des arriére-cours et
des champs puis la pluie lave ces zones contaminées et peut entrainer le virus vers
des cours d’eau, dont I'eau peut ensuite étre bue ou utilisée a visée domestique ou
pour irriguer les cultures. Un phénomene similaire pourrait étre observé dans les
pays développés suite a la défécation d’animaux sauvages infectés ou suite a de
violentes intempéries entrainant un débordement des stations d’épuration avec

passage d’eaux contaminées dans I'environnement.
Survie du VHE dans I'environnement

Les capacités de persistance du virus dans I'environnement influencent les
possibilités de transmission ainsi que les moyens devant étre utilisés afin de

décontaminer les produits destinés a la consommation.

La persistance ne peut pas étre mesurée par des techniques de biologie
moléculaire, dans la mesure ou celles-ci détectent du génome viral sans faire la
différence entre virus infectieux et virus inactivés. Des méthodes de culture cellulaire
du VHE ont pu étre mises au point récemment, bien que le VHE soit un virus
difficilement cultivable. Des méthodes de biologie moléculaire sélectionnant
spécifiquement les virus intégres ont été également été mises au point : utilisation de

RNase avant I'extraction ou utilisation d’agents intercalant tels que PMA ou EMA.

Ici aussi, les études concernant la survie du virus doivent prendre en compte
la forme étudiée (non enveloppée ou quasi-enveloppée) ainsi que le génotype afin

de pouvoir exploiter les résultats de fagon pertinente.

La connaissance de la résistance du VHE a la chaleur est difficile du fait
d’études utilisant des températures, durées, matrices et moyens de mesure non
standardisés. Néanmoins, il semble que le VHE sous forme non-enveloppée
présente a la chaleur une résistance similaire a celle du phage ARN F-spécifique,
tandis que la forme quasi-enveloppée présente une résistance similaire a celle du
VHC. L’étude de la résistance du VHE aux UV montre que la forme quasi-
enveloppée du virus présente une résistance similaire a celle du VHA mais plus
faible que celle du phage MS2. Des études seraient nécessaires pour tester la forme
non enveloppée. Le VHE semble plus sensible aux traitements par les dérivés

chlorés que d’autres virus tels que le VHA ou I'adénovirus humain 2.

100



Comportement du VHE dans I'’environnement

Le comportement d’'un virus dans un environnement donné dépend de sa
taille, de sa charge et de son hydrophobie. Pour ce qui est du VHE, il présente une
taille similaire a celle de nombreux autres virus entériques tels que le VHA ou le
norovirus. Le point isoélectrique du VHE n’est pas connu mais des mesures montrent
une protéine ORF2 présentant un point isoélectrique environ a 9 [252] et une
protéine ORF3 présentant un point isoélectrique de 12,5 [253]. Le point isoélectrique
du protéome d’une souche de VHE de génotype 1 a été mesuré a 7,64 [254]. Le
génome du virus peut avoir une influence sur sa charge et la variabilité du virus peut
également faire varier la charge. L’hydrophobie peut varier selon le génotype ou
sous-génotype viral dont il est question et la forme sous laquelle se trouve le virus :
la forme quasi-enveloppée étant associée a des lipides, elle présente une

hydrophobie plus élevée.

Développement de méthodes d’étude du VHE

Les méthodes de concentration et d’extraction sont difficiles a mettre en place
pour le VHE, car elles doivent prendre en charge la taille, la charge et 'hydrophobie
du virus qui sont, nous 'avons vu, des paramétres variables.

Le développement récent de méthodes d’étude en microbiologie et génétique
peut aider a faire avancer la connaissance sur le VHE et son comportement dans
'environnement. Des méthodes de séquengage haut débit, permettent d’avoir une
meilleure visibilité sur les variants minoritaires de VHE présents dans
'environnement. Nous disposons de logiciels permettant une prédiction de
I'antigénicité d’une protéine donnée, ce qui permet de supposer I'impact entrainé par

une substitution d’acide aminé donnée.
Conclusion

Il reste encore de nombreuses zones d'ombre sur la circulation du VHE dans
'environnement dans les pays industrialisés. Le virus semble ne pas présenter une
résistance particulierement élevée aux moyens habituels de traitement (température,
UV, chlore) mais il s’agit d’'un virus variable, ce qui rend son étude plus difficile. Des
informations sont encore nécessaires afin de mieux prévoir le comportement du virus

et aider a la mise en place de politiques de surveillance et de prévention.
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ABSTRACT

Hepatitis E virus (HEV) is an enteric virus divided into eight genotypes. Genotype 1 (G1) and G2 are
specific to humans; G3, G4 and G7 are zoonotic genotypes infecting humans and animals. Transmission
to humans through water has been demonstrated for G1 and G2, mainly in developing countries, but is
only suspected for the zoonotic genotypes. Thus, the water-related HEV hazard may be due to human and
animal faeces. The high HEV genetic variability allows considering the presence in wastewater of not only
different genotypes, but also quasispecies adding even greater diversity. Moreover, recent studies have
demonstrated that HEV particles may be either quasi-enveloped or non-enveloped, potentially implying

g?g:gi?: .E virus (HEV) differential viral behaviours in the environment. .
Water The presence of HEV has been demonstrated at the different stages of the water cycle all over the
Occurrence world, especially for HEV G3 in Europe and the USA. Concerning HEV survival in water, the virus does not
Variability have higher resistance to inactivating factors (heat, UV, chlorine, physical removal), compared to viral
Transmission indicators (MS2 phage) or other highly resistant enteric viruses (Hepatitis A virus). But the studies did
Survival not take into account genetic (genogroups, quasispecies) or structural (quasi- or non-enveloped forms)
HEV variability. Viral variability could indeed modify HEV persistence in water by influencing its inter-
action with the environment, its infectivity and its pathogenicity, and subsequently its transmission by
water. The cell culture methods used to study HEV survival still have drawbacks (challenging virus
cultivation, time consuming, lack of sensitivity). As explained in the present review, the issue of HEV
transmission to humans through water is similar to that of other enteric viruses because of their similar
or lower survival. HEV transmission to animals through water and how the virus variability affects its
survival and transmission remain to be investigated.
© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

HEV is an enteric virus that causes not only acute but also
chronic hepatitis. It has been increasingly studied in the past
decade and has been observed to also cause syndromes other than
liver-related such as neurological or renal HEV-related diseases,
underlying its highly variable pathogenesis (Pischke et al., 2017).
This virus is widespread or endemic in large parts of the world. It
has been largely demonstrated to be a waterborne virus in
developing countries, and since 1997 it has also been demon-
strated to be a zoonotic virus in developed countries (Meng et al.,
1997; Pavio et al., 2015). This has led to numerous recent literature
reviews focussing on the zoonotic origin of HEV (Pavio et al.,
2015), its infection in humans and its treatments (Echevarria
et al., 2013; Miyamura, 2011; Sridhar et al., 2015), its molecular
epidemiology (Purdy and Khudyakov, 2011) and the water trans-
mission of human-adapted HEV in developing countries (Khuroo
et al., 2016). They all agree with the conclusion that a better un-
derstanding of the route of transmission is needed especially for
the zoonotic HEV. However, the transmission paths are still un-
clear in developed countries where a waterborne transmission is
still questioned. Indeed, some reports coming from these coun-
tries suggest shellfish-borne outbreaks (Said et al., 2009) or higher
HEV seroprevalence in shellfish consumers or non-bottled water
consumers (Mansuy et al., 2015, 2016). HEV is a variable virus,
which makes it difficult to be studied as some different genotypes
or forms might behave differently from one another especially
through the water cycle. Indeed, the high HEV genetic variability
can suggest a high potential for adaptation to various organs and
tissues in humans and animals. This genetic feature implies
distinct pathogenic mechanisms in different syndromes for the
hosts and encourages us to consider the presence in wastewater of
different HEV genotypes as well as complex viral quasispecies
with various transmission routes favouring HEV circulation in the
environment.

The unravelling of these transmission paths would help prevent
HEV infection and develop sanitary policies in order to control in-
fections. Our aim was to provide an overview of the transmission of
HEV through water with particular attention to variability linked to
the source of pollution, occurrence, survival in water and removal
by water treatment.

2. Source of water pollution: host and viral particle
variability

HEV is an enteric virus, which infects its hosts through the
faecal-oral route; in this review, transmission through ingestion of
contaminated meat will not be discussed. There is only one sero-
type belonging to the Hepevirus genus and the Hepeviridae family
(Geng et al., 2011). It is usually a non-enveloped icosaedric capsid
measuring between 27 and 34 nm, which contains a single-strand,
positive-sense RNA virus of 7.2 kb in length. RNA is capped and

polyadenylated at the 5’ and 3’ ends, respectively. It has two short
untranslated regions (UTR) at the 5’ and 3’ ends and three open
reading frames (ORF) - ORF1, ORF2 and ORF3 (Graff et al., 2006).
ORF1 encodes non-structural proteins such as methyltransferase,
papain-like cysteine protease, helicase and RNA-dependent RNA
polymerase (Okamoto, 2007). The ORF2 and ORF3 proteins are
encoded by a same subgenomic mRNA, which produces the capsid
protein and phosphoryl protein, respectively (Graff et al., 2006).
The size of quasi-enveloped viruses is between 50 and 110 nm
(Dalton and Izopet, 2018).

Among the eight HEV genotypes, five cause human infections.
G1 and G2 infect only humans and are mainly reported in regions
with low levels of resources and poor sanitation resulting in
contamination of food and water supplies (Khuroo et al., 2016).
They are mainly observed in Asia (Indian subcontinent, China,
Bangladesh, Nepal, Pakistan and Afghanistan) and sub-Saharan
Africa for G1, and Mexico and some African countries (Nigeria,
Chad, Sudan and the Central African Republic) for G2 (Nelson et al.,
2018). HEV G3 and G4 infect humans but also a wide range of
mammals such as pigs, boars, deer and rabbits (Colson et al., 2010;
Masuda et al., 2005; Matsuda et al., 2003; Meng, 2013). G3 in-
fections are qualified as “emerging” diseases in European countries,
including France, but they are just currently better identified and
can be observed in North and Latin America, South Africa, Asia,
Australia and New Zealand. Nevertheless, the seroprevalence
seems to be lower in Oceania compared to Europe. G4 can be found
in China, northern Japan, India and sporadically in Europe (Dalton
and Izopet, 2018; Hofmeister et al., 2018; Nelson et al., 2018). The
zoonotic transmission of G3 and G4 has been largely demonstrated
for pigs, wild boars and deer with sometimes no modification in the
sequence between the animal and human strains, meaning that
there is no adaptation necessary to infect humans or animals. A
zoonotic transmission is suspected for rabbits (Abranavel et al.,
2017; Izopet et al.,, 2012; Pavio et al., 2015). The common ancestor
of mammalian HEV was shown to be between HEV-1/2 and HEV-3/
4: it has been estimated that an ancestor strain gave rise on the one
hand to human HEV and on the other hand to zoonotic HEV more
than 500 years ago. Then, both genotypes split again (Purdy and
Khudyakov, 2011). Finally, only one human case has been
described with HEV G7 primarily infecting dromedaries and
initially named DcHEV (dromedary camel HEV) (Woo et al., 2014).
Therefore, depending on the geographical area, genotypes found in
water may differ but overall a large number of hosts, not all of
whom have been identified yet, may contaminate the water
through their faeces.

HEV is a virus subject to a certain amount of genetic variability.
Some authors took HEV sequences, some of which belonging to
different genotypes, and measured distances between them:
nucleotide similarity between genotypes is about 75% and within a
genotype it is over 81% (Smith et al., 2013). Such genetic variability
makes a single HEV genotype-based study insufficient for relevant
conclusions to be drawn.



146 H. Fenaux et al. / Water Research 151 (2019) 144—157

HEV infection of many host species could require the involve-
ment of many viral structural sites to favour adaptation to highly
heterogeneous biotic or abiotic environments. According to Purdy
and Khudyakov (2010), HEV G3 and G4 would carry more poly-
morphic positions than G1 and G2. The high genetic diversity seen
in G3 and G4 may reflect a strong adaptation to many hosts (Purdy
and Khudyakov, 2010). Under different selective pressures, many
positive selection (i.e. mutations leading to an amino acid substi-
tution) sites have been located in the overlapping region of ORF2
and ORF3. The ORF1 and non-overlapping ORF2 have many nega-
tive selection (i.e. silent mutations) sites which are proportionally
in greater numbers in G1 than in G3 and G4 (Purdy and Khudyakov,
2010). We have made phylogenetic trees with two of the ORF2
domains: Middle (M) and Protruding (P) in amino acids in G1 and
G3 reference strains (Fig. 1). These two domains are involved in the
viral immunogenicity and interactions between HEV and cellular
membranes. The overall mean distance is greater for G3 than for G1
for both M and P domains. Moreover, this great difference between
HEV genotype sequences can also lead to potential technical
concern, failure of diagnostic tools (Reuter et al., 2009) and failure
of methods used for environmental analysis. Indeed, the genetic
variability can lead to physical variability: the virus surface prop-
erties might be modified by the amino acid sequence modifications.
We have tested 25 amino acid sequences of ORF2 of different HEV
subgenotypes belonging to G1, G2, G3 and G4 with the AnTheProt
software. This software, developed by Parker et al. (1986), was
principally used to analyse the viral antigenicity; it takes into
consideration three parameters to determine the antigenicity of a
position within a polypeptide: hydrophobicity, accessibility and
flexibility of the amino acid, and the same parameters of the three
amino acids before and after it (Parker et al., 1986). In this review, it
was used to work on the hydrophobicity profile of the capsid pro-
tein which has 660 amino acids. Through comparison of the amino

M73218.1 (1a)
68 | D11092 (1b)
| X98292 (1c)
JF443721 (1)
|AY230202 (1d)
| AY204877 (1 ¢)

0.1
AY 115488 (3j)

AB349689 (2)

AP003430 (2b)

C AF082843 (3a)
FJ705359 (3¢)
AB248521 (3 €)

AB369687 (3f)

AF455784 (3g)

M Domain

JQ013794 (3h)
FJ998008 (3i)
&7 AB290312 (3)
AB290313 (3)
EU360977 (3)
EUT723513 (3)
JQ952664 (3)

JQ013791 (3)

871KJ013415 (3)

b
05

FJ906895 (3ra)

acid sequences of the different genotypes and subgenotypes,
different profiles were observed. Subgenotypes 3 showed a large
number of differences in their hydrophobicity profiles between
residues 68 and 100. The hydrophobicity profiles obtained for G3f
and G3h were compared (Fig. 2) and significant differences could
be observed. For subtypes of G4, differences in their hydrophobicity
profiles were observed between residues 67 and 74 and residues 95
and 100 (data not shown).

HEV has a quasispecies distribution, with complex mixtures of
genetically distinct but closely related viral populations (Lhomme
et al., 2012). This means that HEV populations coexist at any time
point and any change in the environment of the virus can modify
the equilibrium and the quasispecies distribution. Such a phe-
nomenon has been described for poliovirus (Vignuzzi et al., 2006)
and hepatitis C virus (Farci et al., 1997). The variability of viruses
with an RNA genome results first from errors occurring during
genome replication steps with a lack of RNA-dependent RNA po-
lymerase proofreading activity. There is about one mutation for a
10,000-nucleotide genome inducing a new virion sequence in each
replication process, thus producing viral quasispecies (van Tong
et al., 2016). These mutations can have a high functional impact
on viral fitness. Second, selective pressures from host-related im-
munity, cellular tissues or interactions with external environmental
surfaces could also have a role in HEV variability. As an example,
poliovirus virulence is determined by quasispecies diversity
(Vignuzzi et al,, 2006). There will be a cooperative interaction
within a viral population in which some variants may facilitate the
colonization of tissues; others will have an impact on the immune
system, while some may even facilitate circulation of the virus. The
hypothesis of highly dominant variants within quasispecies
combining strong pathogenesis, immune evasion and effective viral
circulation in the outside environment can be stated. Moreover, the
complexity of the viral quasispecies could allow the virus to
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Fig. 1. A: phylogenetic tree of amino acids of the ORF2 M domain of G1 reference sequences (Smith et al., 2016a). B: phylogenetic tree of amino acids of the ORF2 P domain of G1
reference sequences (Smith et al., 2016a). C: phylogenetic tree of amino acids of the ORF2 M domain of G3 reference sequences (Smith et al., 2016a). D: phylogenetic tree of amino
acids of the ORF2 P domain of G3 reference sequences (Smith et al., 2016a). Overall mean distance: 0.015 (G1) versus 0.004 (G3) for M domain and 0.026 (G1) versus 0.010 (G3) for P

domain.
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Fig. 2. AnTheProt hydrophobicity profiles for HEV genotypes 3f and 3 h on HEV ORF2. We worked on 25 amino acid sequences of ORF2 of the different HEV genotypes. The results

are given for subgenotypes 3f and 3 h (ref 3f: KT591534; 3 h: JQ013794) (Smith et al., 2016a).

Black circles highlight the variations in the upper part of the image. aa: amino acids. At

the bottom: superposed profiles; subgenotype 3f is in black and subgenotype 3 h is in grey. The black arrows show the differences. Most differences are seen at the N-terminal end

and, to a lesser extent, C-terminal end of the protein.

combine  complementary functions of different viral
subpopulations.

For HEV in the clinical setting, a study from Lhomme [et al.]
(2012) has been conducted to correlate viral genetic variability with
the progression towards a chronic infection and/or cirrhosis.
Interestingly, the greater the variability of the M and P domains, the
greater is the likelihood of developing a chronic HEV infection
(Lhomme et al., 2012). As a consequence, long-term HEV faecal
excretion from patients suffering from chronic hepatitis will favour
extensive viral spread in the outside environment.

Review of the current literature seems to indicate that the
quasispecies heterogeneity could favour HEV persistence in an
immunocompromised host and that higher variability between
HEV populations enhances a virus's ability to infect varied hosts.
We can hypothesize that these genetic characteristics can also have
an impact on the transmission of the virus through water. To gain
further insight into these questions, studies on HEV genetic vari-
ability and quasispecies in different types of samples are needed:
hosts with chronic evolution versus hosts with virus clearance,
different host species and different environmental samples
(Bisseux et al., 2018).

HEV is more commonly defined as a non-enveloped virus.
Nevertheless, when it leaves the hepatocytes, the virion has a
membrane envelope, derived from the exosomes and composed of
cholesterol, phospholipids, sphingomyelin, phosphatidylethanol-
amine, phosphoinositides and ceramides (Chapuy-Regaud et al.,
2017). It is further exposed to intestinal detergents, which ac-
counts for the destruction of the envelope (Yin et al., 2016a).
Release from infected hepatocytes mostly consists of quasi-
enveloped forms, whereas the non-enveloped form is more

frequent within the infected cells. The quasi-enveloped particles
bind to cells less effectively and more slowly than do non-
enveloped particles. This could explain why HEV from a patient's
blood sample seems to be less infectious than that of faecal origin
(Yin et al., 2016b). HEV cellular entry mechanisms remain poorly
understood but it is known that non-enveloped HEV binds to
heparan sulfate proteoglycans as a receptor on the hepatocyte
surface. The quasi-enveloped HEV enters the cells through a
number of different steps; it needs two GTPases, Rab5 and Rab7, an
endosomal acidification in the hepatic cells and the lipid degra-
dation activity in the lysosome (Yin et al., 2016b) (Fig. 3). Thus, non-
enveloped HEV particles are excreted in the environment in the
case of faecal pollution of animal or human origin, but quasi-
enveloped HEV particles may also be released in the environment
in the case of animal blood pollution from slaughterhouses (Fig. 4).
To our knowledge, the environmental excretion of quasi-enveloped
HEV particles, compared to non-enveloped particles which are
supposed to be the most prevalent, has not been taken into account.

To sum up, the sources of water pollution are diverse, having
human, livestock and/or wild animal origins, and so are the viral
particle types with, from a physical point of view, quasi-enveloped
versus non-enveloped HEV particles and, from a genetic point of
view, four major genotypes (G1 to G4), subgenotypes and
quasispecies.

3. Epidemiological proof of the water transmission of HEV

G1 and G2 have been largely demonstrated to be transmitted by
water in developing countries (Amanya et al., 2017; Hakim et al.,
2017; Haque et al,, 2015; Maila et al., 2004; Singh et al., 2016). In
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India, for example, highly polluted water caused waves of G1 out-
breaks (1978—1984, 1993—-1995, 2007—2008, 2012—2013). Such a
wave outbreak pattern has been explained by successive infection/
immunization and immunity loss cycles whose period length is
estimated to be about 10 years. Outbreaks start when immunity
decreases to 4% of total population and stop when it increases to
20% of total population. In such situations transmission of the
zoonotic genotypes seems insignificant. The improvement of
sanitation practices is clearly the solution for G1 control in devel-
oping countries (Khuroo et al., 2016). Interestingly, as observed in
China, industrialization of a country decreases HEV risk related to
G1, but increases that related to G3 and G4 (Sridhar et al., 2015).

While zoonotic transmission of G3 and G4 has been largely
demonstrated mainly through food (Colson et al., 2010; Masuda
et al., 2005; Matsuda et al., 2003; Meng, 2013) and exposure to
pigs (Bouwknegt et al., 2008; Drobeniuc et al., 2001; Pérez-Gracia
et al, 2007) in developed countries, the roadmap to control
autochthonous HEV is not so clear apart from better control of food
products. The role of water in the transmission of zoonotic HEV has
only been suspected (Sridhar et al., 2015). Detection of G3 in
shellfish and seemingly shellfish-related outbreaks have recently
raised the question (Sridhar et al., 2015). Sometimes no clear direct
transmission from pigs to humans is observed; indirect contami-
nation through the environment is then probable but difficult to
prove (Purdy and Khudyakov, 2011).

Some studies conducted in developed countries seem to show
higher HEV seroprevalence in people exposed to water or in
shellfish consumers, which supports the idea of a hydric trans-
mission of HEV G3 (Mansuy et al., 2015, 2016). As there is only one
HEV serotype, it is not possible, in seroprevalence studies, to assess
which genotype the individuals have been in contact with. How-
ever, when a study is conducted in a country where G3 is by far the
most frequent HEV genotype, it can be assumed that it is this ge-
notype that seropositive people have encountered. Thus, two
studies about HEV seroprevalence in blood donors in France show
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that it is higher in mussel consumers (Mansuy et al., 2015) and
oyster consumers (Mansuy et al., 2016), compared to non-
consumers. In one of these studies, drinking bottled water seems
to be a protective factor (Mansuy et al.,, 2016). An outbreak on a
cruise ship seemed to be linked with shellfish consumption; G3 was
determined in three patients (Said et al., 2009). A study conducted
in Cornwall showed a higher risk of hepatitis E when living near the
coast, whereas there was no difference between cases and controls
for people living near a pig holding (Hunter et al., 2016). A G4-
related outbreak has been suspected to be waterborne in China
(Chen et al., 2016).

To conclude, HEV G1 and G2 are known to be transmitted
through water and G3 and G4 through a zoonotic path. However, a
number of arguments suggest that the latter genotypes could also
be transmitted through water.

4. Occurrence of HEV in the water cycle: from the source to
the water use in the food chain

The first stage of the environmental cycle of HEV particles is
their excretion (Fig. 3). Of course, non-enveloped particles excreted
in the faeces of contaminated humans (wastewater treatment
plants) and animals (slaughterhouses, farming, faeces of wild ani-
mals) may be considered as the main part of HEV particles released
in the environment. However, quasi-enveloped particles coming
from blood might also be excreted in the environment, especially in
wastewater originating from slaughterhouses.

Detection of viral HEV genome by molecular tools (e.g. retro-
transcription quantitative polymerase chain reaction [RT-qPCR])
can be used to test for the occurrence and quantification of the
total number of HEV particles (Baez et al., 2017; La Rosa et al., 2018).
The advantages of this procedure include its fast running time, high
sensitivity and specificity, and ease of use. The genome can be
detected even if the capsid is no longer able to bind to its receptor,
and free RNA molecules can be found in some environmental
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Fig. 3. HEV replication and its possible paths after cell egress. 1: Initial fixation to hepatocytes using heparan sulfate as a non-specific receptor of HEV. Specific receptor(s) is (are)
still unknown. 2: Specific fixation to clathrin and dynamin-2. 2" For quasi-enveloped HEV, cell entry could require two GTPases (Rab5 and Rab7), an endosomal acidification and the
lipid degradation activity in the lysosome. 3: Endocytosis. 4: HEV replication. 5: HEV leaves the cell in a quasi-enveloped form. 6: The virus quasi-envelope is destroyed in the bile
after exposure to intestinal deoxycholic acid and proteases (Yin et al., 2016a) and non-enveloped HEV can be found in the faeces. 7: The quasi-enveloped HEV may be a key form in

cell-to-cell infection.
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Fig. 4. HEV circulation in the environment and between its hosts. 1: Pollution of human origin that arrives in wastewater treatment plants is mainly composed of non-enveloped
faecal HEV particles. 2: When infected pigs are slaughtered, pollution both composed of non- and quasi-enveloped HEV is introduced in wastewater treatment plants. 3: Discharge
of treated wastewater, the quality of which can even be altered in case of malfunction (e.g., bypass of untreated water due to heavy rain). 4: Infected pig stool can contaminate
environmental waters through manure runoff, HEV is then in a non-enveloped form. 5: Shellfish that grow in environmental waters can then be contaminated by HEV. 5bis:
Humans could possibly get infected by consumption of contaminated shellfish. 6: Humans and animals could get infected through consumption of contaminated water. 7: Crops can
be contaminated by irrigation. 7bis: Humans and animals that consume the crops could possibly get infected. 8: When eating meat of infected animals, humans can be theoretically
contaminated by quasi-enveloped HEV. 9: Contamination occurs between animals. 10: Contamination can also take place between humans through blood transfusion by quasi-

enveloped HEV.

samples (Cook et al., 2016). The detection of the viral RNA only
means that the virus is present but not necessarily that it is infec-
tious (Gassilloud et al.,, 2003). In addition, no difference can be
made between quasi-enveloped and non-enveloped HEV. Never-
theless, the molecular approach is useful in occurrence and
epidemiological studies. There are pan-genotypic quantitative real-
time PCR methods that allow the determination of whether a
sample contains HEV genome or not (Jothikumar et al., 2006). For
positive samples, a PCR followed by sequencing can then be per-
formed in order to determine the virus genotype (Erker et al., 1999;
Inoue et al., 2006; Takahashi et al., 2002).

Numerous studies have described the presence of HEV genome
in untreated sewage over the last 15 years, especially in Europe
(Table 1). Occurrences were very variable; indeed, they ranged from
0% to 93% (UK) and even 100% (India). But this has to be interpreted
with caution since there is substantial variation between studies in
terms of the volumes of samples, the methods used and the period
of sampling. In Europe, the most prevalent HEV genotype seems to
be G3, but sometimes G1 may also be present in wastewater. In
other industrialized countries outside Europe, a lower number of
studies have been published but G3 also seems to be the most
frequent. Unsurprisingly, G1 is the most frequent in Asia, but G4 has
been recently detected in China. Fewer analyses have been per-
formed on treated than on untreated sewage, again mostly in
Europe (Table 2). The samples are mainly negative for HEV genome
and the determined genotypes are rare. To date, there have been

several works on HEV detection and phylogeny but there is a lack of
information on HEV viral loads before and after treatments applied
in wastewater treatment plants (WWTPs). Nevertheless, a study
performed in India showed a slow decrease in the prevalence of
HEV from 15.2% (n=46) to 10.8% (n=46) during wastewater
treatment consisting of primary screening, aeration, agitation,
primary-secondary clarification, anaerobic digestion and chlorina-
tion (Vaidya et al., 2002). This shows at least that some HEV par-
ticles may cross the wastewater treatment plant, but quantitative
molecular methods should be applied to raw and treated waste-
water in order to better assess virus particle removal.
Unsurprisingly, the study of four articles showed that the
highest values of prevalence of HEV in surface water are lower than
those described in sewage and do not exceed 20%. Nevertheless,
values ranging from 0.6% (1/154) in 1 L (Gentry-Shields et al., 2015)
to 17% (2/12) in 230—260L (Rutjes et al., 2009) are reported.
Genome concentrations of up to 104 genome copies/L have been
reported in lake and river water in Italy; these two sites either were
located in an urbanized area or had a history of enteric viral
contamination (D'Ugo et al., 2016). A study conducted in the USA
showed that in surface waters the occurrence and concentration of
HEV increased significantly after manure application; the genotype
could not be determined because of the shortness of the sequence
and its location in a highly-conserved region. The authors sug-
gested that runoff and tile input are important mechanisms of HEV
transport to surface waters and that subsurface drainage and
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Table 1
Various studies conducted around the world concerning HEV prevalence in untreated sewage water. NA: not applicable, ND: not done, ng: not given, gc: genome copies, y: year,
m: month.
Location Volume analysed Sampling period Occurrence Positive/Total Genotype (n) Viral load (gc/L) Reference
Europe
France 1m 25% 1/4 3(1) ND Clemente-Casares et al. (2003)
France 1L 3m 22.2% 4/18 3f (4) 1x10%-6.3 x 10° Miura et al. (2016)
Greece 2m 0% 0/5 NA ND Clemente-Casares et al. (2003)
Greece 100 mL 1y9m 0% 0/48 NA NA Kokkinos et al. (2011)
Italy 10mL 1y 16% 19/118 1(18),3 (1) ND La Rosa et al. (2010)
Italy 500 mL 1y 4.76% 1/21 3(1) ND laconelli et al. (2015)
Norway 40 mL 1y 8% 4/50 Probable 3 (2) ND Myrmel et al. (2015)
Portugal 60 mL 2m 6.7% 2/30 3(2) ND Matos et al. (2016)
Spain 40 mL 7y2m 43.5% 20/46 3(6) ND Clemente-Casares et al. (2003)
Spain 42 mL 7y2m 31.8% 29/91 1(1),3(14) 32x10% Rodriguez-Manzano et al. (2010)
Spain 50 mL 1y6m 13.5% 5/37 ND ND Rusinol et al. (2015)
Sweden 2m 0% 0/4 NA ND Clemente-Casares et al. (2003)
Sweden 5L 1m 33.3% 1/3 ND 4.5 % 10% Wang et al. (2018)
Switzerland 500 mL 1y 32.3% 40/124 1(1) 7.8 x 10* Masclaux et al. (2013)
Switzerland 90 mL 1y 24.1% 15/62 Masclaux et al. (2013)
UK 20 mL 9m 93% 14/15 3(14) ND Smith et al. (2016b)
North America
USA 40 mL 1m 20% 1/5 3(1) ND Clemente-Casares et al. (2003)
South America
Argentina 1500 mL 4y 6.3% 3/48 3(3) ND Martinez Wassaf et al. (2014)
Columbia 2L 6m 30% 3/10 3(3) ND Baez et al. (2017)
50-1500 mL 3m 0% 0/10 NA Baez et al. (2017)
17m 20% 2/10 NA Baez et al. (2017)
Africa — Middle East
Egypt 4L ly2m 0% 0/76 NA NA Kamel et al. (2011)
Egypt 5L 5m 23.1% 3/13 ND 6.9 x 10? El-Senousy and Abou-Elela, (2017)
Israel 1L 2y 8.3% 14/169 3(5) ND Ram et al. (2016)
Tunisia 80 mL ng 0% 0/24 NA NA Hmaied et al. (2015)
Asia
India 500 mL 3m 100% 9/9 ND ND Jothikumar et al. (1993)
China 10mL 3m 1.3% 2/152 4(2) ND Li et al. (2017)
India 200 pL-10 mL 1y 11% 9/82 1a (10) ND Vaidya et al. (2002)
India 32mL 2y 41% 79/192 1(6) ND Ippagunta et al. (2007)
Japan 50 mL 1y6m 1.6% 1/62 3(1) ND Ishida et al. (2012)
Japan 50 mL 11m 11% 3/28 ND 1.7 x 10°-1.8 x 10 Kobayashi et al. (2017)
Table 2
Various studies conducted around the world concerning HEV prevalence in treated sewage water. NA: not applicable, ND: not done y: year, m: month.
Location Volume analysed Sample period Occurrence Positive/Total Genotype (n) Viral load Reference
Europe
Italy 500 mL 1y 0% 0/21 NA NA laconelli et al. (2015)
Italy 500 mL 1y 0% 0/21 NA NA laconelli et al. (2017)
Norway 40 mL 1y 8% 4/50 1(1)3(1) ND Myrmel et al. (2015)
Portugal Not specified 4m 0% 0/60 NA NA Matos et al. (2016)
Spain 50 mL (pre-treated) ly6m 12.5% 4/32 ND ND Rusinol et al. (2015)
Spain 10L 1y 6m 0% 0/22 NA NA Rusinol et al. (2015)
Switzerland 500 mL 1y 0% 0/25 NA NA Masclaux et al. (2013)
Africa
Egypt 2L 1y2m 0% 0/38 NA NA Kamel et al. (2011)
Asia
India 10 mL-200 pL 1y 10.88% 5/46 la ND Vaidya et al. (2002)
Japan 200—500 mL 1y6m 0% 0/53 NA NA Ishida et al. (2012)

overland flow contribute to the transport of HEV to adjacent waters
(Givens et al., 2016). In poor countries, humans defecate in back-
yards and open fields, the rain then washes away these faecally
contaminated areas into other waterways, a phenomenon which
can contaminate crops, waterways, groundwater and open water-
ways (Khuroo et al., 2016); the same phenomenon of HEV being
transported by water could be hypothesized with G3 and G4 in

developed countries with animal faeces and manure or bypass of
untreated water in a wastewater treatment plant. As a result, HEV
has the potential to contaminate surface waters used for drinking
water production and recreational purposes. Thus, surface waters
could be a source of contamination for animals, shellfish and
humans.

Bivalve molluscan shellfish (BMS) are known transmitters of
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enteric viruses, in particular norovirus (NoV) and hepatitis A virus
(HAV) (Bellou et al., 2013); an ISO method has been proposed for
genome quantification of NoV and HAV in various foodstuffs
including BMS (NF EN ISO 15216 2017). Studies have been led on
different BMS in Europe and Asia with various results (Table 3), and
again G3 is the most represented in Europe, whereas G3 and G4 are
found in Asia. Elsewhere, as mentioned above, water can contam-
inate food products by irrigation of crops (Khuroo et al., 2016):
studies led in Canada and various countries in Europe have found
HEV on field-grown strawberries, vegetables, frozen raspberries
and salad (Brassard et al., 2012; Kokkinos et al., 2012; Maunula
et al., 2013; Terio et al., 2017).

To conclude on this part, it appears that HEV particles may be
found at each stage of the water cycle even if their infectivity
cannot be confirmed by molecular methods. They may be found in
large numbers in rivers in some cases resulting in a direct
contamination risk for animals or indirect risk for humans through
irrigation of crops, contamination of resources for drinking water
production and in BMS producing areas. To our knowledge, the
minimal HEV infectious dose is still unknown but by analogy with
NoV (Hall, 2012) and HAV (Sanchez, 2013), we can assume that 10
to 50 viral particles can be enough to make people ill and lead to an
outbreak. To know if this HEV can really infect hosts and in what
proportion, we need to assess its capacity to remain infectious in
water, that is its survival.

5. HEV survival in water

Under natural conditions, temperature and sunlight (UV) are the
two main factors that may inactivate HEV in water. During drinking

Table 3

water treatment, the physical treatment allows the removal of the
viral particle, whereas the disinfection process mainly based on
chlorine impacts virus survival.

5.1. Method used to evaluate survival

The reference method to evaluate viral infectivity is in vitro cell
culture or assays which can be performed in vivo. The use of the
term “inactivation” for a virus means that the infectivity has been
assayed by a cell culture method. Many enteric viruses can be
cultivated on cells but some are difficult to cultivate, and HEV is one
of them. That being said, some culture systems have been found. A
G3 strain, JE03-1760F, and a G4 strain, HEV-JF5/15F, originating
from human stool samples have been cultivated on PLC/PRF/5 cells
(human hepatic carcinoma) and A549 cells (human lung cancer).
The G4 strain originated from a patient with a fulminant hepatitis.
This strain was propagated and passed more effectively than the G3
one (Tanaka et al., 2009). Moreover, HepG2 and Huh7 cells (human
hepatic carcinoma) are not permissive for JE03-1760F and HEV-JF5/
15F strains originating from the stool samples but can support
propagation and passages of the cell culture-adapted JEO3-1760F
and HE-JF5/15F strains (Okamoto, 2013). G1, G3 and G4 strains
originating from blood samples can also be cultivated on PLC/PRF/5
and A549 cells (Okamoto, 2013). A G3 strain, Kernow-C1, isolated
from a chronically infected patient's stool could effectively infect
numerous cell lines from humans (hepatic carcinoma: HepG2/C3A
and HUH7.5, hepatoma: PLC/PRF/5, lung carcinoma: A549 and
colorectal adenocarcinoma: Caco-2), pigs (kidney: LLC-PK1, LLC-
PK1A and SK-RST) and deer (liver: OHH1.Li). After being passed six
times on HepG2/C3A cells, the Kernow-C1 strain was able to grow

Various studies conducted around the world concerning HEV prevalence in bivalve molluscan shellfish. NA: not applicable, ND: not done; PDU: PCR detectable units, ng: not

given, gc: genome copies, y: year, m: month.

Location Sample Animal Occurrence  Positive/ Genotype  Viral load Reference
period Total (n)
Europe
Finland (imported from 8m Mussels 6% 3/51 ND 1.3 x 102-3.5 x 10? PDU/g Diez-Valcarce et al.
Denmark) (2012)
France 2y Cockles 0% 0/49 NA NA Grodzki et al. (2014)
France 2y Oysters 0% 0/66 NA NA Grodzki et al. (2014)
France 2y Clams 0% 0/65 NA NA Grodzki et al. (2014)
France 2y6m Mussels 0% 0/94 NA NA Grodzki et al. (2014)
Italy Punctual Mussels 8.1% 3/37 1 ND Donia et al. (2012)
Italy ng Mussels 2.7% 8/298 3(2) 3 % 10'-9x10" gc/g of digestive tissue  La Rosa et al. (2018)
Italy ng Razor clams 4.9% 2/41 La Rosa et al. (2018)
Italy ng Mussels 0% 0/9 NA NA La Rosa et al. (2012)
Italy ng Clams 0% 0/2 NA NA La Rosa et al. (2012)
Italy 2y7m Mussels 0% 0/50 NA NA laconelli et al. (2015)
Italy 2y 7m Clams 0% 0/6 NA NA laconelli et al. (2015)
Italy 2y Mussels 0% 0/108 NA NA Fusco et al. (2017)
Scotland ng Mussels 85.4% 41/48 3(11) 5.4 x 10%-1.6 x 10° IU/mL Crossan et al. (2012)
Scotland ng Mussels 3.0% 8/270 3(3) 62.4 IU/mL (1 sample) O'Hara et al. (2018)
Scotland ng Oysters 2.5% 1/40 ND O'Hara et al. (2018)
Spain 8m Mussels 0% 0/51 NA NA Diez-Valcarce et al.
(2012)
Spain 18 m Mussels 14.8% 12 batches/ 3e (6) 6.7 x 10! to 8.6 x 10* gc/g of digestive Mesquita et al. (2016)
batches 81 tissue
Asia
China 1y 10m A. granosa 14.3%/kg Ng 4 (ng) ND Gao et al. (2015)
China 1y10m S. subcrenata 28.2%[kg Ng ND Gao et al. (2015)
China 1y10m R. philippinarum 11.5%/kg Ng ND Gao et al. (2015)
Japan 4m Yamato-Shijimi 6.25% 2 packages/ 3 (ng) ND Li et al. (2007)
packages 32
Korea ng Oysters 8.7% 14/161 3a(14) ND Song et al. (2010b)
Thailand 2y Cockles 0% 0/69 NA NA Namsai et al. (2011)
Thailand 2y Oysters 0% 0/52 NA NA Namsai et al. (2011)
Thailand 2y Mussels 0% 0/92 NA NA Namsai et al. (2011)
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more effectively in these cells (Shukla et al., 2011). Among these cell
lines, LLC-PK1 seems to be the most permissible to Kernow C1 and
Kernow C1/p6 infections (Shukla et al.,, 2011). Another strain has
been described by other authors: LBPR-0379 strain, isolated from a
chronically infected patient (G3), has a growth advantage in cell
culture (HepG2/C3A cells) (Nguyen et al., 2012). Recently, a three-
dimensional culture system has been developed for HEV; it
seems to be a promising system that needs to be improved (Berto
et al., 2013). However, the drawback of all these culture methods
is that they are time consuming and difficult to apply. Another
method has been developed by some authors in order to overcome
the problems of culture and RT-PCR; it consists in a pre-treatment
of the sample with an RNAse, prior to RNA extraction. Free RNA
(damaged viruses) will be destroyed by the RNAse and only
encapsidated RNA will be taken into account. This method has been
used on HEV in order to study its resistance to some temperatures
(Schielke et al., 2011).

Another approach has been developed: the use of intercalating
dyes such as propidium monoazide (PMA) and ethidium mono-
azide (EMA). This strategy allows the assessment of capsid integrity.
These molecules will enter the cell if the membrane integrity is
disrupted, covalently bind to DNA and inhibit PCR (Girones et al.,
2010). Some authors have tested this approach on bacteria and
recently others have attempted to develop it on RNA viruses (Leifels
et al., 2015; Parshionikar et al., 2010) with various results. This
method is not relevant if the virus is inactivated with a preserved
capsid and the secondary RNA structure seems to interfere with the
binding of the intercalating agent (Parshionikar et al., 2010). The
results can also vary according to which virus is studied and which
region of its genome is targeted by PCR (Leifels et al., 2015).

In order to properly draw conclusions with cell culture work, it
is useful to know if we are working with non-enveloped or quasi-
enveloped HEV. It seems that when working with liver cells such
as Huh-7, PLC/PRF/5 and HepG2 or lung cells such as A549, the
produced virions are predominantly quasi-enveloped. If the virus is
then treated with a bile salt (e.g. deoxycholic acid) and a protease
(e.g. trypsin), it can lose its envelope (Okamoto, 2013; Takahashi
et al.,, 2010; Yin et al., 2016b, 2016a).

5.2. Thermal inactivation

A review has summarized all tested methods of inactivation for
HEV in food matrices (Cook and van der Poel, 2015). As a conse-
quence, it focused on high temperatures used for food treatment or
cooking which do not match environmental conditions. Never-
theless, some interesting data were described.

First, even if in the review no discussion was made about
enveloped and non-enveloped virus we can extract some data
concerning the survival of non-enveloped HEV, since stool-
extracted strains were studied. Moreover, some of these data
could be compared with those reported in a review focussing on
the impact of temperature on the inactivation of enteric viruses in
food and water (Bertrand et al,, 2012). In the latter review, the
authors determined the TFL value of each enteric virus, which was
defined as the time needed (in days) to observe the first logyg
reduction. The TFL values of the different enteric viruses were
compared as a function of the temperature range (<50°C or
>50°C), of the matrix type (simple or complex) and the detection
method (cell culture or PCR). The log1oTFL was then used. A few
studies described in Cook's review allow us to calculate some TFL
values. Thus, a one log reduction was observed for HEV G1 strain in
stool suspension after exposure to 56 °C for 15 min (Emerson et al.,
2005). This means that the TFL value reached 0.01 day under these
conditions, which is close to the TFL values observed for highly
resistant enteric viruses such as PhiX174 phage and F-specific RNA

phages of genogroup 1. This also suggests that HEV could be more
resistant than HAV under these particular conditions, but there is a
huge difference in the number of data between these two hepatitis
viruses with 38 data for HAV (Bertrand et al., 2012) and only one for
HEV. From another study (Yunoki et al., 2008), the TFL of HEV at
60 °C could be estimated at 0.02 day in a 25% albumin solution and
0.007 day in phosphate-buffered saline. In both cases, the com-
parison with data from the review (Bertrand et al., 2012) suggests
that HEV has a resistance close to that observed for F-specific RNA
phages and higher than that observed for HAV. When HEV was
subjected to dry heating, the TFL seemed to be of 0.4 day at 60 °C
and of 0.16 day at 80°C, which is much higher than under the
previous heat conditions (Yunoki et al., 2008).

Johne et al. (2016) have evaluated the impact of high tempera-
tures in the range of 60 °C—80 °C on quasi-enveloped HEV in sus-
pension in cell culture medium. The TFL value reached 2.3 x 10~4
day (20s) at 70°C. These authors worked with quasi-enveloped
HEV particles; we can thus attempt a comparison with an envel-
oped virus. We have chosen hepatitis C virus (HCV) which is a well-
documented enveloped virus; like HEV, its genome consists of a
positive polarity single strand RNA. HCV in cell culture medium at a
concentration of 2.5 x 10° FFU (Focus Forming Unit) had a TFL of
about 6 x 10~ day (40 seconds) at 65 °C (Song et al., 2010a). Thus,
the resistance of quasi-enveloped HEV might be close to that
observed for HCV at high temperatures. In the study by Schielke
et al. (2011), the authors assayed the effect of short-term heating
on RNAse-protected HEV G3 particles. A reduction of 74% was
observed after incubation at 56 °C for 15 min and reduction rates
above 99% (—2.16 to —4.42 logyp) were observed after incubation at
56°C for 30 min or 60 min and at 60°C for 15 min, 30 min or
60 min. As these authors worked on a liver suspension, we can infer
that they mostly worked on quasi-enveloped HEV; we can thus
attempt a comparison with HCV as above. When in human serum, a
3.6 logyp inactivation was observed at 56 °C for 30 min (Song et al.,
2010a). Caution is required when comparing these data since the
assays were performed using a PCR-derived technique for the
detection of RNAse-protected HEV (Schielke et al., 2011) and by cell
culture for HCV (Song et al., 2010a). Johne et al. (2016) and Schielke
et al. (2011) also worked at low temperatures (i.e. <37 °C) more
frequently encountered under environmental conditions. TFL
values could be calculated from the results of Johne et al. (2016). A
TFL of about 3 days at 22 °C and about 2 days at 37 °C in cell culture
medium could be determined. If, again, we compare that to HCV,
the TFL is of about 5 days at 25 °C + 2 °Cand about 9 h at 37 °C(Song
et al.,, 2010a). This would make quasi-enveloped HEV less resistant
than HCV at room temperature and more resistant at 37 °C, but
these results need confirmation from other studies.

Second, the thermal resistance of HEV may depend on the virus
strain as Emerson et al. (2005) suggested while working with two
G1 strains and one G2 strain. Third, the culture-based detection
method directly or indirectly provides highly variable results, and
sometimes only qualitative results.

The resistance of HEV to heat might depend on the genotype
and on the origin of the virus, which makes it either quasi-
enveloped or non-enveloped. All in all, on average, HEV seems
about as resistant as F-specific RNA phages for non-enveloped HEV
or HCV for quasi-enveloped HEV. However, other studies would be
needed with, as much as possible, harmonized temperatures, du-
rations, virus forms, matrices and measurement methods.

5.3. UV inactivation
A recent study has compared the impact of UV radiation on HEV

G3 and MS2 phage in terms of loss of infectivity and degradation of
the genome (Guerrero-Latorre et al., 2016). The inactivation of HEV
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was estimated by cell culture combined with immunofluorescence.
A viral suspension of 5.93 x 10? FFU/mL was first irradiated with
fluences of 10, 20, 40, 80, 100 and 140 mJ/cm?. Since a fluence of
only 10 mJ/cm? was sufficient to inactivate HEV, a second experi-
ment was performed with a viral suspension of 5.58 x 10° FFU/mL
by using fluences of 0, 2, 5, 7 and 10 mJ/cm?. A regression curve was
then constructed to predict fluences needed for viral inactivation; it
allowed the authors to determine that a fluence of 23.19 mJ/cm?
was needed for a 4 logip (99.99%) inactivation. The viral suspen-
sions were coming from culture; it can thus be assumed that the
inactivation of HEV by UV was determined for quasi-enveloped
HEV. A review paper has compared the UV radiation values
needed to inactivate enteric pathogenic viruses such as poliovirus
(n=6), HAV (n = 3), coxsackievirus (n =2) and adenovirus (n = 7),
and bacteriophages such as MS2 (n=5) and Qf (n= 1) F-specific
RNA phages, and PhiX174 (n = 4) phages (Hijnen et al., 2006). The
inactivation rate constants named k-values were determined for
each virus; the higher it is, the more sensitive to UV the microor-
ganism is. The lowest k-values were obtained for adenovirus and
MS2 phage. The k-value of MS2 phage reached 0.08 in the experi-
ments performed by Guerrero Latorre et al. (2016) and was in
accordance with the review by Hijnen et al. (2006). For quasi-
enveloped HEV, a k-value of 0.153 could be calculated; it was
close to that of HAV, which was the least resistant of the viruses
compared in the review published by Hijnen et al. (2006). For ex-
periments performed with poliovirus and F-specific RNA phages it
has been shown that inactivation by UV is correlated with genome
size; the longer the genome is, the more sensitive it is to UV
(Simonet and Gantzer, 2006). We should notice that HAV and HEV
have about the same genome length with 7.5 and 7.2 x 10% nucle-
otides, respectively. Moreover, Simonet and Gantzer (2006) have
also shown that genome degradation could explain UV-induced
viral inactivation.

To summarize, quasi-enveloped HEV virus has a resistance to UV
similar to that of other enteric viruses such as HAV, but lower than
that of MS2 phage. However, other experiments would be needed
in order to test non-enveloped HEV, which would be more repre-
sentative of particles that can be found in environmental waters;
other studies on other genotypes also need to be conducted
because, as with thermal inactivation, virus behaviour might vary
from one genotype to another.

5.4. Chlorine inactivation

In a study reported by Cook and van der Poel (2015), HEV treated
with sodium hypochlorite was inoculated into a culture of PLC/PRF/
5 cells: no cytopathic effect was observed but replication could be
inferred from detection of HEV RNA. However, HEV seems to be
chlorine sensitive; indeed, in the same study it was reported that in
cultures inoculated with untreated HEV RNA was detectable up to
day 33, whereas it was detectable only for 7 days with treated HEV
(results not shown). Another study, led by Girones et al. (2014),
compared chlorine resistance of HEV G1 to that of Human Adeno-
virus 2 (HAdV2). In that study, HEV G1, originating both from cul-
ture and faeces, was treated with sodium hypochlorite at
1000 ppm; a first phase with an initial decline in infectious units of
approximately 2 log was reported, followed by a phase of further
decline of less than 1 log and a still detectable RNA and infectious
viruses at 30 min. HAdV2 was more resistant to chlorination than
HEV: CT (concentration x time) values of 0.15 mg/L x min for quasi-
enveloped HEV and 0.12 mg/L x min for non-enveloped HEV for 1-
log reduction for HEV and 1.15 mg/L x min for 1-log reduction for
HAdV2. The authors then compared chlorine activity on HEV with
and without sewage in the water: CT values needed for a 2-log
reduction of HEV infectivity was 20 times higher with 1% sewage

in the water, compared to without sewage. We can attempt a
comparison with HAV: Sobsey et al. (1988) have studied the resis-
tance of HAV to chlorination. From their data, the CT value needed
for 1-log reduction was estimated to be about 0.85 mg/L x min at
5°C and pH 6 and about 1 mg/mL x min at 5°C and pH 8. In their
study on HEV, Girones et al. (2014) do not specify the pH and
temperature conditions under which they performed their exper-
iments so the comparison with HAV is not easy but if we suppose
that the conditions were close to those of Sobsey et al., then we can
conclude that HEV is more sensitive to chlorination than HAV.

HEV thus seems to be quite sensitive to chlorination, as it is
more susceptible than HAdV2 and HAV. However, this needs to be
confirmed by further studies carried out with more harmonized
conditions (temperature, pH) and different types of HEV in
different types of environment (e.g., “clean” water, sewage-
containing water, etc.).

All in all, it seems that HEV does not exhibit a particularly high
level of resistance to the main inactivating factors for viruses in
water (i.e. heat, UV and chlorine) compared to classical models of
enteric viruses, namely MS2 phage or F-specific RNA phages, or to
other pathogenic enteric viruses such as HAV. The classical multi-
barrier treatments to prevent enteric virus transmission to
humans should thus be effective for HEV. The question is still under
discussion for animals. In order to expand our knowledge of HEV
resistance to treatments, a method to assess rapidly and with high
sensitivity and specificity the quantity of infectious viruses would
be needed and, as much as possible, standardized studies need to
be conducted. Harmonizing temperature or chlorine concentration
is difficult to achieve but some efforts can be made on the duration
of study or on the UV wavelength and fluence.

6. Physical removal in the environment and water treatment

The behaviour of virus particles in the environment depends
mainly on their size and on their surface properties, including their
electrostatic charge and hydrophobicity.

The size of HEV is similar to that of most other pathogenic
enteric viruses such as HAV (27—33 nm) or NoV (27 nm) and phages
used as models such as F-specific RNA (20—30 nm) (Hartard et al.,
2016; Kapikian et al., 1972; Kuzmanovic et al., 2003; Rumnieks
and Tars, 2017; Yokosuka, 2000).

It is known that the virus charge depends on its isoelectric point
(abbreviations: pl or IEP) and on the pH of the medium. A negative
charge is observed if the pH is above the pl and, conversely, a
positive charge is observed when the pH is below the pl (Gerba,
1984). To date, nothing is known about the pI of HEV, even less
so about its charge under environmental conditions. Defining total
charge is far from an easy task because viruses are soft particles for
which the genome may have an impact on the surface charge (Dika
et al,, 2011; Langlet et al., 2008a). The variability of HEV may also
impact its pl and charge. Indeed, as there are different genotypes
and subgenotypes, a quasispecies distribution, quasi-enveloped
and non-enveloped forms, the virus can be found under different
forms within environment waters. This can have an impact on its
hydrophobicity and charge, and thus on its behaviour. Charge
greatly influences virus behaviour (Bhattacharjee et al., 2002); thus,
high negative charge or low pl leads to low adhesion/aggregation
capacity. In a review written in 2010, a summary of the isoelectric
points of various viruses was constructed. From this summary it
was concluded that the pl is essential but not sufficient to predict
adhesion (Michen and Graule, 2010). In fact, hydrophobicity has
also proved to be highly important in the adhesion/aggregation
process and may be of great importance in water treatment pro-
cesses for example (Boudaud et al., 2012). Hydrophobic interactions
are short distance interactions which may take place when the
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electrostatic charge of viral particles is low because of the virus
type, the medium pH close to the pl or a high ionic strength leading
to ions neutralizing the particle charge (Dika et al., 2015; Langlet
et al,, 2008b). Hydrophobicity of the different amino acids can
also have an impact on surface adhesion, as shown for NoV
(Samandoulgou et al., 2015). Changes in physico-chemical condi-
tions, e.g. ionic strength or temperature, can affect the secondary or
tertiary structure and change which amino acids are exposed on the
surface, thus modifying hydrophobicity and adhesion to hydro-
phobic surfaces. As discussed before, HEV can exist under non-
enveloped or quasi-enveloped forms; the presence of the quasi-
envelope means that there are lipids, which should make the vi-
rus more hydrophobic, thus modifying its physico-chemical char-
acteristics, and therefore its behaviour. Again, very little is known
about HEV hydrophobicity. To begin addressing the question of the
impact of hydrophobicity, we compared ORF2 sequences between
the different HEV genotypes using the AnTheProt software. As
already stated in the second paragraph and as shown in Fig. 2,
subgenotypes 3 showed a large number of differences in their hy-
drophobicity profiles between residues 68 and 100. The hydro-
phobicity profiles obtained for G3f and G3h were compared, which
showed major differences. For subgenotypes 4, differences in their
hydrophobicity profiles were observed between residues 67 and 74,
and residues 95 and 100 (data not shown).

To conclude on this part, HEV is about the same size as many
pathogenic enteric viruses and bacteriophages, from which we
could infer some behavioural data. However, its charge, hydro-
phobicity and adhesion are still unknown and, given its high vari-
ability (intergenotype, intragenotype, quasispecies and different
forms), these criteria could vary, which could impact the virus
behaviour and transmission.

7. How may we include the variability of HEV in future
studies concerning water?

In the future, the investigation into HEV variability concerning
water will be facilitated by a number of increasingly sensitive
molecular methods, designed to analyse viral genomic plasticity.
These methods could prove useful for the study of the sequences of
different HEV isolates, coming from different types of samples, in
order to better understand the virus circulation. Concentration and
extraction methods are difficult to implement: charge, size and
hydrophobicity of the virus are variable.

So far, it has been possible to use direct sequencing (Sanger
sequencing) to sequence a variable part of the genome and then to
study phylogenic links based on the results, and to determine the
genotype and sometimes the subgenotype (Xia et al., 2015). That
method only shows the main HEV population, but allows for the
direct comparison between the sequences of different samples.

When it comes to quasispecies study, cloning-sequencing or
Ultra-Deep sequencing (UDS) can be used. Cloning-sequencing is
considered to be a reference method in the exploration of viral
quasispecies, but this method has drawbacks: it is time consuming,
expensive and the number of clones that are studied limits its
sensitivity (Ramirez et al., 2013). In the best-case scenario, about
100 clones can be sequenced, which poorly represents a population
of millions (or even more) of viral particles. UDS method allows the
production of millions of sequences within one run, and is less
expensive than previous methods. Many different UDS techniques
have been developed such as Illumina (sequencing using synthe-
sis), lon Torrent or pyrosequencing. Each one of them has its own
advantages and drawbacks and the choice of technique used will
depend on the local equipment, personal experience and the type
of microorganism being studied (Quail et al., 2012).

The outputs from the Sanger sequencing and UDS should be

analysed by informatics tools. Analyses can be done on the result-
ing data, keeping in mind the pros and cons of each sequencing
technique. These different techniques can be used together and
compared. According to the data, comparisons can be made be-
tween the sequences of different samples and between the
different subpopulations within one sample. The diversity and
complexity can be calculated between different subpopulations
(Lhomme et al., 2012).

Various protein properties such as the antigenicity profile can be
predicted through use of the AnTheProt software as discussed
above (Parker et al., 1986). This approach has also been used in
some studies and helps the determination of whether or not an
amino acid substitution has consequences on the function of the
protein (Schvoerer et al., 2013). It can help the determination of
viral behaviour and give information on the transmission (which
can be completed by analysis of different sample types such as
human or animal samples).

However, there is a need for a method that would allow the
concentration of HEV. As many of the virus characteristics vary, it
would be complicated to use a method based on viral size, charge or
hydrophobicity. As long as many of HEV characteristics remain
unknown or poorly known, methods to study the virus will be
difficult to implement.

8. Conclusion

The transmission and persistence of HEV in the environment are
still poorly understood. As explained in the present review, HEV
seems to be quite resistant to high temperatures in its non-
enveloped form and as resistant as HCV in its quasi-enveloped
form. We point out that the few studies performed on UV treat-
ment suggest that HEV has the same susceptibility as HAV, which is a
UV-sensitive virus compared to MS2 phage, and that HEV is sensitive
to chlorination. The classical treatments and surveillance methods to
fight against enteric viruses should be effective against HEV.

We are dealing with a highly variable virus: there are different
genotypes and subgenotypes, a quasispecies distribution and
quasi-enveloped and non-enveloped forms. Different particles can
thus be found in environmental waters depending on the
geographic location or the origin and type of pollution. This can
have an impact on the virus quantity, hydrophobicity, charge and
infectivity, and therefore on its behaviour and resistance to treat-
ments. Virus culture from water samples would be informative but
currently seems rather ambitious. More information is also needed
concerning HEV surface properties (isoelectric point, hydropho-
bicity) to better predict its behaviour in the environment and
develop optimized concentration techniques in order to study it.
This knowledge will help sanitary authorities to monitor the cir-
culation of HEV and to develop measures to prevent human
contamination.
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Plan expérimental

Nous avons effectué des prélévements humains, d’animaux, d’eaux usées

d’abattoir, d’eaux usées urbaines au niveau d’'une station d’épuration (STEP) et de

moules d’eau douce. Les prélevements d’eaux environnementales ont subi une

étape de prétraitement afin de concentrer les virus et d’éliminer le maximum

d’inhibiteurs. Tous les prélevements subissaient ensuite une étape d’extraction des

acides nucléiques, de rt-gPCR sur un fragment du gene ORF3 afin de détecter les

positifs et de les quantifier (figure 16). Sur les prélevements positifs, étaient ensuite

pratiqués une amplification, un séquengage direct quand cela était possible et pour

certains, un séquengage haut débit (figure 16). A partir des séquences, une

prédiction de I'antigénicité était effectuée a I'aide du logiciel AnTheProt.

Echantillon

Extraction des
acides nucléiques

RT-gPCR ORF3

/ posith\

Echantillons environnementaux : pré-traitement

Séquencage Sanger ORF2 M

Pour certains
échantillons

Séquencage Sanger
ORF2/0ORF3

Variants majoritaires

\4

Séquencage haut débit

Etude de la variabilité virale et de la
variabilité fonctionnelle

Figure 16 : Plan expérimental sur les prélévements

Quasi-especes
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|. Collection des prélévements

A. Prélevements humains

Tous les prélévements humains provenaient de patients dont les
prélevements étaient pris en charge au laboratoire de virologie du centre hospitalier
régional universitaire (CHRU) de Nancy (figure 17), a [I'exception de cinq
prélevements provenant de Dijon. lls étaient soit hospitalisés, soit vus en
consultation, soit au CHRU soit dans un autre établissement de la région (Institut de
Cancérologie de Lorraine ou centre hospitalier de Toul). Les prélevements étaient
des sangs et/ou des selles. Les patients inclus, dont au moins un prélevement était
positif, avaient tous plus de 18 ans et ne s’opposaient pas a la participation a cette

étude, aprés information.

B. Préléevements animaux
1. Animaux sauvages
Des prélévements ont été effectués sur des sangliers et un chevreuil, tous
dans la région Grand-Est. Nous avons prélevé 23 échantillons de foie et 19 de selles

de sanglier et un échantillon de foie et un de selles du chevreuil.

2. Animaux domestiques
Des prélévements de selles de cochons ont été effectués dans des élevages a

4 endroits. Les cochons étaient 4gés de la naissance a I'age adulte.

C. Prélévements d’eaux usées d’abattoir

Des préléevements ont été effectués a l'abattoir de Rambervillers, dans les
Vosges (figure 17), les jours d’abattage porcin voire bovin. Il y avait en moyenne 40
porcs abattus par jour. Nous avons eu trois campagnes de prélevements (2016,
2017, 2018). Onze prélévements ont eu lieu en 2016, 9 en 2017 et 10 en 2018. Les
cochons pesaient entre 95 et 150 kg et provenaient d’élevages de la région de type
« plein air » ou « industriel ». Nous ne disposons pas d’information concernant la
taille des élevages mais les fréquences d’abattage d’animaux provenant de ces
élevages variaient entre un par mois et 40 a 50 par semaine. Les cochons avaient

entre 7 et 10 mois a I'abattage.
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D. Préléevements d’eaux usées urbaines
Des prélevements d’eaux usées urbaines ont été effectués sur la STEP de
Maxéville (figure 17), qui draine les eaux du Grand Nancy (260 000 habitants). Trois
campagnes de prélévements ont été effectuées (2016, 2017, 2018). Nous avons
effectué 9 préléevements en 2016, 11 en 2017 et 10 en 2018.
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Figure 17 : Localisation géographique des différents prélevements

E. Etude d’eaux de riviére via les dreissénes
Nous avons cherché a isoler des souches de VHE des eaux de riviére de la
région Grand Est. Cependant, les virus éventuellement présents étant a priori trés
dilués, nous avons travaillé sur des mollusques qui sont mis dans ces riviéeres afin

d’en surveiller la pollution microbiologique. Les mollusques filtrent l'eau et
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concentrent les virus présents. |l s’agit de dreissénes (Dreissena polymorpha
également appelées moules zébrées). Ces dreissénes ont été placées dans des
cages dans des rivieres sur 13 sites du Grand-Est (figure 18) puis récupérées apres

plusieurs mois et analysées.

Figure 18 : Localisation géographique des différents sites d’incubation des
dreissénes

Les noms entourés en rose correspondent a ces sites.
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ll. Prétraitement appliqué aux prélévements avant extraction

Le but de cette étape est de concentrer les virus tout en minimisant la

concentration d’inhibiteurs de PCR.

A. Prélevements humains

Les préléevements de sang étaient centrifugés et le sérum ou le plasma était
directement utilisé pour réaliser I'extraction. Pour les prélevements de selles destinés
a étre extraits sur EasyMag®, 200 mg étaient prélevés, mis en contact avec 400ul de
tampon de lyse durant 15 minutes a température ambiante, puis une centrifugation
était effectuée 2 minutes a 13000 tours par minute. Cent microlitres de surnageant
étaient ensuite prélevés pour réaliser I'extraction. Pour les préléevements de selles
destinés a étre extraits a I'aide du QlAamp Viral RNA mini kit, la selle était diluée au
1/10¢ dans du sérum physiologique, puis centrifugée 20 minutes a 2000 g et le

surnageant était filtré avec des filtres-seringues de 0,45 um.

B. Prélevements animaux
En ce qui concerne les prélévements de foie, un morceau d’1 a 2 g (prélevé, si
possible, a proximité d’'un vaisseau sanguin) était digéré dans 200 pl de protéinase K
(Qiagen, Courtaboeuf, France) pendant une heure, en vortexant toutes les 20
minutes. Cent-quarante microlitres du produit étaient ensuite utilisés pour I'extraction

des acides nucléiques.

Pour les 22 premiers préléevements de selles, I'équivalent de 0,5 a 1 ml était
mis en suspension dans 4 a 4,5 ml de sérum physiologique. La suspension était
vortexée, centrifugée, puis le surnageant était filtré sur des filtres-seringues de
0,45um.

Pour les sept derniers prélevements de selles, environ 4 g étaient prélevés,
mis en contact avec 28 ml de PBS et le tout était broyé 3 minutes a 'aide du systéme
Disperseur ULTRA-TURRAX® Tube Drive (lka, Staufen, Allemagne). Une
centrifugation de 500 g était effectuée pendant 5 minutes, 4 ml de surnageant étaient
récuperés et mélangés a 5 ml de Phénol/Chloroforme/Alcool isoamylique, (Acros
Organics, lllkirch-Graffenstaden, France) dans un tube a graisse. Le tout était ensuite

agité vigoureusement, puis centrifugé 2000 g 5 minutes. Le surnageant était
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récupéré afin d’effectuer une deuxiéme fois ce traitement. Quatre millilitres de
surnageant étaient récupérés et mis en contact avec 4 ml de tampon de lyse

(Nuclisens®, Biomérieux, Marcy I'Etoile, France).

Le mélange phénol — chloroforme — alcool isoamylique que nous utilisons a
pour effet de séparer les graisses et matiéres organiques présentes dans le
prélevement de la phase aqueuse. La graisse présente dans le tube, mélangée a de
la silice vient s’interposer entre les deux phases aprés centrifugation, la phase
aqueuse étant au-dessus ; ceci permet d’enlever plus facilement des substances qui

pourraient inhiber la réaction de PCR.

C. Préléevements hydriques

Les échantillons de STEP prélevés en 2017 et 2018 (1 | par échantillon) et les
échantillons d’abattoir prélevés en 2017 et 2018 (1 | par échantillon sauf pour I'un
des échantillons de 2017, lequel contenait 500 ml) ont subi une premiére étape de
concentration sur poudre de verre. Les échantillons ont été acidifiés a pH 3,5, afin de
charger positivement les particules virales. lls ont ensuite été mis en contact avec 20
g de poudre de verre (Grosseron, Couéron, France) (chargée négativement), sous
agitation pendant 20 minutes. Aprés centrifugation (5 minutes a 3000 g) le
surnageant était jeté et la poudre de verre était mise en contact pendant 30 minutes
avec 60 ml d’'un tampon d’extrait de bceuf-glycine (a pH 9,5). L’augmentation du pH
avait pour but de rendre négative la charge des particules virales; ceci et la
présence d’'un milieu riche en protéines (tampon d’extrait de boeuf-glycine) avait pour
objectif d’éluer le virus dans le tampon. Aprés une autre centrifugation (10 minutes a
3000 g), le surnageant était récupéré et filtré avec un filtre-seringue de 5 um puis de

1,2 ym.

Les échantillons de STEP prélevés en 2016 (150 ml par prélevement), les
eaux usées d’abattoir prélevés en 2016 (60 ml par échantillon) et les produits de la
premiere étape de concentration ont été concentrés dans des filtres de type
Centricon® Plus-70 (Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, United States). Le
génome viral était récupéré par I'addition de 5,5 ml de tampon de lyse, issus des
réactifs d’extraction magnétique NucliSens® (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France), et

1,5 ml de PBS dans les colonnes Centricon®. L’échantillon était ensuite mis, avec 8

124



ml de phénol — chloroforme — alcool isoamylique dans des tubes a graisse, puis agité
vigoureusement a la main et centrifugé a 2000g pendant 2 minutes. Cette étape
utilisant le phénol — chloroforme — alcool isoamylique était répétée deux fois. Le

surnageant (environ 8 ml) était utilisé pour I'extraction d’ARN.

D. Préléevements de dreissénes
Les dreissénes ont été prélevées et directement congelées a -20°C. Le jour de
'analyse elles ont été mises en contact avec du PBS (10% de volume de moules et
90% de volume de PBS) et broyées a laide du systéme Disperseur ULTRA-
TURRAX® Tube Drive (lka, Staufen, Allemagne). Le broyat a été utilisé pour

I'extraction des acides nucléiques.

[ll. Extraction des acides nucléiques

A. Préléevements humains, animaux et de dreissénes

Huit prélévements humains de Nancy positifs ont été extraits sur EasyMag®
(Biomerieux, Marcy [I'Etoile, France): prélévements des patients P1 a P5 et
prélévements sanguins de P15. Cette méthode utilise des billes de silice (figure 19).
Les 14 autres, ainsi que les 22 premieres selles de porc ont été extraits a I'aide du
QlAamp Viral RNA mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), selon les instructions du
fabricant (140 ul dans 60 ul). Cette méthode utilise des colonnes avec une
membrane de silice qui, selon les caractéristiques physico-chimiques, peut retenir les
acides nucléiques ou pas (figure 20). Les sept dernieres selles de porc ont été
extraites a I'aide du kit Nuclisens® MiniMag® (Biomerieux, Marcy I'Etoile, France). Le

volume d’élution était de 50 pl.

B. Prélevements hydriques
Treize prélévements hydriques ont été extraits sur EasyMag® (Biomerieux,
Marcy I'Etoile, France): les 7 premiers prélévements de STEP de 2016 et les 6
premiers prélévements d’abattoir de 2016. Les autres ont été extraits a I'aide du kit
Nuclisens® MiniMag® (Biomerieux, Marcy I'Etoile, France). Le volume d’élution était
de 50 pl.
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Principe de l'extraction

A. Aprés la lyse des échantillons, tous les acides nucléiques sont capturés par les particules de silice magnétique.

B. Le systeme d'aimantation de NucliSENS® easyMAG™ permet le lavage dynamique puis la fixation de la silice
magnétique, pour purifier les acides nudéiques. L'étape de chauffage libére les acides nucléiques fixés sur la silice.

C. Lors de ['étape finale, la silice magnétique est séparée de |'éluat par le systéme d'aimantation.
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Figure 19 : Principe de I'extraction utilisant des billes de silice sur 'automate
EasyMag

(d’aprés http://www.biomerieux.fr/diagnostic-clinique/nuclisensr-easymagr).
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Figure 20 : Liaison de la membrane de silice a I'eau et a 'ADN

L’eau peut servir de tampon d’élution. Liaison de la membrane a I'eau (en
haut) et a ’ADN (en bas) [255]



Tous les extraits étaient aliquotés et conservés a -20°C pour de courtes

durées, ou a -80°C pour des durées plus longues.

IVV.Recherche qualitative et quantitative du génome du VHE

A. Méthode utilisée

Nous avons recherché le génome du VHE par une technique de rt-qPCR en
temps réel. Les amorces et la sonde sont décrites dans le tableau 5 et la figure 21
[256]. Le fragment généré mesure 70 paires de bases (pdb), entre les nucléotides
5269 et 5338 (référence utilisée : AB369687, de sous-génotype 3f [7]). Le mélange
réactionnel et le programme de PCR figurent dans les tableaux 6 et 7. Le kit utilisé
était le SuperScript™ IIl Platinum™ One-Step qRT-PCR Kit w/ROX (ThermoFisher,
llikirch-Graffenstaden, France). La réaction a été effectuée sur un appareil Applied

Biosystems® 7500 (ThermoFisher, lllkirch-Graffenstaden, France).

Tableau 5 : Séquences des amorces et de la sonde utilisées pour la rt-gPCR VHE

en temps réel

Amorce/Sonde Séquence (5'-3")
Amorce sens ORF3 GGTGGTTTCTGGGGTGAC
Amorce antisens ORF3 AGGGGTTGGTTGGATGAA
(FAM) - TGATTCTCAGCCCTTCGC -
Sonde ORF3 (TAMRA)

Tableau 6 : Mélange réactionnel pour la rt-qPCR VHE en temps réel

Réactif Quantité pour un puits

Eau 5,2 ul
Reaction Mix 12,5 ul
MgSOg4 1,5 pl
Amorce ORF 3 sens (10 uM) 0,5 ul
Amorce ORF 3 antisens (10 uM) 0,5 ul
Sonde ORF3 (10 uM) 0,4 ul
Enzyme 0,9 ul
ARN 3,5 ul
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Tableau 7 : Programme de rt-gPCR temps réel pour VHE et VHC

Répétitions Action Programme rt-gPCR
Temps Température
Transcription inverse 15 minutes 50°C
Inactivation de la transcriptase inverse 1 minute 95°C
Dénaturation 20 secondes 95°C
50 cycles T ] ,
Hybridation, élongation 40 secondes 58°C

B. Contréle positif et gamme de quantification
Un prélevement d’'une patiente (P3) comportait une charge virale trés élevée
(mesurée a 3,2 x 107 copies/ml de plasma par le centre national de référence). Nous
avons réalisé, par technique de clonage et transcription, une gamme de

quantification a partir du sérum de cette patiente.

1. Clonage

Une rt-PCR en point final a été effectuée avec les amorces utilisées pour la rt-
gPCR en temps réel. Le produit de PCR a été purifié et cloné a l'aide du kit TOPO-
TA cloning kit® (ThermoFisher, llikirch-Graffenstaden, France), utilisant des bactéries
TOP10 rendues compétentes chimiquement et le plasmide pCR™II-TOPO® (figure
22). Les plasmides de 8 clones obtenus ont été purifiés a l'aide du kit PureLink™
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen™, ThermoFisher, llkirch-Graffenstaden,
France). Les plasmides de 2 clones ont été coupés (pour linéarisation) chacun a
'aide d’'une enzyme de restriction (EcoRV et BamHI, Promega, Charbonniéres-les-
Bains, France) : le produit de purification est mis en contact avec 10 ul de tampon
10X, 10l de I'enzyme et de I'eau (pour arriver a 100 pl au total). Aprés 1h30
d’incubation a 37°C, 4 pl d’enzyme sont éventuellement rajoutés avant une nouvelle
incubation durant 3h-3h30. Une purification est ensuite effectuée a l'aide du kit
QIAquick® PCR puirification kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). Une transcription est
effectuée a laide du kit MAXIscript™ SP6/T7 Transcription Kit (Invitrogen™,
ThermoFisher, lllkirch-Graffenstaden, France), suivie de la destruction de 'ADN et de
I'élimination des nucléotides non incorporés. La transcription est faite a partir du site
SP6 pour le clone coupé avec EcoRV et a partir du site T7 pour le clone coupé avec

BamHI. Les produits de transcription sont ensuite dosés a l'aide de l'automate
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BioSpec-Nano (Shimadzu Biotech, Kyoto, Japon) afin d’obtenir le nombre de copies

d’ARN par microlitre.

Inoue sens ext Inoue sens int
ORF3 sens. ORF3sonde  ORF3 antisens

5117 5155

ORF3 ORF3/0ORF2

Inoue antisens ext
Inoue antisens int

5485 5539

|\

ORF3/0ORF2 ORF2

ORF2 sens 1 6116
—

ORF2 sens 2

ORF2 Domaine M

222alt

|
|

ORF2 antisens 2 88alt 679
——

ORF2 Domaine M ORF2 Domaine P

ORF2 Domaine P

6972

ORF2 Domaine P ORF2

7137 ORF2 antisens 1

Figure 21 : Cartographie d ORF2 et ORF3 avec représentation des amorces

Numeéros en noir : nucléotides.

2. Mise au point et étalonnage de la gamme
A partir du produit de clonage — transcription, des dilutions sont effectuées de
10 en 10 afin d’obtenir des concentrations de méme ordre de grandeur que nos
prélevements. Plusieurs points de I'un des clones (clone 1, EcoRV et SP6), dilués
aux 1/10 000¢, 1/100 000¢, 1/1 000 000° et 1/10 000 000¢ servent a établir la gamme.
Ultérieurement, seul le point au 1/100 000¢ sera utilisé comme témoin positif et le

reste de la gamme sera importé.
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M13 Reverse Primer Sp6 Promoter V
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TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA C AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BstX| EcoRlI EcoR| EcoRV

I I
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT ju.',.-§- B NP G GGC GAA TTC TGC AGA TAT
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CCA TCA CAC TGG CGG CCG GAG CAT GCA T AGA CCC AAT TCG [CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA
T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer
AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA |CTG GCC GTC GTT TTA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT (GAC CGG CAG CAA AAT T GCA GCA CTG ACC CTT TTG

&8

Comments for pCR®II-TOPO®
3973 nucleotides

LacZa. gene: bases 1-589
M13 Reverse priming site: bases 205-221

Sp6 promoter: bases 239-256

Multiple Cloning Site: bases 269-383

T7 promoter: bases 406-425

M13 (-20) Forward priming site: bases 433-448
1 origin: bases 590-1027

Kanamycin resistance ORF: bases 1361-2155
Ampicillin resistance ORF: bases 2173-3033
pUC origin: bases 3178-3851

Figure 22 : Cartographie du plasmide pCRTMII-TOPO®

(d’aprés le manuel d'utilisation du fournisseur du TOPO-TA cloning kit®).

Afin de pouvoir convertir le nhombre de copies d’ARN en nombre d’unités
internationales (Ul), une rt-gPCR en temps réel d’'un étalon international (Paul-
Ehrlich-Institut, Langen, Allemagne) est également effectuée et comparée avec les
résultats de la gamme. A chaque rt-qPCR en temps réel, une conversion en Ul

pourra étre faite sans avoir a repasser a chaque fois I'étalon international.

130



C. Controle interne

Afin d’éliminer un faux négatif ou une sous quantification d’'un échantillon par
inhibition de la réaction de PCR, une amplification est réalisée avec un contréle
interne. Nous avons choisi le virus de I'hépatite C : il s’agit également d’un virus a
ARN donc les étapes de transcription inverse et de PCR peuvent étre contrdlées. La
réaction de rt-gPCR VHC en temps réel était effectuée dans un puits différent de
celle du VHE (les 2 sondes utilisent le méme fluorophore FAM). Pour les échantillons
humains (a risque de comporter du VHC), une rt-qPCR VHC en temps réel était
effectuée sans ajout de contrdle dans le but de s’assurer de 'absence de VHC. Puis,
pour tous les préléevements, une rt-QPCR VHC était effectuée aprés I'ajout d’'un ARN
de VHC obtenu par clonage et transcription (selon la méme méthode que pour
'obtention du contréle positif VHE) a partir d’'un mélange de plasmas de patients
ayant des charges virales VHC élevées. Le clone 2 (BamHI et T7) au 1/10 000° est
utilisé. Dans un puits, TARN VHC est ajouté a de l'eau de qualité biologie
moléculaire, afin d’avoir un témoin non inhibé. En fait, les points de sortie du contrdle
interne sont trés différents selon la matrice de départ et souvent plus précoces que le
témoin VHC + eau biologie moléculaire : il est décidé de comparer le point de sortie
du contrdle interne pour un échantillon a la moyenne des points de sortie du controle
interne des autres échantillons ayant la méme matrice afin de déterminer s'il existe
ou non une inhibition de la réaction de rt-qPCR.

La séquences des amorces et de la sonde pour le VHC ont été décrites [257]
et sont données dans le tableau 8. Le mélange réactionnel est décrit dans le tableau
9, le programme de rt-gPCR VHC en temps est le méme que pour le VHE (tableau
7).

Tableau 8 : Séquences des amorces et de la sonde utilisées pour la rt-gPCR VHE
en temps réel
BHQ : black hole quencher.

Amorce/Sonde Séquence (5'-3")
Amorce BK1 (sens) CGGGAGAGCCATAGTGGT
Amorce BK2 (antisens) CAAGCACCCTATCAGGCA
Sonde BK3 (FAM) - CAAGGCCTTTCGCGACCCAA - (BHQ1)
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Tableau 9 : Mélange réactionnel pour la rt-qPCR VHC en temps réel

Réactif Quantité pour un puits

Eau 1,2 pl
Reaction Mix 12,5 ul
MgSO4 1,5 ul
Amorce BK1 (10 uM) 0,5 ul
Amorce BK2 (10 uM) 0,5 ul
Sonde BK3 (10 uM) 0,4 ul
Enzyme 0,9 ul
Clone VHC (ou eau) 4 ul

ARN 3,5 ul

Pour la rt-gPCR en temps réel des dreissénes, un contrble interne a été utilisé
suivant la méthode ENTEROVIRUS R-gene (Biomérieux, Marcy I'Etoile, France) ; il
s’agit d'un ADN bactérien. Cette méthode recherche de maniére couplée la présence
du contréle interne et d’entérovirus; ainsi elle nous a également permis de
rechercher la présence d’entérovirus dans les dreissénes. Le mélange réactionnel
par puits recommandé par le fabricant comporte 15 ul de réactifs et 10 ul d’extrait. En
plus des 15 ul de réactifs, nous avons mis 7 pl de I'extrait a tester et 3 ul de contréle.
Cette méthode a également été utilisée sur les premiers prélevements humains et

environnementaux, avant la mise au point de la méthode utilisant le VHC.

Lorsque l'inhibition était supérieure a 90%, la PCR était effectuée sur I'extrait

dilué au 1/10° voire au 1/100¢.

D. Rendement de prétraitement et d’extraction

Afin d’avoir une idée du rendement de I'extraction, nous avons, pour certains
prélevements hydriques environnementaux de la campagne 2018, ajouté du FCV
dans le prélevement avant le début du prétraitement ou bien juste avant I'étape dans
les Centricon® Plus-70, aprés réajustement du pH a 7. Les prélévements ont ensuite
été extraits en paralléle du FCV non mis dans les échantillons et le rendement a été
calculé en appliquant la formule contenue dans la norme NF EN ISO 15216 :
Récupération du virus témoin d’extraction = 10 AC9¥m x 100%, ol ACq est la valeur
de Cq de 'ARN VHE - la valeur de Cq de 'ARN FCV et m est la pente de la courbe
étalon de 'ARN FCV [81].
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V. Amplification génique des échantillons en vue du
séquencage

A. PCR d’amplification
Des rt-PCR en point final ont été réalisées. La faible sensibilité des techniques

a nécessité l'utilisation de PCR nichées ou semi-nichées. Plusieurs systémes
d’amorces ont été utilisés (figure 23).

o Le séquencgage du domaine M d’'ORF2 a utilisé une PCR semi-
nichée avec une amorce sens décrite dans la littérature [87] et deux amorces
antisens également décrites [258]. Les séquences des amorces figurent dans
le tableau 10. L’amplicon mesure 216 pdb, compris entre les nucléotides 1152
et 1367 d’ORF2.

o Le séquengage de la zone de chevauchement ORF3/ORF2 a été
réalisé a I'aide d’'un systéme d’amorces décrit et connu pour sa sensibilité
[259]. Les séquences des amorces figurent dans le tableau 10. Ce systeme
de PCR génére un amplicon de 137 pdb, compris entre les nucléotides 174 et
310 'ORF3 et 136 et 272 d’'ORF2.

Tableau 10 : Séquence des amorces pour la rt-PCR VHE en point final

RT : transcription inverse, i : inosine triphosphate.

Systeme Amorce Séquence (5'-3") Utilisation

ORF2 M HEV Sens 2 (sens) GACAGAATTRATTTCGTCGGCTGG RT,PCR 1et2
HEV 222alt (antisens) GARAAIGGRCGIGAIGGRGCIGG RT et PCR 1
HEV 88alt (antisens) GGAGAAGGAGTTGGTCGRTCYTGYTCRTGYTGRTT PCR 2

ORF3/ORF2 HEV Inoue Sens ext GCRGTGGTTTCTGGGGTGAC RT et PCR 1
HEV Inoue Antisens ext CTGGGMYTGGTCDCGCCAAG RT et PCR 1
HEV Inoue Sens int GYTGATTCTCAGCCCTTCGC PCR 2
HEV Inoue Antisens int GMYTGGTCDCGCCAAGHGGA PCR 2

La transcription inverse et la premiere PCR étaient réalisées avec la trousse
Titan one tube rt-PCR kit (Sigma-Aldrich®, Saint Quentin Fallavier, France) ou la
trousse Access RT-PCR System (Promega, Charbonniéres-les-Bains, France). Les
mélanges réactionnels et programmes figurent dans les tableaux 11 et 12. La

deuxiéme PCR était réalisée avec la trousse Phusion High-Fidelity PCR Master Mix
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(ThermoFisher, llikirch-Graffenstaden,

France). Les mélanges réactionnels et

programmes de PCR figurent dans les tableaux 13 et 14.

Tableau 11 : Mélanges réactionnels de la rt-PCR VHE en point final

A : Trousse Titan one tube rt-PCR kit. L'ARN est mis dans le mix 1 puis le mix 2 est

ajouté dans le tube. B : Access RT-PCR System. dNTP : désoxyribonucléotides,

DTT : dithiothréitol, RNase out : enzyme détruisant les RNases, RT : transcriptase

inverse, Pol : polymérase.

Quantité pour un

A .
puits

Mix 1 Eau 4,625 pl
dNTP 1 ul
DTT 0,625 pl
RNase out 0,25 ul
Amorce sens (10 uM) 0,5 ul
Amorce antisens (10 yM) 0,5 ul
ARN 5 ul

Mix 2 Eau 9,75 ul
5X RT Tampon 2,5 ul
Enzyme mix 0,25 ul

Réactif

Quantité pour un

puits

Eau

Tampon

dNTP

Amorce sens (10 uM)
Amorce antisens (10 uM)
MgSOg4

RT

Pol

ARN

8,5 ul
5 ul
0,5 ul
2 ul
2 ul
1 ul
0,5 ul
0,5 ul
5 ul
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Tableau 12 : Programme de rt-PCR en point final pour VHE
A : Trousse Titan one tube rt-PCR kit (couple d’amorces d’'ORF2 domaine M). B :
Trousse Access RT-PCR System (couple d’amorces d ORF3/ORF2).

A Répétitions Programme rt-PCR

Temps Température
30 minutes 50°C
5 minutes 94°C
30 secondes 94°C
50 cycles 30 secondes 53°C
1 minute 68°C

B Répétitions Programme rt-PCR

Temps Température

45 minutes 45°C
2 minutes 94°C
30 secondes 94°C
35 cycles 1 minute 58°C
2 minutes 68°C

Tableau 13 : Mélange réactionnel de la PCR2 VHE en point final
DMSO : diméthylsulfoxyde, ADNc : ADN complémentaire.

Réactifs Quantité pour un puits

Eau 0,4 ul
DMSO 0,6 pl
Amorce sens (10 uM) 0,75 ul
Amorce antisens (10 pM) 0,75 ul
Master Mix 12,5 ul
ADNc 10 pl
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Tableau 14 : programmes de PCR2 en point final pour VHE

Répétitions Programme PCR

Temps Température
5 minutes 98°C
30 secondes 98°C
15 cyglgziéc(:)l;FZ M) 20 secondes 53°C (ORF2 M)
(ORF3/ORF2) 58°C (ORF3/0ORF2)
30 secondes 72°C
7 minutes 72°C

B. Vérification de I'amplification

Apres I'étape de PCR, les produits subissaient une électrophorese afin de
vérifier I'amplification. Ceci était réalisé sur des gels d’agarose 1,5% (agarose
Gigaphor, Eurobio, Courtaboeuf, France et Tris-Borate-EDTA, Euromedex,
Souffelweyersheim, France), auxquels avait été ajouté un agent intercalant
(GelRed™ Nucleic Acid, Interchim, San Diego, Californie, Etats-Unis). Chaque
produit d’amplification était déposé dans un puits avec un alourdisseur colorant en
bleu (Blue/Orange Loading Dye, 6X, Promega, Charbonniéres-les-Bains, France).
Un marqueur de taille était déposé dans un des puits (100 PB DNA ladder, Fisher,
lllkirch-Graffenstaden, France). La migration était réalisée en 30 minutes a 100 V. La
révélation était faite sous lumiére ultraviolette, la taille des bandes étant repérée

grace au marqueur de taille et a un témoin positif (patiente P3).

C. Purification des amplicons

Les produits d’amplification qui présentaient une bande de la taille attendue
étaient ensuite purifiés (enlévement des amorces, enzymes, nucléotides libres,
solution tampon...). Si la bande était isolée, le kit QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France) était utilisé ; I'élution était réalisée dans un volume de
30 ul. Si la bande de taille attendue étaient entourée d’autres bandes, une
purification sur gel était effectuée : aprés migration sur un gel d’agarose 1,5% de tout
le produit d’amplification, la partie du gel comportant la bande a étudier était

découpée sous lumiéere ultraviolette puis une purification était réalisée a l'aide du kit
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QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) ; I'élution était réalisée
dans un volume de 30 pl.

Apres purification sur gel, une migration de contrdle était effectuée sur un gel
d’'1,5% d’agarose, 15 minutes a 100 V.

Les produits de purification étaient conservés a -20°C.

VI.Séquencage direct

A. Réaction de séquence

La réaction de séquence a été effectuée avec le kit BigDye™ Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher, lllkirch-Graffenstaden, France). Le mélange
réactionnel et le programme sont présentés dans les tableaux 15 et 16. Cette
réaction consiste a effectuer une PCR avec une seule amorce et, en plus des
nucléotides « standard », des didésoxynucléotides marqués par un fluorophore
(différent selon la nature de la base) et terminateurs de chaine, qui seront intégrés
par la Taq polymérase de fagon aléatoire. Cela génére des fragments de longueur

différente, tous terminés par un didésoxynucléotide marqué (figure 23).
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Figure 23 : Principe de la réaction de séquence

(d’aprés http://www.vce.bioninja.com.au/aos-3-heredity/molecular-biology-

technique/sequencing.html).

Les amorces Uutilisées étaient Inoue sens int et Inoue antisens int pour
ORF3/ORF2 et Sens 2 pour le domaine M d’'ORF2 (tableau 10).
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La quantité de produit de purification mise dans le mélange réactionnel variait
en fonction de la concentration d’ADN (estimée par I'aspect de la bande sur le gel
d’électrophorése ou par dosage sur l'automate BioSpec-Nano (Shimadzu Biotech,

Kyoto, Japon)).

Tableau 15 : Mélange réactionnel de la réaction de séquence

QSP : quantité suffisante pour.

Réactif Quantité pour un puits

Eau QSP 15 ul
BigDye® Terminator v1.1 Ready Reaction Mix 2 ul

5x Sequencing Buffer 1 ul
Amorce (1uM) 3,2ul
Produit de purification Selon concentration

Tableau 16 : Programme de la réaction de séquence

Répétitions Programme PCR

Temps Température
10 secondes 96°C
25 cycles 5 secondes 50°C
4 minutes 60°C

B. Purification
Les produits de réaction de séquence étaient ensuite purifies a l'aide du kit

DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France).

C. Séquencgage
Le séquencgage était réalisé sur un automate Applied Biosystems 3130
(ThermoFisher, lllkirch-Graffenstaden, France). Le principe consiste a faire migrer les
produits le long de capillaires, selon leur taille (variant d’'un nucléotide) et chaque brin
passe devant un lecteur de fluorescence, ce qui permet de voir le type de
didésoxynucléotide intégré sur les brins de chaque longueur et d’obtenir ainsi la

séquence.
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D. Analyse

Les séquences ainsi obtenues étaient analysées a l'aide du logiciel MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 6 et comparées entre elles ainsi qu’a une
séquence de référence de sous-génotype 3f (AB369687 [7]). Le sous-génotype 3f
est le plus fréquemment rencontré chez 'humain en France [260]. Afin d’éviter des
artefacts liés a la présence d’ambiguités dans les amorces, seule la portion des
séquences située entre les amorces a été prise en compte. Les arbres
phylogéniques ont été réalisés a I'aide de ce méme logiciel en utilisant la méthode du
neighbor-joining avec un bootstrap de 500 réplications et la méthode Kimura-2 pour
la matrice de distance.

La présence d’acides aminés spécifiques a été recherchée sur la zone de
chevauchement ORF2/ORF3, dans les cadres de lecture ORF2 et ORF3. A l'aide du
logiciel VESPA HCV (https://hcv.lanl.gov/content/sequence/VESPA/vespa.html), une

séquence de synthése a été construite pour chaque type de prélevement. Ces
séquences ont été comparées entre elles afin de déterminer le pourcentage
d’homologie existant entre les séquences de VHE venant des différents types de

prélevement.

VIl.  Séquencage haut débit (Ultra Deep Sequencing,
UDS)

Ce séquencage sera réalisé avec la technique lllumina® MiSeq (lllumina®, San

Diego, Californie, Etats-Unis).

A. Echantillons analysés
Nous avons analysé les échantillons disponibles pour lesquels nous avions un
résultat en séquengage direct. A noter que pour le prélévement de dreissenes de
Petite-Rosselle, ainsi que pour un des prélevements de STEP pour lesquels nous
avions une bande sur le gel post-amplification et dont le séquengage direct ne
donnait pas du VHE, nous avons choisi de passer en UDS afin de détecter un

éventuel mélange de souches génant le séquencage direct.
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B. Préparation de la « librairie »
1. Accroche des TAG
La deuxiéeme PCR est réalisée avec des amorces TAGuées. Ceci a pour but
de rajouter des extensions aux amplicons d’ADN qui serviront d’adaptateurs. Les
séquences sont: 5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-[amorce
spécifique] en sens et SGTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-

[amorce spécifique] en antisens.

Une migration par électrophorése sur gel d’agarose est effectuée afin de

vérifier la présence et la taille des amplicons. Une purification est ensuite effectuée.

2. Dosage au Picogreen et dilution
Les produits de purification sont dosés a laide dun kit Picogreen
(ThermoFisher, lllkirch-Graffenstaden, France). Aprés préparation d’'une plaque,
celle-ci est lue grace a un lecteur Victor3 et au logiciel Wallac 1420 Workstation
(PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis). Le résultat de ce dosage
permet de calculer une dilution des échantillons a effectuer afin d’arriver a une
concentration comprise entre 1 et 2 ng/ul (ou inférieure a 1 ng/ul pour les

échantillons pour lesquels le dosage montre une telle concentration).

3. Indexage des fragments

Le séquencgage étant réalisé sur un mélange de tous les amplicons, il faut au
préalable « marquer » chaque amplicon. L'indexage consiste a ajouter un fragment
d’ADN a chaque extrémité de chaque amplicon. La séquence de ce fragment est
connue et est différente entre les extrémités 5 et 3° de chaque amplicon. Une
combinaison de fragments 5’ et 3’ particuliére est utilisée pour chaque échantillon
(Ilumina®, San Diego, Californie, Etats-Unis), ce qui fait que nous pourrons faire la
différence entre les amplicons de différents échantillons.

Les produits sont ensuite purifiés a l'aide d’'un systéme utilisant des billes
magneétiques, selon le protocole Nextera XT DNA Library Prep Kit d’lllumina

(Ilumina®, San Diego, Californie, Etats-Unis).
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4. Vérification des produits
Un nouveau dosage est réalisé a I'aide du kit Picogreen. Les produits passent
ensuite par une étape d’électrophorése capillaire (facultative), afin de vérifier la
longueur des fragments, a l'aide du systéme Agilent et de 'automate Agilent 2100

Bioanalyser (Santa Clara, Californie, Etats-Unis).

C. Création du mélange et séquengage

Tous les produits sont dilués dans du tampon Tris a pH 8,5, visant une
concentration finale de 1 nM. Un mélange est réalisé avec 5 ul de chaque
échantillon. Ce mélange subit ensuite une dénaturation par I'ajout de soude 0,2 N et
chauffage a 96°C pendant 2 minutes. Un refroidissement est ensuite effectué dans
de la glace. Un contréle interne (PhiX Control Kit v3) est ajouté au mélange dans les
mémes concentrations. La solution est ensuite diluée pour atteindre une
concentration de 4 pM puis chargée sur la puce de séquengage haut débit puis dans
le séquenceur MiSeq (lllumina®, San Diego, Etats-Unis). Une séquence de référence

est chargée dans le logiciel du séquenceur.

D. Analyse des séquences

Les séquences obtenues étaient d’abord analysées a laide du logiciel
Geneious (Biomatters LTD, Nouvelle-Zélande). Au cours de cette premiére étape, les
séquences aberrantes et de mauvaise longueur étaient éliminées. A I'aide du logiciel
Excel (Microsoft, Etats-Unis), les séquences identiques étaient ensuite regroupées,
ce groupe constituant un variant, et le nombre de séquences dans chaque variant
était compté de fagon a pouvoir calculer la proportion de chaque variant dans la
population totale.

Les variants représentant plus de 0,5% de la population totale ou les 5
variants les plus représentés ont été analysés de maniére plus poussée. Un
alignement était réalisé a I'aide du logiciel MEGAG6 avec une séquence de référence
de sous-génotype 3f (AB369687 [7]). Afin d’éviter des artefacts liés a la présence
d’ambiguités dans les amorces, seule la portion des séquences située entre les

amorces a été prise en compte.
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1. Distance génétique intra échantillon
La distance génétique moyenne entre séquences d’'un méme échantillon a été
calculée a l'aide du logiciel MEGAG. Cette distance est évaluée par le nhombre de
différences nucléotidiques entre variants d’'une méme quasi-espéce virale. Seules
500 séquences pouvaient étre gérées facilement par le logiciel MEGA : chaque
variant était représenté de facon proportionnelle dans ces 500 séquences. Cette

étude a été réalisée sur la zone de chevauchement ORF2/ORF3.

2. Répartition des variants au sein des échantillons
La proportion relative des variants a été comparée entre les différents
échantillons. Cela permet d’appréhender la présence d'un variant trés majoritaire ou
d’'une association de variants diversement représentés. Cette étude a été réalisée
sur la zone de chevauchement ORF2/ORF3.

3. Fréquence des différentes mutations et substitutions
Nous avons analysé les séquences nucléotidiques et les séquences en acides
aminés — dans chacun des deux cadres de lecture pour ce qui est de la zone de
chevauchement ORF2/ORF3. Pour chaque mutation en nucléotides et chaque
substitution en acides aminés, la fréquence dans la population totale de I'’échantillon

était calculée.

4. Analyse phylogénique
Des arbres phylogéniques ont été construits a I'aide du logiciel MEGA6 en
utilisant la matrice de distance Neighbour-joining et la technique des bootstraps
(n=500, modéle Kimura-2). Des séquences de référence de différents génotypes et

sous-génotypes ont été incluses dans ces arbres [7].

5. Prédiction de I'antigénicité et de I'hydrophobie
L’antigénicité et I'hydrophobie prédites des variants majoritaires était calculée
a l'aide du logiciel AnTheProt [261,262] et une comparaison était effectuée avec une
séquence de référence (AB369687, sous-génotype 3f [7]). Le logiciel AnTheProt
permet d’estimer I'antigénicité et I'hydrophobie d’un polypeptide. Pour estimer
I'antigénicité, il prend en compte pour chaque acide aminé I'accessibilité, la flexibilité

et '’hydrophobie dudit acide aminé, des trois acides aminés qui le précédent et des
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trois acides aminés qui le suivent. Un score est ensuite assigné a I'acide aminé et ce
processus est répété pour chaque acide aminé de la chaine. Dans notre étude, cette
analyse était utilisée pour donner une premiére idée de l'impact des modifications

d’acides aminés sur 'antigénicité des protéines.
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Reésultats — présentation
géneérale
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Au cours de cette étude, nous avons étudié la circulation du VHE dans
I'environnement dans le nord-est de la France. Nous avons, dans un premier temps,
déterminé la présence du VHE dans les différents échantillons et quantifié la charge
virale par des méthodes de biologie moléculaire. Par la suite, nous avons étudié les
séquences génétiques du VHE présent dans les différents prélevements en termes
de variabilité et de complexité ainsi que pour la recherche de signatures
moléculaires, pouvant étre corrélées au pouvoir pathogéne viral ou a un type de
prélevement donné. Enfin, nous avons effectué des prédictions antigéniques et
d’hydrophobie sur les séquences présentant des substitutions d’acides aminés
particuliéres par approche bio-informatique : I'hypothése de travail était que ces
substitutions pourraient modifier les propriétés d’adhésion du virus et d’interaction
avec son environnement proche, cellulaire chez les hotes infectés, vivant ou inerte

dans I'environnement extérieur.

|. Détermination de la charge virale en VHE

A. Rendement
Comme indiqué dans la partie « matériels et méthodes », l'analyse du
rendement du prétraitement était effectuée a l'aide de l'ajout de FCV a [létat
infectieux dans certains prélévements avant le prétraitement. La comparaison entre
la quantité de génome ajoutée dans I'échantillon avec celle effectivement retrouvée
aprés RT-gPCR dans I'échantillon aprés le prétraitement nous permet d’estimer le

rendement de I'étape de prétraitement.

Les données ont permis de calculer le rendement pour 3 préléevements
d’abattoir et 6 prélevements de STEP. Nous supposons que les rendements sont en
moyenne similaires pour les autres prélévements du méme type. La moyenne du
rendement se situait a 1% avec un écart type de 1,7 pour les prélévements d’abattoir
et a 0,9% avec un écart type de 2,2 pour les prélévements de STEP. Deux
prélevements d’abattoir présentaient un rendement inférieur a 1%, ce chiffre étant de

5 pour les préléevements de STEP.

La norme NF EN ISO 15216 considére qu’un rendement est acceptable et

donc que I'on peut travailler sur le prélévement a partir de 1% [81].
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B. Inhibition
Pour les échantillons humains, certains échantillons de selles présentaient
une inhibition en rt-qPCR temps réel diagnostique et ont été directement travaillés
dilués au 1/10¢; linhibition n’excédait alors pas 90%. Pour les autres échantillons
humains, l'inhibition ne dépassait pas 90% a I'exception du sérum de la patiente 11,

qui présentait une inhibition supérieure a 99% et a donc été quantifié dilué au 1/100¢.

En ce qui concerne les échantillons environnementaux, la norme (qui traite de
I'étude du virus de I'hépatite A et des norovirus dans I'environnement) précise qu’une
inhibition allant jusqu’a 75% est considérée comme acceptable ; les prélévements
présentant une inhibition supérieure a 75% doivent étre passés dilués au 1/10¢ voire
plus [81]. Pour les dreissénes, linhibition ne dépassait pas 65%. Pour les
prélévements de STEP, d’abattoir, de selles de cochon et de sanglier, l'inhibition

allait jusqu’a plus de 99% et certains extraits ont donc dd étre repassés dilués.

C. VHE
1. Echantillons humains
Nous avons travaillé sur 401 échantillons humains, dont 372 échantillons
sanguins et 29 de selles. Cela correspondait a 324 patients. Quarante-deux
échantillons sanguins (11%) et 14 de selles (48%) étaient positifs pour 'ARN du
VHE.

Nous avons étudié au cours de ce travail des échantillons de 19 patients
positifs. Les caractéristiques cliniques de ces patients sont résumées dans le tableau
17. Douze de ces 19 patients étaient des femmes, la moyenne d’age était de 54 ans,
et les patients avaient tous entre 31 et 86 ans. Trois patients présentaient une
hépatite sévére, avec un TP entre 47 et 49%. Neuf patients étaient
immunodéprimés : quatre étaient sous chimiothérapie anti-cancéreuse, deux avaient
une cirrhose et trois étaient transplantés d’organe solide. Quinze des 19 patients ont
présenté des signes cliniques (les quatre autres patients ont été diagnostiqués suite
a la mise en évidence d'une cytolyse hépatique biologique): asthénie, fievre,

douleurs abdominales, nausées, vomissements, ictére... Les trois patients souffrant
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d’hépatite sévere ont présenté des signes cliniques. La sérologie IgM a été réalisée
chez 18 de nos 19 patients ; elle était positive chez tous les patients a I'exception de
la patiente 15 (patiente immunodéprimée, traitée par chimiothérapie pour un
lymphome de haut grade) et de la patiente H5297 (patiente immunodéprimée suite a

une transplantation rénale).

Les charges virales de ces 19 patients étaient comprises entre 6,7 x 10° et 2,1
x 108 Ul/ml (moyenne : 1,6 x 107 Ul/ml) pour les échantillons sanguins et entre 2,1 x
10* et 7,7 x 107 Ul/ml (moyenne : 3,8 x 108 Ul/ml) dans les selles (figure 24).

2. Echantillons animaux
Nous avons travaillé sur 29 échantillons de selles de cochons de ferme. Tous

étaient négatifs.

Nous avons travaillé sur 23 échantillons de foie et 19 échantillons de selles
prélevés sur des sangliers dans notre région. Deux échantillons de foie (8,7%) et
I'échantillon de selles de I'un de ces deux sangliers (5,3%) étaient positifs. Ces deux
sangliers étaient issus de la méme battue. Les échantillons du chevreuil étaient

négatifs.

Les charges virales étaient de 7,5 x 10° et 1,0 x 107 Ul/g dans les
prélévements de foie et la charge virale du préléevement de selles était de 2,0 x 107
Ul/g (figure 24).

3. Prélevements d’eaux usées d’abattoir
Nous avons travaillé sur 30 prélevements d’eaux usées d’un abattoir porcin
dans les Vosges. Dix-huit étaient positifs (60%). Les charges virales étaient

comprises entre 1,3 x 10" et 6,4 x 103 Ul/ml (moyenne : 3,8 x 102 Ul/ml) (figure 24).

4. Prélévements d’eaux usées urbaines
Nous avons travaillé sur 30 préléevements d’eaux usées urbaines a l'entrée
d’'une STEP drainant le « grand Nancy ». Six prélévements étaient positifs (20%).
Les charges virales étaient comprises entre 2,7 x 10" et 1,4 x 10" Ul/ml (moyenne :
5,7 Ul/ml) (figure 24).
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5. Prélevements de dreissénes

Treize sites ont été échantillonnés sur la région. Les emplacements ont été
choisis selon une étude toxicologique effectuée par I'agence de l'eau, visant a
évaluer les dreissénes en tant que marqueurs de pollution chimique [263]. Une étude
réalisée par notre équipe a recherché la présence de phages (sans les typer) dans
ces prélevements de dreisseénes, afin d’appréhender la pollution fécale des sites
(figure 25). Nous avons également récupéré les données sur le type de milieu, et
donc le type de pollution. Sur les 13 sites échantillonnés, seul le site de Petite-
Rosselle était possiblement positif en VHE : nous avons obtenu un signal faiblement
positif en rt-qPCR en temps réel, une bande en rt-PCR point final mais le
séquencgage direct a échoué. Lors de la ré-amplification en vue du séquengage haut
débit, la rt-PCR a fonctionné une seule fois sur les deux tentatives. Nous avons
extrait les acides nucléiques d’un autre aliquot du méme broyat de dreissénes : la rt-
gPCR en temps réel et la rt-PCR en point final n'ont donné aucun signal; un
séquencgage direct tenté sur le produit de rt-PCR en point final n’a pas donné de

signal exploitable.
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Tableau 17 : Caractéristiques des patients

NA: non applicable, NR: non réalisé, N: normal, XN: X multiples de la limite supérieure de la normale, ALAT: alanine

aminotransférase, TP : taux de prothrombine, Ul : unités internationales.

P1 P2 P3 P4 P5 P6
Date de naissance 12/07/1943 16/05/1954 19/07/1983 07/05/1979 15/10/1935 29/08/1970
(ji/mm/aaaa)
Age lors du 71 61 32 34 80 46
prélévement
Sexe F M F F M M
Date du 02/06/2015 03/01/2016 (sang) 17/09/2015 27/02/2015 (sang)  02/03/2015 23/07/2016 (selles) 06/04/2017 (sang)
prélévement (sang) (sang) (selles)
(ji/mm/aaaa)
Sérologie VHE IgG Positive Positive Négative Positive NA NR NR
IigM Positive Positive Positive Positive NA Positive Positive
Concentration en 7,3x10° 3,5x10° 4,4x107 2,0x10° 7,7x107 1,3x107 3,1x10°
ARN (Ul/ml ou Ul/g)
ALAT 14N 15N 5,2N (74N 4 jours 61N 36N 4,05N 18N (107N plus tot)
plus tard)
TP (%) 100 63 49 91 94 73 100
Contexte Découverte d’une Cirrhose (hépatite  Traitée par Traitée par chimiothérapie pour un Ictére Découverte d’une
cytolyse hépatique C guérie) chimiothérapie cancer du sein Diarrhée cytolyse hépatique
biologique. Hépatite aigué pour un cancer Découverte d’une cytolyse Anorexie et perte de poids biologique Asthénie
Asthénie, du sein hépatique biologique (12kg en quelques mois)
symptémes Fievre, nausées, Fievre (39°C), asthénie, myalgies,  Apyrexie
digestifs myalgies diarrhée, vomissements, toux
Hépatite aigué,
avec TP abaissé
(49%)
Hépatite E Stabilisation Aigué Aigué Aigué Stabilisation clinique Stabilisation clinique
aigué/chronique clinique
Suivi Suivi pour une Suivi pour un Suivie pour un Suivie pour un cancer du sein Non suivi Non suivi

diabéte et une
cirrhose post
hépatite C

maladie de Crohn

cancer du sein
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Tableau 17 (suite) : Caractéristiques des patients. NA: non applicable, NR: non réalisé, N: normal, XN: X multiples de la

limite supérieure de la normale, ALAT: alanine aminotransférase, TP : taux de prothrombine, Ul : unités internationales.

P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13
Date de naissance 24/01/1951 17/07/1977 07/08/1967 21/04/1968 24/06/1931 08/04/1965 04/08/1972
(ji/mm/aaaa)
Age lors du 66 40 50 49 86 52 46
prélévement
Sexe M F F F F F M
Date du 28/06/2017 (sang) 04/07/2017 29/08/2017 20/02/2018 (sang) 25/03/2018 27/05/2018 11/12/2017 25/10/2018 22/10/2018
prélévement (selles) (sang) (sang) (sang) (sang) (sang) (selles)
(jj/mm/aaaa)
Sérologie VHE IgG NR NA NR NR NR NR NR NR NA
IgM Positive NA Positive Positive Positive Positive Positive NR NA
Concentration en 6,7x10° 2,1x10* 7,2x10° 3,3x10° 5,7x10° 1,2x108 9,9x10° 2,0x10° 5,6x108
ARN (Ul/ml ou Ul/g)
ALAT 51,5N 13,7N 7,6N 17,3N 63,7N 16,7N (42,4N 5 6,7N 67,5N 27,3N
jours plus tard)
TP (%) 47 63 95 48 89 58 (Apixaban) 94 100
Contexte Fiévre Syndrome grippal Traitée par Ictére, douleur Asthénie, ictére,  Transplantée de  Douleurs épigastriques, prurit,
Toux Anorexie Urines chimiothérapie pour  abdominale, urines foncées foie (maladie de ictere
Asthénie foncées un cancer gastrique  symptomes Anémie Rendu-Osler)
Découverte d’'une cirrhose (cause Fievre, douleur de digestifs, syndrome Découverte d’une
inconnue) avec ascite I'hypocondre droit, asthénie, inflammatoire cytolyse
Découverte d’une cytolyse hépatique Cytolyse hépatique urines hépatique
biologique Evolution vers une foncées biologique
encéphalopathie
hépatique
Hépatite E NA Aigué NA Stabilisation Stabilisation Aigué (Suivi en cours)
aigué/chronique clinique clinique
Suivi Décédé le 10/07/2017 dans un contexte  Suivie pour des Décédée le Non suivie Non suivie Suivie dans le Suivi pour hépatite E durant
d’insuffisance rénale aigué (cause tumeurs bénignes 24/02/2018, cadre de la plusieurs mois
indéterminée) du foie probablement a transplantation
cause de I'hépatite E hépatique
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Tableau 17 (suite) : Caractéristiques des patients. NA: non applicable, NR: non réalisé, N: normal, XN: X multiples de la limite

supérieure de la normale, ALAT: alanine aminotransférase, TP :

taux de prothrombine, Ul : unités internationales.

P14 P15 P16 H4785 H4661 H5297
Date de naissance 29/04/1955 18/07/1987 16/01/1947 Non renseigné Non renseigné Non renseigné
(ji/mm/aaaa)
Age lors du 63 31 71 66 31 44
prélévement
Sexe M F F M F F
Date du 22/11/2018 (sang) 10/12/2018 29/11/2018  28/12/2018 10/01/2019 05/05/2018 (sang) 27/07/2017 (sang) 07/06/2017 (sang)  26/04/2018 (sang)
prélévement (selles) (sang) (sang) (selles)
(ji/mm/aaaa)
Sérologie VHE NR NA NR NR NA NR NR NR NR
IgG
IigM Positive NA NR Négative NA Positive Positive Positive Négative
Concentration en 2,1x108 1,7x10° 4,6x107 9,8x10° 2,3x10% 1,7x10* NR NR NR
ARN (Ul/ml ou Ul/g)
ALAT 2,3N le NR 6,6N 49,7N 3,6N 4,7N 5,8N 43,8N N
26/11/2018
TP (%) 100 NR 100 100 NR 88 le 06/05/2018 100 100 100
Contexte Deux fois transplanté rénal Traitement par chimiothérapie pour Douleurs abdominales Hépatomégalie, Asthénie, ictére, Transplantée
(néphropathie diabétique et vasculaire) lymphome de haut grade Découverte cytolyse hépatique nausées, douleurs  rénale en 2013
Cirrhose de cause inconnue d’une cytolyse hépatique biologique abdominales, urines Présence d'une
(syndrome métabolique di a I'obésité Ictére, prurit foncées, cytolyse cytolyse hépatique
?) Découverte d’'une hépatique a la découverte
cytolyse hépatique biologique plusieurs
mois avant le diagnostic de VHE
Hépatite E Chronique Aigué mais traitement par ribavirine Stabilisation clinique Aigué Aigué Chronique
aigué/chronique ARN du VHE toujours positif dans le (nécessité de poursuite de la
sang en juin 2019 chimiothérapie dans les plus brefs délais)
Suivi Suivi pour cirrhose et hépatite E Suivie pour le lymphome Non suivi Suivi a Dijon Suivie a Dijon Suivie a Dijon
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Figure 25 : quantification des bactériophages dans les dreissénes, et représentation

du type de milieu dans lequel se situe le site

ll.  Répartition intra-échantillon

Le séquengage haut débit, en explorant de nombreux variants au sein de
chaque échantillon permet d’appréhender la répartition intra-échantillon des
différents variants, en plus de comparer les différentes quasi-espéces virales entre
différents échantillons. Cette analyse a été effectuée sur la zone de chevauchement
ORF2/ORF3.

A. Nombre d’échantillons analysés
En UDS, sur la zone de chevauchement ORF2/ORF3, nous avons pu obtenir
des résultats pour 25 préléevements de 19 patients (19 prélévements sanguins et 6
de selles), 3 prélevements d’animaux sauvages (le foie et la selle d’'un sanglier et le
foie d’'un autre sanglier de la méme battue), 6 prélevements d’eaux usées d’abattoir

porcin, 2 prélevements d’entrée de station d’épuration, soit 36 prélévements en tout.
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B. Nombre de reads

Nous avons obtenu un nombre variable de reads dans les différents
échantillons analysés par UDS. Pour les préléevements de patients, le nombre moyen
de reads était de 13530 pour les échantillons sanguins et 19798 pour les selles. Pour
les préléevements d’animaux, la moyenne était de 13433 reads. Pour les
prélevements d’abattoir, la moyenne était de 20897 reads. Les prélévements de
STEP comportaient 11402 reads en moyenne. Ces résultats étaient satisfaisants,
dans la mesure ou ces nombres de reads nous permettaient d’obtenir un nombre

important d’informations.

C. Distances génétiques intra-échantillon

Pour les patients, ces distances évaluées par le nombre de différences
nucléotidiques entre variants d'une méme quasi-espéce virale et mesurées par le
logiciel MEGABG, étaient comprises entre 0,003 et 0,032 sauf pour une patiente de
Dijon pour laquelle la distance était plus importante, a 0,063 (il s’agit d’'une patiente
infectée chroniquement par le VHE). Pour les animaux, les distances étaient
comprises entre 0,002 et 0,009. Pour les prélevements d’abattoir, les distances
étaient comprises entre 0,002 et 0,019. Pour les prélevements de STEP, les
distances étaient de 0,057 et 0,084, soit des distances plus importantes que dans les

autres types de prélevements.

D. Répartition des variants viraux du VHE au sein des échantillons

Les résultats de cette analyse sont représentés sur les figures 26 et 27. La
majorité des prélevements humains et animaux présentent un variant trés majoritaire
représentant au moins 75% de la quasi-espéce et des variants minoritaires. Pour les
prélevements des patientes 4 et 8, le deuxiéme variant est relativement important et
représente jusqu’a 30% de la quasi-espéce. Pour le patient 14, le variant majoritaire
ne représente que 68% de la quasi-espéce et les premiers variants minoritaires
représentent chacun plus de 1% de la quasi-espéce. Deux prélevements issus de
patients de Dijon présentent un profil particulier : la patiente H4661 présente deux
variants majoritaires (a noter que cette répartition est retrouvée en nucléotides et en
acides aminés dans le cadre de lecture ORF3, mais pas dans le cadre de lecture
ORF2 (figure 28)) tandis que la patiente H5297 présente une coexistence de

nombreux variants (il est a noter que cette patiente est infectée chroniquement par le
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Figure 26 : Représentation de la proportion des différents variants au sein de
chaque préléevement en acides aminés dans le cadre ORF3
Chaque couleur ou motif coloré représente une séquence particuliére, sauf le gris qui
représente des séquences uniques ou trés minoritaires. Les nombres correspondent
au nombre de reads du préléevement. ABAT : prélevement d’eaux usées d’abattoir,
F7 : foie du sanglier 7, S7 : selles du sanglier 7, F14 : foie du sanglier 14, STEP :
prélevement d’eaux usées urbaines, P1 a P16 et H4785, H4661 et H5297 : patients.
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Figure 27 : Représentation de la proportion des différents variants au sein de
chaque préléevement en acides aminés dans le cadre ORF2
Chaque couleur ou motif coloré représente une séquence particuliére, sauf le gris qui
représente des séquences uniques ou trés minoritaires. Les nombres correspondent
au nombre de reads du préléevement. ABAT : prélevement d’eaux usées d’abattoir,
F7 : foie du sanglier 7, S7 : selles du sanglier 7, F14 : foie du sanglier 14, STEP :
prélevement d’eaux usées urbaines, P1 a P16 et H4785, H4661 et H5297 : patients.
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Variant1 G G C T C G T C C C
Variant2 G G C C C G C C C C
AA 93 ORF3 AA 94 ORF3
CUC->L GUC >V
CCC—>P GCC > A
275 276 277 278 279 280 281 282 283 284

Variantl G G C T C G T C C C
Variant2 G G C C C G C C C C

L

AA 80 ORF2 AA 81 ORF2
GCU 2> A CGU - R
GCC—> A CGC >R

Figure 28 : Présence de deux variants majoritaires en nucléotides et en acides
aminés dans le cadre ORF3 mais pas dans le cadre ORF2 chez la patiente H4661

Les nucléotides sont numérotés a partir du début dORF3.

lll. Séquencage — étude du domaine M d’ORF2 du VHE

A. Echantillons séquencés
Pour le séquengage du domaine M d’ORF2, nous avons pu séquencer 6
prélevements : 5 prélevements humains (4 sanguins et un fécal) et un prélevement

hépatique de sanglier.

B. Etude des variants du VHE obtenus en séquengage haut débit
Dans chaque prélévement, le variant majoritaire était identique a la séquence
de référence et représentait au minimum 64% de la quasi-espéce. Les séquences

des principaux variants sont représentées sur la figure 29.
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Figure 29 : Séquences obtenues en séquengage haut débit sur la région ORF2 M en
acides aminés
Le pourcentage de représentation du variant majoritaire dans la quasi-espéce est
indiqué pour chaque prélevement. V : Valine, A : Alanine, K : Lysine, E : Acide

glutamique, D : Acide aspartique, G : Glycine.

Dans les variants minoritaires, plusieurs substitutions d’acides aminés peuvent
étre observées. Dans des variants minoritaires des prélévements des patients 2, 3 et
4, en position 442, I'acide aspartique est remplacé par une glycine (figure 29). Dans
un variant minoritaire du sang de la patiente 4, la lysine en position 411 est
remplacée par un acide glutamique. Dans un autre variant du méme prélévement, en

position 402, la valine est remplacée par une alanine.

C. Antigénicité et hydrophobie prédites par bio-informatique
Des prédictions antigéniques ont été réalisées a l'aide du logiciel AnTheProt
(figure 30). D’aprés les calculs de ce logiciel, la substitution D442G entraine une
baisse de l'antigénicité de 29%, la substitution K411E entraine une baisse de
lantigénicité de 17% et la substitution V402 entraine une augmentation de

I'antigénicité de 21%.
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Figure 30 : Représentation de I'antigénicité et de I’hydrophobie prédites de
substitutions d’acides aminés dans le domaine M d’'ORF2
Le tracé bleu représente la séquence AB369687 ; le tracé noir représente les
séquences avec les substitutions D442G (haut), K411E (milieu) et V402A (bas). Les
numeéros des acides aminés sont indiqués. Les acides aminés en rouge

correspondent aux substitutions.
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V. Seéquencage — étude de la zone de chevauchement
ORF2/ORF3

A. Echantillons séquencés
En utilisant le systtme d’amorces décrit par Inoue [259], nous avons pu
séquencer 36 prélévements : 25 prélévements humains (19 sanguins et 6 fécaux), 3
prélevements de sangliers (2 hépatiques et un fécal), 6 préléevements d’eaux usées

d’abattoir, 2 prélevements de STEP.

B. Génotype
Une analyse phylogénique a été réalisée en utilisant des séquences de
référence des génotypes 1 a 4 d’aprés I'étude de I'équipe de Smith [7], et se basant
sur les séquences nucléotidiques. Elle montre que les séquences issues des
prélevements de notre étude sont rattachées aux séquences de référence de

geénotype 3 (figure 31).
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C. Recherche de « signatures » en acides aminés
La comparaison des séquences — obtenues par séquengage direct — en
acides aminés dans les deux cadres de lecture, ORF2 et ORF3, a permis de noter la
présence d’acides aminés retrouvés de maniére plus fréquente dans certains types
de prélévements par rapport a certains autres et pouvant ainsi étre rattachés a un
type de prélevement plutét qu’a un autre. Ceci est représenté sur les figures 32 et
33. Nous n’avons pas pu obtenir de séquence par séquengage direct pour le patient

16 (nous n’avons donc pu obtenir de séquence que pour 24 prélévements humains).

Sur le cadre de lecture ORF3 (figure 32), a la position 81, une cystéine est
présente dans les prélévements de sangliers, ainsi que dans 25% des variants d’un
des prélevements de STEP et pas dans les autres séquences maijoritaires : 12 des
24 prélevements humains présentent une arginine et les 12 autres une histidine et
tous les prélevements d’origine porcine présentent une arginine. Un des patients
humains (P14) (sang et selles) présentait une séquence proche de celles d’isolats de
VHE provenant de lapins. Nous avons pu, avec les prélévements de ce patient ainsi
que des séquences de référence de lapins, identifier une probable combinaison de
« signatures » : sur le cadre ORF3, il s’agit de la présence d’une proline en position
87, d’'une asparagine en position 88, d’'une proline en position 89 et d’'une glycine en
position 90 ; cette signature est en général associée a une leucine en position 77,

une histidine en position 81 et une isoleucine en position 82 (figure 32).
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Figure 32 : Séquences en acides aminés de la zone de chevauchement

ORF2/ORF3, cadre de lecture ORF3 du VHE

Analyse par le logiciel MEGA 6. R : Arginine, H : Histidine, C : Cystéine, P :

Proline, N : Asparagine, G : Glycine, L : Leucine et | : Isoleucine.
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Dans le cadre de lecture ORF2 (figure 33), la position 68 correspond a la
position 81 dans le cadre de lecture ORF3. En position 68, 14 des 24 prélévements
humains présentent une proline, les prélévements de sanglier présentent une leucine
et les préléevements d’origine porcine présentent tous une sérine. Nous retrouvons
également une probable combinaison de « signatures » de virus provenant de
lapins : il s’agit de la présence, d’'une phénylalanine en position 56, d’un acide
aspartique en position 67, d’'une histidine en position 69, d’'une sérine en position 72

et d’'une lysine en position 75 (figure 33).
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Figure 33 : Séquences en acides aminés de la zone de chevauchement
ORF2/ORF3, cadre de lecture ORF2 du VHE

Analyse par le logiciel MEGA. | : Isoleucine, F : Phénylalanine, P : Proline, S : Sérine

et L : Leucine, D : Acide aspartique, H : Histidine et K : Lysine.
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D. Homologies entre types de prélevements
D’aprés les séquences obtenues par séquengage direct, une séquence de
synthéese a été déterminée pour chaque type de prélévement en acides aminés dans
les deux cadres de lecture, a l'aide du logiciel VESPA HCV. Les résultats sont

représentés sur les figures 34 et 35.

1. Synthese humains ER'F EREN-BEREYERRELEL~LBDEND DB
2. Synthese animaux El r ERERERN ErENBE L E. -~ DEER L
3. Synthese abattoirs version 1 [ll]' F ' HEEE BBV E-HNBELE. ~ . BERE - L
4. synthese abattoirsversion2  [{l|' F ' BEINEEEN E-rHERELE. ~ .BEHR - L
5. P14 sang El - ENENEN N .0E HE_ ENNNEEEN-N.

Figure 34 : Etude de 'homologie entre les séquences de VHE sur les différents
types de prélevement. L’étude est ici présentée sur la séquence en acides aminés
dans le cadre de lecture ORF3.

Les séquences sont représentées en haut, les pourcentages d’homologie sont
représentés en bas. Le patient 14 a été mis a part. A noter qu'’il y a deux possibilités

pour la séquence de synthése des abattoirs : les deux sont représentées.
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Figure 35 : Etude de 'homologie entre les séquences de VHE sur les différents
types de prélevement. L’étude est ici présentée sur la séquence en acides aminés
dans le cadre de lecture ORF2.
Les séquences sont représentées en haut, les pourcentages d’homologie sont

représentés en bas. Le patient 14 a été mis a part.

E. Antigénicité et hydrophobie prédites par bio-informatique
Nous avons réalisé des profils avec le logiciel AnTheProt. Les profils des
principales substitutions d’acides aminés sont représentés dans les figures 36, 37,
38 et 39.
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Sur le cadre de lecture ORF3, la substitution H81C, en association avec les
substitutions T78M et Y80F, entraine une baisse d’antigénicité prédite, avec abolition
d'un pic (figure 36) ; cette association de substitutions est présente dans plus de
85% des reads des prélévements de sangliers, 12% de ceux du prélevement de
selles de la patiente 4 et 25% de ceux d'un des préléevements de STEP. La
substitution S75L, présente dans plus de 75% des reads de 12 prélevements
humains et de trois prélevements d’abattoir et dans 70% et 94% des reads des
prélevements de STEP, entraine également une baisse d’antigénicité prédite (figure
36).

Sur le cadre ORF2, la substitution S68L, en association avec la substitution
P70S, entraine le décalage d’un pic d’antigénicité prédite vers I'extrémité N-terminale
(figure 37). Cette association est présente a la méme fréquence que les substitutions
T78M, Y80F et H81C sur le cadre ORF3. La patiente 8 présente, sur un variant
représenté a 29,5%, une substitution P76L : cette substitution entraine une

diminution d’antigénicité prédite (figure 37).
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Figure 36 : Profils d’antigénicité et d’hydrophobie prédites par le logiciel AnTheProt
dans le cadre de lecture ORF3
Le tracé bleu représente la séquence AB369687 ; le tracé noir représente les
séquences avec les substitutions T78M, Y80F et H81C (haut) et S75L (bas). Les
numeéros des acides aminés sont indiqués. Les acides aminés en rouge

correspondent aux substitutions.
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Figure 37 : Profils d’antigénicité et d’hydrophobie prédites par le logiciel AnTheProt
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Figure 38 : Profils d’antigénicité et d’hydrophobie prédites par le logiciel AnTheProt

Le tracé bleu représente la séquence AB369687

séquence du patient. Les numéros des acides aminés sont indiqués. Les acides

pour le patient 14 dans le cadre de lecture ORF3

aminés en rouge correspondent aux substitutions.
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Figure 39 : Profils d’antigénicité et d’hydrophobie prédites par le logiciel AnTheProt

Le tracé bleu représente la séquence AB369687

pour le patient 14 dans le cadre de lecture ORF2

; le tracé noir représente la

séquence du patient. Les numéros des acides aminés sont indiqués. Les acides

aminés en rouge correspondent aux substitutions.
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Objectifs

Le virus de I'hépatite E est un virus entrainant des hépatites pouvant étre
séveres. Les génotypes 1 et 2 sont strictement humains et sont transmis par I'eau
dans les pays en développement. Les génotypes 3 et 4 infectent 'THomme mais aussi
certains animaux (porcs, sangliers, cerfs) ; ils sont transmis a ’'Homme par ingestion
de viande danimaux infectés dans les pays industrialisés. Cependant, la
transmission de ces deux derniers génotypes comporte encore des zones d’'ombre :
y a-t-il un réle de I'environnement hydrique dans la transmission du VHE de

génotype 3 dans les pays industrialisés ?

Les protéines ORF2 et ORF3, présentes a la surface du virus et jouant un réle
dans son cycle réplicatif sont importantes concernant la circulation du virus
puisqu’elles vont avoir un impact sur les interactions entre le virus et son
environnement. Ces protéines présentent une variabilité pouvant impacter ces

interactions.

Notre objectif dans cette étude était d’étudier la circulation du VHE entre
humains, animaux et environnement dans le Nord-Est de la France (modéle de pays
industrialisé) et de rechercher des caractéristiques moléculaires particulieres dans

les génes ORF2 et ORF3 pouvant avoir un impact sur la circulation du VHE.
Résultats principaux

Nous avons retrouvé des échantillons positifs pour le génome du VHE chez
des patients (9,1% des échantillons sanguins et 23,1% des échantillons de selles),
chez des sangliers (10% des échantillons de foie et 5,3% des échantillons de selles)
et dans des prélevements environnementaux (25% des échantillons de STEP et 75%
des échantillons de I'abattoir). Les charges virales étaient de I'ordre de 7 log1o Ul/g
dans les prélevements de foie de sanglier ainsi que dans les prélevements de selles
animales et humaines. Les charges virales dans les prélévements sanguins humains
étaient de 'ordre de 5 — 6 log1o Ul/ml. Dans les prélévements hydriques, elles étaient

de l'ordre de 1 a 2 log1o Ul/ml.

Une analyse de séquengage direct sur la zone de chevauchement

ORF2/ORF3, concernant dix préléevements humains, trois prélévements d’eaux
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usées de I'abattoir et trois prélevements de sangliers a mis en évidence que tous les
prélevements comportaient un VHE de génotype 3. La substitution H81C a été mise

en évidence sur le cadre ORF3 dans tous les prélévements de sangliers.

Le séquengage haut débit a été réalisé sur le domaine M d’ORF2 sur cinq
prélevements humains et un prélevement de sanglier. A I'échelle nucléotidique, la
fréquence de mutation moyenne était de 0,012, tandis que I'entropie, prenant en
compte le nombre d’haplotypes, était de 0,9 (I'échelle va de 0 a 1; 0 : toutes les
séquences sont identiques ; 1 : chaque séquence comparée est différente des autres
[264]) : la quasi-espece présentait donc une complexité élevée mais un taux de
mutations relativement bas. En acides aminés, cependant, chaque échantillon
présentait un variant majoritaire identique a la séquence de référence. Nous avions
donc principalement des mutations silencieuses et donc une pression de type
conservative. La substitution D442G, présente dans le deuxiéme variant de deux
patients (trois si I'on considere un seuil de 0,5%), entraine une modification de

'antigénicité prédite.
Conclusion

Cette étude a montré, pour la premiére fois dans le nord-est de la France, la
présence du VHE dans des prélévements issus de l'environnement. Tous nos
prélevements présentaient un VHE de génotype 3, qui est le génotype le plus

fréquent dans les pays industrialisés et en France.

Un des prélévements de I'abattoir comportait une charge virale de 6,4 x 10°
Ul/ml. Les abattoirs constituent donc une source importante de contamination de

'environnement par le VHE.

La substitution H81C identifiée dans les prélevements de sangliers pourrait
constituer une signature moléculaire particuliere, méme si sa spécificité n’est pas de
100%. Cette substitution pourrait avoir un impact sur I'antigénicité et la conformation

de la protéine ORF3 et favoriser le tropisme viral vis-a-vis du sanglier.

La substitution D442G située dans le domaine M d’'ORF2 entraine une
diminution de [l'antigénicité prédite, qui pourrait avoir un impact en termes

d’échappement immunitaire.
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D’autres préléevements ont, par la suite, été ajoutés a la collection et du
séquengage haut débit a pu étre réalisé sur la zone de chevauchement ORF2/ORF3,

apportant des données complémentaires exposées plus haut.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background and objectives: Hepatitis E virus (HEV) is emerging but its circulation between humans and the
Hepatitis E virus environment remains misunderstood. HEV ORF2 gene encodes the capsid playing a key role in viral interactions
Variability with surfaces, ORF3 products are involved in the viral cycle. Our aim was to study the molecular characteristics
Transmission

of ORF2 and ORF3 which could favor HEV fitness in patients and the environment.

Study design: Samples from 69 patients with hepatitis (blood/stools), 20 urban wastewaters, 20 effluents of a pig
slaughterhouse, 22 farm pigs (stools), 20 wild boars (liver/stools) were collected in North-Eastern France. HEV
strains were analyzed by direct sequencing within the ORF2M region, of ORF2/0RF3, for phylogeny and
physicochemical prediction and for ORF2 by ultra-deep sequencing.

Results: The results showed frequent HEV-positive samples: 9.1% of the patient bloods, 23.1% of their stools;
25.0% of wastewaters, 75.0% for the slaughterhouse, 10.0% of the boar livers, 5.3% of their stools. The strains
were classified as HEV genotype 3. In ORF2, HEV highlighted one homogeneous major viral variant within
quasispecies and a decrease in predicted antigenicity for two minor mutations (D442G, V402A). A cysteine
signature at position 81 in ORF3 was observed in the boars.

Conclusions: HEV RNA genotype 3 was detected in patients and in animals, in a slaughterhouse effluent and in
wastewater. Moreover, the low variability of amino acids in the ORF2 M region and molecular features in ORF2
and ORF3 suggested that HEV strains could be advantageous for key properties.

Ultra-deep sequencing

1. Introduction and ORF3 a small phosphoprotein. The HEV capsid plays a key role in

the viral entry into hepatocytes, in the host-related immune response

Hepatitis E virus (HEV) is suspected to be a food- and water-
transmitted virus with a zoonotic cycle especially for HEV genotype 3
(HEV3) [1]. HEV1 and HEV2 are restricted to humans and transmitted
through contaminated water in developing countries. HEV3 and HEV4
genotypes can infect humans, pigs and other mammals [2,3]. HEV5 and
HEV6 were detected in wild boars in Japan and HEV7 in camels [4,5].
However, HEV circulation between human beings, animals and the
environment remains misunderstood and has been investigated for the
present study in North Eastern France where quite a high HEV pre-
valence in humans was observed [6].

HEV is a non-enveloped RNA virus and a member of Hepeviridae
family [7]. The HEV genome contains three open reading frames
(ORFs): ORF1 encodes nonstructural proteins, ORF2 the capsid protein

[8-10]. ORF3 has been reported to play a key role in viral cycle [11].
Genetic variation of ORF2 and ORF3 products may also, therefore, be
an important factor for environmental transmission.

2. Objectives

Our aim was to explore a possible circulation of HEV between pa-
tients, animals and the environment and to investigate molecular fea-
tures of HEV in the ORF2 and ORF3 genes, which could benefit the
virus in both pathogenicity and transmission. We observed a HEV cir-
culation in North-Eastern France, a tendency to molecular conservation
of amino acid residues in ORF2 and an amino acid signature in ORF3,
only found in HEV strains from wild boars.

* Corresponding author at: Laboratoire de Virologie, CHRU de Nancy Brabois, Rue du Morvan, 54511 VANDOEUVRE LES NANCY, France.

E-mail address: e.schvoerer@chru-nancy.fr (E. Schvoerer).
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Table 1
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Genome copies of HEV in stool, sera and liver from humans and animals, in slaughterhouse effluent and urban wastewater. * Concentrations are expressed in IU/g or

1U/mL. ® NA: Not Applicable.

Sample Source Number of positive sample/Total number of samples Concentration range® Average
Patients Blood 8/88 1.4 X 10°-4.4 x 107 5.7 x 10°
Stool 3/13 2.1 x 10* — 7.7 x 107 3.0 x 107
Urban Wastewater 5/20 2.7 x107! = 1.4 x 10" 6.6
Slaughterhouse Effluent 15/20 1.3x 107! - 6.4 x 10° 5.3 x 10?
Wild boar Liver 2/20 7.5 X 10°- 1.0 x 107 9.0 x 10°
Stool 1/19 2.0 x 107 NAP
Farm pig Stool 0/22 NA P NA®

3. Study design

The samplings were performed in North-Eastern France, in 2016
and 2017. Blood samples (n = 88) and stool samples (n = 13) were
drawn from patients followed in the University Hospital of Nancy. The
patients’ non opposition was obtained, as approved by the “Comité de
Protection des Personnes — CPP de Lorraine” (DC-2016-2790), in ac-
cordance with international guidelines (Helsinki). Urban wastewater
was collected from an urban area of 260,000 inhabitants (n = 20) and
effluents from of a pig slaughterhouse (n = 20). Samples were also
collected from three farm pigs (n = 22 stool samples) and wild boars
(n = 20 liver samples, 19 stool samples). The age of the animals ranged
from two to 12 months old.

The samples taken in 2017 (urban wastewater: n =11, 1L;
slaughterhouse: n = 9, 1L for eight and 500 mL for one) underwent a
first concentration step through use of glass powder (20 g) (Grosseron,
Couéron, France). The samples taken in 2016 (urban wastewater:
n = 9, 150 mL; slaughterhouse: n = 11, 60 mL) and the products of the
first concentration were concentrated in a Centricon” Plus-70 cen-
trifugal filter device (Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, United
States). Viral genome was recovered using lysis buffer (5mL) from
NucliSens magnetic extraction reagents (bioMérieux, Marcy I’Etoile,
France). For water samples, RNA was extracted using Nuclisens mag-
netic extraction reagents on Nuclisens MiniMAG. HEV extraction from
stool, serum and liver samples was achieved with the QIAamp Viral
Mini Kit from Qiagen (Valencia, Californie) with the Viral RNA Mini
Spin protocol. We applied HEV RT-qPCR (ORF3; SuperScript™ III One-
Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase, Invitrogen,
Carlsbad, California) [12].

HEV RNA was amplified in a part of the ORF2 M region (capsid) by a
nested PCR with combinations of primers [13,9] (Titan one tube RT-
PCR kit —Sigma-Aldrich, Phusion master mix —Fisher Scientific, St
Quentin Fallavier and Illkirch, France, respectively). This PCR system
generates a 216-nucleotide long fragment, starting at nucleotide 1152
of ORF2 gene. For the ORF2/0ORF3 overlap region, four primers were
used [14] (Access RT-PCR, Promega France, Charbonniéres-les-Bains,
France) and the Phusion master mix, to amplify a 137 bp fragment
beginning at nucleotide 174 of ORF3. Amplicons were submitted to
direct sequencing using the BigDye Terminator v1.1 kit (Applied Bio-
systems, Foster City, CA) and an automated Sanger method DNA se-
quencer (ABI PRISM 3100, Applied Biosystems). For the investigation
on viral quasispecies by ultra-deep sequencing (UDS), amplicons of the
ORF2 nested PCR were used with MiSeq Reagent Nano kit V2 (Illumina,
Paris France); each DNA fragment was sequenced onto MiSeq Equip-
ment (Illumina). Sequence editing and analysis were performed with
Geneious software (www.geneious.com) with a HEV reference se-
quence (AB369687_3f from GenBank).
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HEV strains were studied by phylogeny with the MEGA6 software,
in comparison with reference sequences [15]. The selection pressure
was analyzed with MEGA®6 software (Nei-Gojobori method with Jukes-
Cantor correction), using Z-test [16]. The prediction of the antigenicity
of aa sequences in the HEV capsid was performed with the AnTheProt
software (ANTHEPROT 6.7.0; http://antheprot-pbil.ibcp.fr; IBMC
Lyon) [17]; [18].

To evaluate the viral quasispecies features on the HEV ORF2 seg-
ment, the Mutation frequency (Mf) was obtained as the ratio of the
number of observed mutations relative to the master sequence divided
by the total number of nucleotides sequenced [19]. The genetic com-
plexity which was determined by the Shannon entropy (Sn) of the nu-
cleic acid sequences:

Sn = —Zi(pi Inpi)
In(h)

where pi is the frequency of the haplotype within the viral population.
The result was normalized by the total number of haplotypes (h), the Sn
varying from O (no complexity) to 1 (maximum complexity).

The statistical analyses were performed on the https://marne.u707.
jussieu.fr/biostatgv/?module = tests/student site; the Student test was
used in order to compare the viral loads between urban wastewaster
samples and slaughterhouse effluent samples with p < 0.05 considered
as significant.

4. Results

Among the 202 samples, for patients suffering from hepatitis, 9.1%
blood samples and 23.1% stool samples were positive (Tables 1 and 2).
For the HEV-infected patients, some developed an acute hepatitis
(n = 4), while the information was not available for 3 patients (and the
last one deceased shortly after the HEV diagnosis).

Moreover, 25.0% of urban wastewater and 75.0% of slaughterhouse
effluents were also positive. No HEV-positive stool sample was found in
pigs while 10.0% liver samples and 5.3% stool samples were positive in
the wild boars.

The quantifications of HEV RNA were reported in Fig. 1 and Table 1.
For the slaughterhouse samples, the concentrations were variable and
could reach 6.4 x 10° IU/mL. In the urban wastewater samples, the
concentrations reached 1.4 x 10! IU/mL. In the human and wild boar
samples, the concentrations were comprised between 1.4 x 10° and
4.4 x 107 IU/mL (blood samples) and 2.1 x 10* and 7.7 x 10”7 IU/g
(stool and liver samples). Statistical analyses have been conducted
comparing the viral loads between urban wastewaster samples and
slaughterhouse effluent samples: no significant result was observed.

The HEV ORF2 direct sequencing data were collected for five pa-
tients, with UDS for four of them and from one boar liver sample. The
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* WWTP
Slaughterhouse

A Patients' sera
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@ Wild boar liver
Wild boar stool

Fig. 1. Genome copies of HEV in samples coming from humans and animals as well as in slaughterhouse effluent and raw urban wastewater.

WWTP: Urban wastewater; IU: International Unit

ORF2/0RF3 overlap direct sequencing data were available for eight
patients (blood and/or stool), three slaughterhouse samples and two
wild boars (liver + stool).

A phylogenic tree (see Fig. 2) was built with the ORF2/ORF3
overlap, allowing us to classify all the seventeen strains as HEV geno-
type 3, including one of the HEV strains which had been detected in
wastewater. The subtype could be approached by Blast (not shown) in
four of our patients: three HEV-3f subtypes and one HEV-3c subtype. P1
and P4 cluster together with 100% homology, the animal samples all
cluster together with 100% homology. For ORF3 amino acid sequences
(Table 3), in position 81, the wild boar samples harbored a cysteine
whereas no other sample had this residue at this position.

UDS analyses generated between 36,765 to 64,770 reads per sample
for the HEV ORF2 segment with an average of 49,844 reads/sample (Q
score at a mean percent Q30 of 88.5%). Concerning the HEV quasis-
pecies analyzed at the nucleic acid level, a mean mutation frequency
was at 0.012, while the entropy taking into account the number of
haplotypes was observed at 0.9. Thus, the HEV quasispecies were rather
complex but the mutations were at quite a moderate frequency. Among
the mutations of nucleic acids (na) from the most frequent sequences
obtained by UDS, those which had an impact on the amino acid (aa)
residues (that is, between amino acids 385 and 455 within ORF2M
domain) were rare and have been highlighted in Fig. 3. The Z test of
selection showed a purifying pressure (or conservative selection) on all
the quasispecies (p < 0.05).

For aa residues, when comparing sera and stool samples (P1; P2; P3;
P4 blood — P4 stool), we observed a highly conserved amino acid se-
quence which was analyzed for the HEV master strain of each quasis-
pecies at 85.0%, 92.6%, 91.1%, 86.4% and 89.6%, respectively. The
sequence from the boar liver was identical and represented 95.5% of
the corresponding quasispecies. In the blood samples, minor amino acid
sequences could be found above 1%, which was not the case in the
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human stool and wild boar samples (see Fig. 3). The mutations D442G
(found for P2 and P3) and V402A (P4) led to a decrease in the predicted
antigenicity, 31.3% and 25.0% respectively (see Fig. 4).

5. Discussion

This study allowed us to highlight HEV by RT-qPCR in human
samples of patients suffering from hepatic cytolysis and in environ-
mental samples collected at the entrance of an urban wastewater
treatment plant as well as in the effluent of a pig slaughterhouse and in
wild boars. To our knowledge, HEV had never been reported before in
environmental samples in North Eastern France despite a high ser-
ological prevalence in the population of the region compared to the rest
of the country [6].

According to the sequencing results from HEV detected in the pre-
sent study, phylogenetic analyses showed that all the strains were
classified as HEV3. As mentioned above, HEV3 strains were more often
observed in France, as well as in neighboring European countries. For
three patients, the subtype was HEV-3f and for another one, it was HEV-
3c. In the literature, HEV strains identified in France belonged to HEV-
3c subtype, which is prevalent in pigs and wild boars [20] and 3i. HEV3
was found in inner organs and muscles from wild boars and deers in
Germany [2] while in South Central Italy, wild boar HEV strains be-
longed to the HEV-3c subtype [21]. Besides, we found HEV con-
centrations up to 6.4 x 10°> IU/mL in the slaughterhouse: it could
therefore be an important source of HEV pollution in the environment.

HEV1 is known to be transmitted through water [3], whereas HEV3
is mainly considered foodborne. However, as observed in our study,
HEV3 has already been found in wastewater samples in France [22,23],
but also in Spain [22,24], Italy [25,26], the United Kingdom [27],
Portugal [28], which could be in favor of a possible waterborne
transmission of HEV3.
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Fig. 2. Phylogenic tree with sequences of the direct sequencing of the ORF2/ORF3 overlap. The neighbor-joining method was used with a phylogeny test with a 500
bootstrap replication and Kimura 2- parameter method for distance matrix. Reference sequences of genotypes 1, 2, 3 and 4 from Smith [15] have been used. SH:
slaughterhouse sample. WWTP: wastewater treatment plant sample. All our samples cluster with genotype 3. P1 and P4 cluster together with 100% homology, the
animal samples all cluster together with 100% homology. (All the sequences are available on request).
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Table 3
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mutations in nucleotides and corresponding amino acid substitutions compared with the ORF3 reference sequence (genotype 3f AB369687). nt:
nucleotide; aa: amino acid; An liv: liver of the wild boar; An sto: stool of the wild boar; SH: slaughterhouse. At the amino acid level, humans share
80.6% homology with animals and 93.5% with slaughterhouse samples; animal and slaughterhouse samples share 87.1% homology. In position 81,
all the animal samples harbored a cysteine, whereas no other sample had this amino acid in this position: it could constitute a special molecular
pattern for animal HEV samples. In position 75, most of the human and all the slaughterhouse samples harbored a leucine, whereas none of the

animal samples harbored that amino acid.
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Between amino acids 385 and 455 within ORF2 M domain, which
plays a role in host-related response, even though variable nucleic acid
sequences were detected with a rather complex distribution of the viral
variants within the HEV quasispecies, highly conserved amino acids
were observed. These data allowed us to assume that homogeneous
HEV strains could gain structurally and biologically advantageous
properties of the capsid in a key functional domain. It has the potential
to be more pathogenic and/or more transmissible and, as a con-
sequence, might emerge in the human populations and in the en-
vironment, such as observed in a study by Aprea et al. in Italy [21].
Ultimately, only two minor mutations, D442G for two patients and
V402A for one patient modified the predicted antigenicity of HEV
capsid. These modulations could favor HEV evasion from the immune
response as it was observed for other viruses, both with bio-informatics
predictions and in vitro functional assays [29]. The mutations V402A
and D442G were located within or very next to the HEV-ORF24¢3 443
region which is known to play a role as linear epitopes in the M domain
of HEV capsid [30,31]. Very few results were reported in the HEV M
domain, with two mutated residues which were mentioned, i.e. the
S390L mutation from a swine strain [32,33], and the S436A mutation
from an avian HEV isolated from chickens without clinical disease [34].
The S390L mutation could be selected by the immune pressure and
influence the viral protein ORF2 function.

The ORF3 products are involved in various steps of the viral cycle.
In our HEV strains collection, amino acid signatures observed in ORF3
for HEV strains could, at least partially, explain a differential tropism
between various hosts. At position 81, the boar samples harbored a
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cysteine, whereas no other sample had this residue at this position. The
cysteine residue is involved in proteins conformation and could play a
role in HEV tropism for wild boars.

Thus, it can be assumed that in addition to the major advantaged
HEV strains, accessory viruses highlighting mutations that can modify
viral recognition by the host immunity and/or HEV interactions with
various biological or abiotic partners could subsequently co-emerge.

As a conclusion, in the present study, HEV RNA, genotype 3, was
detected in patients, at the WWTP entrance, from a pig slaughterhouse
and in wild boars. In spite of variable nucleic acids in the ORF2M
domain which was explored, a conservation of amino acids was ob-
served, suggesting that homogeneous HEV strains could have beneficial
capsid properties and circulate as part of dominant viruses in North-
Eastern France.

Foot notes

- The reagents for the experiments were obtained by using a budget
from ‘Projets Exploratoires Premier Soutien — PEPS Mirabelle’,
Lorraine University (PEPS Mirabelle Université de Lorraine-CNRS
2016). The authors are indebted to the Institut Jean Barriol for
having pre-selected the study VH2E.

- For institutional statement purposes, the patients’ non opposition
was obtained, as approved by the “Comité de Protection des
Personnes — CPP de Lorraine” (DC-2016-2790), in accordance with
international guidelines (Helsinki).
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Fig. 3. Mutations are represented as XnY where X is either the wild nucleic acid or the wild amino acid, n is the position of the mutation in the ORF2 sequence and Y
is either the mutated nucleic acid or the mutated amino acid. na: Nucleic acid, aa: Amino acid.
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Fig. 4. AnTheProt ORF2 antigenicity profile. Mutations are represented as XnY where X is the wild amino acid, n is the position of the mutation in the ORF2 sequence
and Y is the mutated amino acid.
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Objectifs

Au cours d’une premiére étude, nous avons montré la présence du VHE dans
des prélevements humains et environnementaux dans le nord-est de la France. Nous
avons pu obtenir des données de séquengage direct sur la zone de chevauchement
ORF2/ORF3 et identifier la substitution H81C, une possible signature moléculaire,

dans des prélévements issus de sangliers.

Au cours de cette deuxieme étude, nous avons pu obtenir plus de
prélevements humains, d’eaux usées de l'abattoir et urbaines de STEP et nous
avons effectué du séquencage haut débit sur la zone de chevauchement
ORF2/ORF3, ce qui permet d’avoir une idée des mutations particuliéres sur les
variants minoritaires ainsi que de la répartition des différents variants au sein de

chaque échantillon.

Le fragment N-terminal de la protéine ORF2 est localisé a I'intérieur du virion ;
il se lie a 'ARN viral, permettant 'encapsidation de celui-ci dans les nouveaux virions
[17]. I comporte une séquence d’adressage vers le réticulum endoplasmique [10,18].
La protéine ORF3 est une petite protéine hydrophobe, qui tend a s’oligomériser dans
des membranes dérivées du réticulum endoplasmique [31]. La région située entre les
acides aminés 56 et 80 est impliquée dans l'interaction entre les protéines ORF2 et
ORF3 [119] : cette interaction permet au VHE d’acquérir sa quasi-enveloppe grace a
l'interaction dORF3 avec des protéines de I'héte permettant le bourgeonnement
[265].

Nous avons également pratiqué des prédictions d’antigénicité et
d’hydrophobie avec le logiciel AnTheProt et effectué des tests fonctionnels
d’adhésion de particules virales du VHE sur des billes hydrophobes afin de mesurer

leur hydrophobie.

Nos objectifs sont de comparer la variabilité, la complexité et la distribution de
la quasi-espéce au sein d’isolats de différentes origines dans le nord-est de la
France, afin de mieux comprendre la transmission virale et le pouvoir pathogéne du
virus. Des signatures moléculaires pouvant étre impliquées dans la transmission ou
la pathogénicité du virus seront informatives. Notre objectif mécanistique est

d’évaluer I'hnydrophobie de la surface virale par des tests fonctionnels.
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Résultats principaux

L’analyse en séquencage haut débit a montré la présence d’un variant
majoritaire trés représenté et de variants minoritaires dans les prélevements humains
et environnementaux a I'exception d’'une patiente et des deux préléevements de
STEP, pour lesquels il y avait une coexistence de nombreux variants. Cette patiente

était connue comme étant infectée de maniére chronique par le VHE.

Pour un de nos patients, le VHE par lequel il était infecté avait une séquence
proche de celle des VHE isolés sur des lapins. Nous avons identifié plusieurs
substitutions d’acides aminés sur les cadres ORF2 et ORF3, entrainant des
modifications d’hydrophobie et d’antigénicité prédites. Dans ce contexte de
modifications observées par prédiction bio-informatique, nous avons utilisé une
approche in vitro d’étude de I'hydrophobie faisant suite a I'analyse in silico. Des
particules de VHE ont été isolées de préléevements de sang et de selles de deux
patients (dont le patient infecté par un VHE proche de ceux isolés sur des lapins).
Elles ont été mises en contact avec des billes hydrophobes ; aprés un temps
d’'incubation et des lavages, les virus ont été quantifiés sur les billes et dans le
surnageant. Les virus isolés des deux prélévements de sang (présents sous forme
quasi-enveloppée) présentent une adhésion aux billes hydrophobes plus faible que
ceux isolés des prélévements de selles (présents sous forme non-enveloppée). Les
virus de type « lapin » issus des selles d’'un patient adherent plus que ceux issus des
selles de l'autre patient. La portion de la protéine ORF2 séquencée étant située dans
une zone située sur la partie interne de la capside, une comparaison entre les
résultats obtenus par estimation de l'antigénicité prédite et ceux obtenus par tests
fonctionnels n’est pas envisageable. La forme quasi-enveloppée est, d’aprés les
tests fonctionnels, moins hydrophobe que la forme non-enveloppée : ce résultat peut
sembler surprenant car la quasi-enveloppe est composée de lipides, néanmoins la
protéine ORF3 est enchassée dans cette quasi-enveloppe et pourrait avoir une
influence sur I'’hydrophobie, de méme, la protéine ORF2 pourrait entrainer une forte
hydrophobie de la capside. D’autre part la bicouche lipidique est constituée de
phospholipides dont la partie hydrophile est localisée a I'extérieur, pouvant entrainer

une baisse d’hydrophobie.
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La substitution H81C sur le cadre de lecture ORF3, si elle représente les
variants majoritaires des échantillons issus de sangliers, a aussi été observée dans
25% des reads d’'un des prélévements de STEP ainsi que dans 0,3 a 12% des reads
de prélevements humains, sanguins et fécaux. L'approche UDS permet ainsi de
préciser sa fréquence relative et de moduler linterprétation des résultats. Le
tropisme pour les deux sangliers étudiés des souches de VHE qui comportent ce
résidu n’empéche pas ces variants de circuler chez 'Homme. Cette substitution est
responsable d’'une baisse d’antigénicité prédite pouvant favoriser un échappement a

'immunité de I'hote.
Conclusion

Nous avons retrouvé, dans les prélevements de STEP, la présence de
nombreux variants de VHE de différentes origines, ce qui démontre que I'eau usée
est bien un maillon important du cycle de contamination du milieu hydrique mais
aussi que celle-ci est le réceptacle de toutes les souches qui circulent dans la

population y compris celles qui ne provoquent que peu de signes cliniques.

Nous avons également retrouvé la présence de nombreux variants dans le
prélevement d’'une patiente connue pour étre infectée chroniquement par le VHE :
ceci peut étre mis en relation avec les études de Lhomme, retrouvant une plus forte
probabilité d’évoluer vers la chronicité lorsque la variabilité virale est élevée dans les
domaines M et P d’'ORF2 et dans la région riche en proline et le macrodomaine
d’ORF1 [87,149].

Plusieurs substitutions d’acides aminés ont été mises en évidence sur des
isolats de VHE provenant de types de prélévements particuliers. Des modifications
d’hydrophobie et d’antigénicité prédites ont été identifiées, pouvant avoir un impact
sur I'hnydrophobie générale du virus et donc ses interactions avec son environnement
ainsi que sur la relation entre le virus et le systeme immunitaire de I'héte. Les virus
non-enveloppés présentent une hydrophobie supérieure a celle des virus quasi-
enveloppés et les virus non-enveloppés proches de ceux isolés chez les lapins

présentent une hydrophobie plus importante qu’'une souche de VHE de référence.
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Nos travaux permettent d’apporter un nouvel éclairage sur la circulation du
VHE dans I'environnement ainsi que sur les déterminants qui jouent un réle dans la

pathogénicité du virus ainsi que dans son tropisme préférentiel pour certains hétes.
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Abstract:

Background: Hepatitis E virus (HEV) causes mostly self-limited liver diseases but also severe
or chronical cases. Genotypes 1 (G1) and 2 circulate in developing countries, are human-
restricted and waterborne whereas G3 and G4 circulate in industrialised countries, infect
humans and animals and are rather transmitted through the consumption of infected meat. Our
aims were to identify signatures in HEV amino acids involved in pathogenicity and
transmission and to investigate their functional impact regarding antigenicity and
hydrophobicity.

Methods: Human (n=25), wild boar (n=3), pig slaughterhouse effluent (n=6) and urban
wastewater samples (n=2) have been investigated using ultra-deep sequencing (ORF2/ORF3
overlap). Viral particles were recovered from human blood and stool and polystyrene beads
have been used to assess hydrophobicity.

Results: Most samples showed a major variant while a mixture has been identified in urban
wastewater and in a chronically infected patient. Amino acid signatures have been identified,
as a rabbit-linked HEV pattern or S68L (ORF2)/H81C (ORF3) residues. Signatures impacting
hydrophobicity and antigenicity have been brought out and a better adhesion to hydrophobic
beads of HEV non-enveloped form has been observed.

Conclusions: Human and environmental HEV strains present molecular signatures that may

impact their surface properties and thus their transmission.

Key words: Hepatitis E virus, water, UDS, ORF2/ORF3, signatures, hydrophobicity.
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Background

Discovered in 1983 [1] during massive outbreaks in developing countries, hepatitis E virus
(HEV) [2], is also associated with hepatitis cases in industrialised countries, while
underestimated [3]. A global seroprevalence of 20 % is admitted in industrialised countries [4],
close to what is observed in countries with lower sanitary conditions [5,6].

HEV is an RNA virus subdivided in 8 genotypes [7]. Genotypes G1 and G2 are restricted to
humans, circulate in developing countries and are mainly transmitted on an epidemic mode
through water [8]. G3 and G4 are mainly reported in developed countries after transmission to
humans by consumption of raw or undercooked meat of infected animals (e.g. pigs, wild boars
and deer) [9].

While more often self-limited, severe acute and/or chronic cases of HEV infections have been
reported, leading to liver damage and possibly to extrahepatic manifestations [10,11].

HEV genome consists of a 7.2 kb long RNA with 3 open reading frames (ORF): ORF1 encodes
for non-structural proteins, ORF2 for the capsid protein and ORF3 for a cytoskeleton-associated
small phosphoprotein [12]. HEV circulates in human blood as quasi-enveloped particles,
wrapped in a cell derived lipidic membrane associated with ORF3 protein. ORF3 protein plays
a key role in HEV lifecycle, interacts with host proteins by prolonging the cell survival,
modifying the liver microenvironment and the inflammatory response [13,14]. This lipidic
envelope is destroyed by bile acids and naked capsids found in stool and then in the environment
are exclusively composed of ORF2 proteins. In the human body, the capsid protein is involved
in interactions with cell receptors or the immune system. In the environment, it is exposed and

may affect infectious particles behaviour.

In spite of recent data, the mechanisms of HEV circulation, transmission, as well as clinical

variability remain partially unclear. In industrialised countries, beside the zoonotic
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transmission, HEV has also been recovered in environmental waters which may play a
significant role [15-17]. When studying viral transmission in a given environment and its
behaviour in infected hosts mounting an immune response, the virus surface characteristics
including hydrophobicity [18-20] and antigenicity [21] have to be taken into account. In this
study, we compared HEV variability, complexity and quasispecies distribution in clinical and
environmental isolates of different origins using ultra deep sequencing (UDS). The aim was
first to identify signatures in HEV amino acids (aa) that could be involved in pathogenicity or
in transmission and then to perform a functional in vitro assay to evaluate viral surface

hydrophobicity.

Methods

Sampling

Twenty-five human samples (19 blood, 6 stool samples) were collected between 2016 and 2018
in North-Eastern France, from patients followed in the university hospital of Nancy (16
patients) or Dijon (3 patients). The severity of the liver impact has been ranked either regarding
the prothrombin ratio (PR) or HEV infection duration. A severe hepatitis case was defined by
a PR<50 %. Chronic hepatic infections, defined by the detection of HEV genome more than 3
months in blood or stool, have been considered as potentially severe. For institutional statement
purposes, the patients’ non-opposition was obtained, as approved by the “Comité de Protection
des Personnes — CPP de Lorraine” (DC-2016-2790 & 2018-A00117-48) in accordance with

international guidelines (Helsinki).

Environmental HEV strains were also investigated, coming from 6 pig slaughterhouse effluent
samples (SH), 2 urban wastewater samples (UW, 260,000 inhabitants), 2 livers and 1 stool from

two wild boars (WB).
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HEYV genome extraction

HEV genome was extracted from 140 pL of human serum and from stool suspension using
QIAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen Courtaboeuf, France).

Concerning environmental water samples (SH, UW), viruses were concentrated from 60 to 150
mL using Centricon® Plus-70 centrifugal filter device (Merck Millipore, Billerica, MA, USA).
Extraction was done with NucliSens kit, using a MiniMAG® device (BioMérieux, Marcy
I’Etoile, France). Liver extraction was performed from 1 to 2 g of tissue using QlAamp Viral
RNA Mini Kit after digestion by proteinase K (Qiagen, Courtaboeuf, France). Genome

quantification was performed by using a RT-qPCR system previously described [16].

Ultra-deep sequencing and molecular signatures investigation

According to its potential for HEV strains genotyping [22] as well as its functional impact
[16,23,24], the ORF2/ORF3 overlapping region variability was investigated. A nested PCR
system [22] was applied giving an amplification product of 137bp (nt 5290-5426). With a view
to ultra-deep sequencing using Miseq Nano Kit v2 (MS-103-1003, Illumina), the second PCR
step was done with tagged primers suitable for Nextera XT Index Kit (FC-131-1001, Illumina)
and the manufacturer protocol was followed. To avoid cross contaminations, molecular
procedures were carefully applied; RTq-PCR was done with a negative control and UDS

performed in different rooms for the successive steps with frequent gloves changing.

The resulting data were analysed using Geneious Prime and MEGA V6 software, nucleotide
sequences were aligned to the HEV subgenotype G3f (reference AB369687) [25] and the

VESPA software (https://hcv.lanl.gov/content/sequence/ VESPA/vespa.html) was used to look

for signatures. Statistical analyses were done to compare aa differences between sample types.
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In each sample, the major and the five first minor variants were considered and the Fisher exact
test was used to compare groups of human samples and groups of environmental ones. The
AnTheProt software was used to predict the antigenicity of the aa sequences, taking into

account their hydrophobicity, flexibility and accessibility [26].

At last, position-specific differences in aa sequences were investigated to identify motifs in
environmental strains which are not present in human samples [27]. Covariance analyses were

also performed and the CPLEX interactive optimizer 12.9.0 was used as a solver.

Viral particles purification

HEV particles were purified from the blood (quasi-enveloped virions — envHEV) and stool
(naked virions — nHEV) of patients. Virions were purified from 200 pL of serum and from 2
mL of a 10-fold diluted stool suspension using Float-A-lyzer 100 kDa (SpectrumLabs, CA,
USA). Dialyses were performed twice, 6 h then 18 h against 10 L of 0.1X PBS. In order to
estimate the viral load using RT-gPCR, 100 uL of dialysate were treated with 7 ng uL"! RNase
(Invitrogen, CA, USA), 37°C, 60 min, then extracted using NucliSens kit on easyMAG® device

(Biomerieux, Marcy I’Etoile, France).

Analysis of virions hydrophobicity

With the aim of investigating viral particle hydrophobicity, purified HEV were incubated with
0.5 um diameter polystyrene beads (Polybead 07307-15, Hirschberg an der Bergstrasse,
Germany) in triplicate.

A 500 puL volume of dialysate (5 x 10* - 5 x 10° viral particles) was incubated 2 hours in a
Protein Lobind tube under agitation at room temperature, with 10° polystyrene beads in a final

volume of 2 mL of 5X PBS. Beads were then separated from supernatant by centrifugation
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(14,000 x g, 3 min). Genome extraction was performed from the supernatant using the
easyMAG® device, as well as from the beads pellet after a double PBS washing. The Mann-

Whitney-Wilcoxon test was used to compare adhesion rates.

Results

Patients’ characteristics

Among the 19 patients, 5 were considered to present severe hepatitis: PR below 50 % (n=3),
chronically infected (n=2); the detailed patients’ features appear in Table 1. HEV genome load
in blood samples ranged from 6.7 x 10° TU/mL to 2.1 x 108 U/mL; the alanine aminotransferase

rates were between N and 107N.

HEY quasispecies distribution according to clinical evolution or sampling origin

UDS analyses generated between 205 and 32,693 reads per clinical sample (average of 15,034
reads; two samples below 1,000 reads) (Table 1). Concerning environmental samples, an
average of 17,134 reads was observed (min: 142 reads; max: 29,307 reads; one UW sample
below 1,000 reads). All HEV strains isolated from clinical and environmental samples belong
to G3. Most samples (30/36) are characterised by a major variant (> 70 % of the quasispecies),
followed by numerous minor variants (Figures 1 and 2).

Among clinical samples, P4 and P17 were distinctive by the presence of a second variant
representing up to 34 % of the quasispecies. The chronically infected P19 patient harbours
numerous strains with a major variant representing less than 20 % of the quasispecies (average
genetic distance between reads of 0.063), followed by 2 minor variants at 6.3 % and 5.5 %. The
other chronically infected patient P16 presents a quasispecies distribution with a genetic

distance of 0.011, close to those observed in acutely infected patients (0.004 to 0.032).
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Concerning environmental samples, UW samples were distinguished by the presence of
numerous minor variants in favour of a mixture of several contamination ways (major variant

<25 % of the total number of reads, first minor variants with a close frequency) (Figure 1).

HEYV amino acid mutations according to viral strain origin

While the mutation C5381T observed in P4 has an impact on the corresponding aa sequence
(P76L regarding ORF2 and L89F regarding ORF3) (Figure 2), the C5394T and C5397T
mutations observed in P17 are silent regarding ORF2 but show the changes P93L and A94V
regarding ORF3.

Strains isolated from P16 harbour specific nucleotide mutations, leading to I56F substitution
and a 67-(D/G)P(H/R)PGSGAK-75 motif regarding ORF2, as well as the 77-LTL(T/A)H(I/V)-
82 and 87-PNPGSQ-92 motifs regarding ORF3, which are typical from HEV G3ra strains
commonly circulating in rabbits. The S79L substitution (ORF3) contained in this motif is also
found in 100 % of the studied variants isolated from P1. The H81C substitution (ORF3)
previously identified in WB (Fenaux et al., 2018), has also been detected at low frequency in
UWI and P6 stool. At last, A74V (ORF2) and L87F (ORF3) substitutions were only detected

in variants isolated from two of the patients followed in Dijon.

The comparison between isolates of different origins through use of the VESPA software shows
several positions with a mutated aa at a variable frequency according to sample groups or
subgroups (supplementary data). In the ORF2 frame, the V671 substitution was frequent in SH
samples (82 %) compared to other groups and the S68L substitution observed at 98 % in animals
was more frequent than in other environment samples (Fisher exact test, p-value = 0.03). In the
ORF3 frame, the positions 78, 80, 81 show differences according to the virus origin and the

substitution R92H was more frequent in animals (99.6 %). The H81C substitution was observed
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at 98 % in animals, which was significantly more frequent than in other environment samples
(p = 0.04). Moreover, most reads isolated from SH harbour the 78-MSFR-81 motif (62 % of
the studied reads) regarding ORF3 (Figure 2B), which is present in only 2 of the G3 reference

strains (n=18) proposed by Smith et al. [25].

Compositional differences between the major variant of strains isolated from environment
(without distinguishing origin, n=11) and humans (n=25) were also investigated to identify
molecular signatures which are significantly scarcely represented in humans (t-test, p-value <
0.05). Environmental sequences were used as positive samples and the most enriched sites are
L68 and P80 regarding ORF2, and M78, F80, C81 and V94 regarding ORF3 (Figure 3A).
Amino acids covariance analyses allowed to identify 435 pairs from environmental and human
samples. A total of 208 covarying pairs were included for environmental samples where each
pair is separated by a single combination of aa pair from all human samples. A minimum of 5
pairs were required to separate all environment samples from human. Using the CPLEX
interactive optimizer 12.9.0 as a solver, 15 correlated pairs separating environment samples

were identified in 30 optimal solutions (Figure 3B).

HEY mutations can modulate predicted antigenicity and hydrophobicity

Considering ORF2, the P76L substitution observed in P4 leads to a decrease of the predicted
antigenicity (-38 %, aa74 position) (Figure 4A). The corresponding L89F has no impact
regarding ORF3 antigenicity. P93L and A94V substitutions observed in P17 lead to a 69 %
decrease of the antigenicity considering ORF3 (aa90 position) (Figure 4B) and the S96L
substitution commonly observed in samples leads to a decrease of 44 % (aa90 position) (Figure

4Q).
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The G3ra strain isolated from P16 (derived from rabbit strain) presents an original profile
(Figure 5). It appears to be more antigenic considering ORF2 (+52 %, aa70 position) and shows
modifications in ORF3 (-95 %, aa77 position; +72 %, aa86 position). The loss of antigenicity
is overall associated with an increase of the protein hydrophobicity. Among all the ORF3
mutations observed in this rabbit-like strain (i.e. P77L, S79L, Y80T, N82I, L87P, A88N, L8IP,
D90G, R92Q), the single S7TIL substitution, which is also observed in patient P1 has an impact

regarding antigenicity (-29 %, aa75 position) and hydrophobicity (+0.095, aa79 position).

At last, while the H81R substitution has minor impact regarding the predictive ORF3
antigenicity, the H81C leads to a significant decrease (-52 %, aa80 position) (supplementary
data). When the T78M and Y80F are associated with H81R (i.e. 52 % of the clinical samples),
a loss of the predicted protein antigenicity (-53 %, aa74 position) is observed, and the
phenomenon is increased when T78M and Y8OF are associated with H81C (-95 %, aa77

position), as observed in WB [16].

Functional tests

The capacity of adhesion to hydrophobic beads has been tested for viruses isolated from P1
(G3f) and P16 patients (G3ra). For both isolates, envHEV derived from blood appears to be
hardly capable to adhere to hydrophobic beads, with a ratio beads/supernatant of 0.8 + 0.3 and
0.9 £ 0.2 for G3f and G3ra strains, respectively. Regarding nHEV isolated from stool, the ratio
i1s 4.1 = 2.1 for the G3f strain while it reaches 24.6 £13.1 for G3ra (Figure 6). Overall, naked
particles appear to be more hydrophobic than the corresponding enveloped particles (Mann-
Whitney-Wilcoxon test, p-value = 0.1), and a higher hydrophobicity is observed for HEV G3ra
strain compared to the common HEV G3f (p-value = 0.1), while no difference is observed

between their enveloped form (p-value = 0.825).
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Discussion

Ultra-deep sequencing allows studying HEV quasispecies distribution and genetic mutations,
bringing potential benefices for a better understanding of HEV pathogeny and transmission, by
identifying molecular features, which may furthermore be studied in terms of functional
relevance, i.e. antigenicity and hydrophobicity.

We focus here on the ORF2/ORF3 overlap region, which plays different structural and
functional roles. ORF2 sequenced fragment (aa53 to aa84) is located upstream the S-domain
forming the capsid shell (aal29-319), but is essential to virion morphogenesis by interacting
with the genomic RNA [28]. In addition to their structural interest, a T-cell epitope function
may also be assumed for the aa73-156 peptide [29]. The corresponding ORF3 sequence (aa66
to aa96) is also of particular interest, including 1) the end of the proposed hydrophobic
transmembrane region (aa66 to aa71), 2) a proline-rich domain (aa74 to aa85) including the 74-
PXXP-77 domain and the possibly phosphorylated S79 [30] and 3) a part of the 95-PSAP-98

domain also involved in ORF3 phosphorylation [31].

We reported here a case of infection resulting from a HEV strain typically circulating in rabbits
(G3ra) [32]. HEV G3ra infections are infrequent and are not always the result of a direct contact
or consumption of rabbit meat. Hence, Abravanel et al. (2017) assumed the role of water in
their transmission. This hypothesis is likely, considering the mixture of HEV variants reported
here in UW, which is then released in the environment. It argues in favour of possible different
types of contamination routes and waterborne infections have thus to be considered, not only
in countries with poor sanitary conditions [33]. HEV G3ra has rather been associated with
immunocompromised patients suggesting a less infectious subtype [32]. Here again, infection

has been linked to immunosuppression. Regarding the genome fragment which was
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investigated, the predicted antigenicity and hydrophobicity of HEV G3ra are substantially
different from those of a HEV G3f reference strain. Additionally, functional assays have shown
a better adhesion of naked HEV G3ra on a hydrophobic surface compared to naked HEV G3f.
The prediction of hydrophobicity using the AnTheProt software being performed on an internal
region of the shell (playing a minor role in the viral adhesion properties), making a correlation
with functional assays is biased. However, a difference of hydrophobicity has been observed
between HEV G3f and G3ra strains using both predictive and functional tests. Enveloped HEV
G3ra and HEV G3f present for their part a close hydrophobicity, which contrary to all
expectation is lower than that of the corresponding naked particles. Although the quasi-
envelope is made of cell-derived lipids, phospholipid tails are oriented inside the double
lipid layer which limits the hydrophobicity. Another explanation may be found through the
presence of the transmembrane ORF3 protein [34,35] which may influence the hydrophobicity

of the quasi-enveloped virus.

We previously evidenced a H81C substitution (ORF3) in samples originating from two WB
[16]. In the study presented here, the mutation has also rarely been reported in some minor
variants of clinical samples. We have evidenced both the S68L substitution in ORF2 and its
match in the ORF3 frame, H81C, to be more frequent in WB samples, compared to other
samples. H81C concerns a key region of the genome since mutations in aa80-82 have been
reported to impact virions release [35]. Very close to it, the T78M and Y8OF substitutions,
which are commonly observed in this study (i.e. clinical samples as well as SH effluents) have
important impact regarding protein conformation, leading to a decrease of the predicted
antigenicity, and acting in synergy with the H81C substitution.

Still in the same location, the S79L substitution also reported here has been associated with a

significant loss of protein antigenicity. The aa79 is involved in the interaction between ORF2
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and ORF3 proteins [24] and allows HEV to acquire its quasi-envelope through the interaction
between ORF3 and host proteins involved in budding [36]. Interestingly, the S79A mutation
(reported here in very rare variants of UW samples) is associated with abolishment of HEV
infectivity, but not the S79L. The S79L substitution has previously been observed by Norder et
al. (2018) in a serologically HEV-negative donor. As this substitution may prevent ORF3
phosphorylation, Norder et al. assumed the compensation of phosphorylation by an associated
A97S substitution (analyses performed here did not include this residue).

At last, L87F has exclusively been observed in two of the three patients followed in the
university hospital of Dijon (present in only 1 of the 18 G3 reference strains proposed by Smith
et al. [25]), but did not impact the predicted antigenicity. Although on the basis of a limited
number of samples, it raises the question of the circulation of a specific cluster in a given

geographical area.

Regarding HEV quasispecies distribution, most of the clinical samples collected in this study
present a major variant above 70 %. We however report a high heterogeneity in a chronically
infected patient, with a major variant at less than 20 %. HEV quasispecies heterogeneity has
previously been observed regarding the M and P domains of ORF2, as well as the proline rich
region and the macrodomain of ORF1, suggesting that the higher the variability is, the more
probable it is to move towards chronic infection [37,38]. On the other hand, another chronically
infected patient followed here presents a HEV variant distribution close to that of the other
patients of the cohort. However, no information concerning the duration of HEV infection is
available for these 2 patients, which may significantly influence the quasispecies dynamics. No
significant association has been noted between aa substitutions and the chronic state or the
severity of infection, but this have to be weighted by the few number of forms followed in the

cohort.
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At last, when considering the wholeness of environmental strains, position-specific differences
and covariance analyses allowed to identify aa substitutions which are absent in strains isolated
from humans. Even if not informative for transmission ways, it raises the question of the
compartmentalization and the adaptability of strains under environmental selection pressure,

which is determinant when approaching HEV pathogenicity.

As a conclusion, a regular circulation of HEV both in humans and in the environment has been
brought out. Several mutations have been identified, which are linked with animal origin,
potentially with geographical source(s), and may have an impact on HEV properties regarding
antigenicity and hydrophobicity. The hydrophobic properties of two viral strains have been
studied and were modified in a similar way between naked and enveloped particles. Some
mutations associated to a modification of antigenicity have been described only in minor

variants, which might give HEV a possible host adaptation and immune escape.
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Table 1: Patients’ characteristics and number of UDS reads regarding HEV ORF2/ORF3 overlapping region. NR: not realised, NA: not
applicable, ALAT: alanine amino transferase, PR: prothrombin ratio, IU: international units.

Pl P2 P3 P4 P5

Age 46 31 46 40 71
Sex M F M F F
Date of sample 25/10/18 22/10/18 29/11/18 28/12/18 10/01/19 06/04/17 29/08/17 05/05/18
(dd/mm/yy) (blood) (stool) (blood) (blood) (stool) (blood) (blood) (blood)
HEYV Serology IgG NR NA NR NR NA NR NR NR

IgM NR NA NR Negative NA Positive Positive Positive
RNA concentration 5 g ; 5 4 5 3 4
(IU/mL or 1U/g) 2.0x10 5.6x10 4.6x10 9.8x10 2.3x10 3.1x10 7.2x10 1.7x10
ALAT 67.5N 27.3N 6.6N 41.1N 3.6N 107N 7.6N 4. 7N
PR (%) 100 100 100 NR 100 95 88
Context - Epigastric pain, pruritus, High grade lymphoma - Discovery of - Flu syndrome Abdominal pain

icterus Discovery of biologic hepatic cytolysis biologic hepatic - Anorexia
Icterus, pruritus cytolysis - Dark urine
- Asthenia

Acute/chronic hepatitis E Clinical stabilisation Acute but treatment by Ribavirin (there was a need Clinical stabilisation Acute Clinical stabilisation

to continue chemotherapy quickly)

Follow up Followed for hepatitis E during Followed for lymphoma / Followed for liver /
two months benign tumours
1‘;‘;‘:’“ of UDS HEV 7,995 7,528 24,441 25,837 27,149 32,693 15,796 1,187
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P6 P7 P8 P9 P10 P11
Age 34 66 80 71 61 32
Sex F M M F M F
Date of sample 27/02/15 02/03/15 28/06/17 04/07/17 23/07/16 02/06/15 03/01/16 17/09/15
(dd/mm/yy) (blood) (stool) (blood) (stool) (stool) (blood) (blood) (blood)
HEYV Serology IgG Positive NA NR NA NA Positive Positive Negative
IgM Positive NA Positive NA NA Positive Positive Positive
RNA concentration 5 7 3 4 7 5 5 7
(IU/mL or 1U/g) 2.0x10 7.7x10 6.7x10 2.1x10 1.3x10 7.3x10 3.5x10 4.4x10
ALAT 61N 36N 51.5N 13.7N N 14N 15N 74N
PR(%) 91 94 47 63 73 100 63 49
Context - Chemotherapy for breast - Fever - Icterus - Biological hepatic - Acute - Chemotherapy
cancer - Cough - Diarrhoea cytolysis hepatitis for breast cancer
- Biological hepatic cytolysis - Asthenia - Anorexia and - Asthenia, digestive - Cirrhosis - Fever, nausea,
- Fever (39°C), asthenia, - Biologic hepatic cytolysis weightloss (12kg  symptoms (hepatitis C) myalgia
myalgia, diarrhoea, - Discovery of cirrhosis with in a few months) - Acute hepatitis,
vomiting, cough ascites (unknown cause) with lowered
prothrombin
Acute/chronic hepatitis E Acute NA Clinical stabilisation Clinical stabilisation Acute Acute

Follow up

Followed for breast cancer

Number of UDS HEYV reads 205

4,684

Deceased in a context of acute
renal failure (unknown cause)

20,036

26,054

28,234

Followed for Crohn’s

disease

15,796

Followed for
diabetes and post

hepatitis C
cirrhosis
29,964

Followed for breast
cancer

22,474
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P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19
Age at sample 52 50 49 86 63 31 66 44
Sex F F F F M F M F
Date of sample 11/12/17 20/02/18 25/03/18 27/05/2018 22/11/18 10/12/18 07/06/2017 27/07/17 26/04/18
(dd/mm/yy) (blood) (blood) (blood) (blood) (blood) (stool) (blood) (blood) (blood)
HEYV Serology IgG NR NR NR NR NR NA NR NR NR
1eM Positive Positive Positive Positive Positive NA Positive Positive Negative
RNA tration (IU/mL
o IU/cg‘;nce“ ration (I/m 9.9x10° 3.3x10° 5.7x10° 1.2x10° 2.1x10° 1.7x10° 1.0x10° 2.2x10° 1.8x10*
ALAT 6.7N 17.3N 63.7N 42.4N 23N NR 46.IN 5.8N N
PR (%) 94 48 89 58 (Apixaban) 100 NR 100 100 100
Context - Liver - Chemotherapy - Icterus, - Asthenia, - Twice renal transplant - Asthenia, Hepatomegaly, - Renal
transplant for gastric abdominal icterus, dark  receiver (diabetic and icterus, biological transplant
receiver cancer pain, digestive urine vascular nephropathy) nausea, hepatic receiver
(Rendu-Osler - Fever, liver symptoms, - Anaemia - Cirrhosis of unknown abdominal cytolysis - Biological
disease) pain, hepatic asthenia, - Inflammatory cause, metabolic syndrome pain, dark hepatic
- Biological cytolysis, icterus,dark  syndrome (obesity) urine, cytolysis
hepatic hepatic urine - Biological hepatic cytolysis biological
cytolysis encephalopathy several months before hepatic
HEV diagnosis cytolysis
Acute/chronic hepatitis E Acute NA Clinical Clinical Chronic Acute Acute Chronic
stabilisation stabilisation
Follow up Followed for Deceased / / Followed for cirrhosis and / / /
liver transplant  probably due to hepatitis E
hepatitis E
Number of UDS HEV reads 926 2,586 1,908 2,019 27,791 25,141 5,143 17,921 2,343
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Figure 1: HEV quasispecies distribution based on the first 20 most-represented variants.
Distribution is represented regarding nt sequences as well as corresponding aa sequences in
ORF2 and ORF3. P, patient; SH, slaughterhouse effluent; WB, wild boars; UW, urban
wastewater. O, patient presenting mild infection; @, severe infection; %, chronic infection.

The arrows highlight samples into which complex quasispecies have been found.
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480  Figure 2: Amino acid sequences of the most represented HEV variants from clinical
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Figure 3: Amino acid differences between HEV strains circulating in environment and
isolated from clinical samples. A, Two sample logo showing compositional differences
between the 11 major variants isolated from environment (used as reference, i.e. enriched
residues) and the 25 major variants isolated from humans (i.e. depleted residues), regarding
ORF2 and ORF3. t-test, p-value <0.05. B, Covariance analysis: Network of optimal pairs
separating environmental HEV strains from those isolated from humans. 15 correlated pairs
separating environment samples were identified in 30 optimal solutions. Grey round, ORF2;
black square, ORF3. Example: the M78 (ORF3) and Y80 (ORF3) combination was exclusively
observed in environmental strains (n=2); the L68 (ORF2) and Y80 (ORF3) combination was
exclusively observed in environmental strains (n=4).
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561  Table 1: Main amino acid substitutions tested with the VESPA software and percentage

562  of HEV UDS reads in which the substitution is present. *: significantly different percentage

563  compared to other environmental samples.

564

565

Humans Severe Chronical Acute Environment SH uw Animals
non-severe

ORF2
V67l 34.14 % 66.43 % 0.00 % 31.00 % 55.87 % 8231% 0.19% 0.00 %
S68L 0.36 % 0.03% 0.00 % 0.53% 21.44 % 0.00 % 0.18% 97.89 %*
S68P 57.19% 70.29 % 95.41 % 46.27 % 3.36 % 031% 30.76% 0.00 %
P70S 44.54 % 33.60 % 0.00 % 55.99 % 57.05 % 4401% 51.64% 100.00 %
A72S 12.17 % 0.00 % 96.82 % 0.05% 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 %
A74V 4.80 % 0.00 % 1.61% 6.80 % 0.14 % 0.14 % 0.00 % 0.20%
A80P 36.20 % 69.73 % 0.00 % 33.08 % 66.41 % 62.63% 20.88% 99.47 %
ORF3
S75L 46.75 % 99.68 % 0.36 % 39.75% 46.36 % 52.73% 99.84% 0.00 %
T78M 51.19% 66.06 % 0.00 % 56.36 % 88.56 % 95.53% 20.78% 99.97 %
S79L 20.79 % 0.03% 98.11 % 12.49 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 %
Y80F 51.29 % 65.88 % 1.89 % 56.21 % 65.62 % 64.45% 3.92% 99.66 %
H81C 0.29 % 0.19% 0.00 % 0.36 % 21.17 % 0.00 % 0.16 % 98.15 %*
H81R 57.01 % 69.66 % 0.00 % 63.91 % 68.91 % 97.76 % 20.62 % 1.85%
R92H 28.57 % 69.51 % 0.00 % 21.79% 40.34 % 2458% 20.73% 99.59 %
A94V 14.71 % 65.82 % 0.00 % 2.33% 40.91 % 2867% 0.34% 99.40 %
S96L 50.84 % 0.13% 99.09 % 56.83 % 77.47 % 73.25% 58.71% 100.00 %
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Figure 1: Impact of the H8§1R/C (+/- T78M and Y80F) substitutions regarding predictive
antigenicity and hydrophobicity of HEV ORF3 protein. A, ORF3 — H81R, minor impact
regarding antigenicity and hydrophobicity. B, ORF3 — T78M, Y80F, H81R, antigenicity -53%
at the aa74 position, hydrophobicity +0.136 at the aa77 position. C, ORF3 —H81C, antigenicity
-52% at the aa80 position, hydrophobicity +0.116 at the aa81 position. D, ORF3 —T78M, Y8O0F,
HS81C, strain isolated from wild boars, antigenicity -95 % at the aa77 position, hydrophobicity
+0.253 at the aa80 position. Grey dashes represent the reference profile of the HEV3f

AB369687, the commented positions are underlined.
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Discussion

Au cours de ce travail, notre objectif était d’apporter un éclairage sur la
circulation du VHE dans I'environnement dans une région appartenant a un pays
industrialisé. Ceci a été réalisé par I'analyse génétique d’isolats de VHE provenant
de différents types de prélévements, humains et environnementaux. Les isolats de
VHE ont été séquencés et les séquences ont été analysées en termes de répartition
de la quasi-espéce, de recherche d’acides aminés spécifiques retrouvés de maniéere
plus fréquente dans un type particulier de prélevements et de prédictions
d’antigénicité et d’hydrophobie, afin d’aborder le comportement du virus dans son

environnement.

Dans un premier temps, nous discutons les prélévements environnementaux,
leur traitement ainsi que les difficultés techniques. Dans un deuxiéme temps, nous
discutons des analyses génétiques effectuées dans les isolats, sur les différentes

zones du génome séquencées.
La circulation du VHE dans I’environnement

Mise en évidence du VHE dans des prélevements humains et environnementaux

dans le Nord-Est de la France : estimation calculée du taux d’excréteurs

Le VHE est un virus trés répandu dans le monde et actuellement considéré
comme émergent dans les pays industrialisés. Sa fréquence et sa gravité potentielle
en font un enjeu important de santé publique mais la circulation de ce virus dans

I'environnement comporte encore des zones d’ombres.

Les génotypes 1 et 2 sont connus comme étant transmis principalement par
voie hydrique tandis que les génotypes 3 et 4 sont principalement transmis par
lingestion de viande (foie, notamment) d’animaux infectés. Cependant, pour ces
deux derniers génotypes, des éléments laissent a penser qu'une transmission par
voie hydrique existerait [217—220]. Diverses études portant sur des prélévements
hydriques dans des pays industrialisés ont permis de mettre en évidence le génome
du VHE : en France [165,192], en Espagne [192,193], au Royaume-Uni [200], au
Portugal [199] ou encore aux Etats-Unis [186].
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Nous avons pu mettre en évidence le génome du VHE dans des prélevements
d’origine humaine, mais aussi dans des prélévements d’origine animale et dans des
prélevements hydriques (sangliers sauvages, eaux usées d’un abattoir porcin et
eaux usées urbaines), ce qui, a notre connaissance, n'avait pas été décrit dans la

région.

Les charges virales observées dans les selles humaines étaient similaires a
celles observées dans le foie et les selles de sanglier (de I'ordre de 7 log1o Ul/g). Les
charges virales observées dans le sang des patients étaient de I'ordre de 5 log1o
Ul/ml. Il existe un effet de dilution dans les prélévements hydriques avec des charges
virales observées de l'ordre de 1 a 2 logio Ul/ml. Dans un prélévement d’abattoir, la
charge virale était de 6,4 x 10% Ul/ml: ceci peut étre a l'origine d’une pollution

microbiologique importante de I'environnement [266].

Les infections par le VHE sont tres fréequemment asymptomatiques et seuls
les patients symptomatiques ont pu étre pris en compte dans notre étude;
cependant les patients asymptomatiques excretent du VHE dans leurs selles au
moment de leur infection et ceci peut théoriquement étre retrouvé dans les eaux
usées urbaines. Les phages ARN F-spécifiques de génogroupes Il et Il sont
excrétés par 'Homme [267] avec une concentration de 10* U/g de selles chez les
excréteurs (environ 20% de la population humaine [268,269]) et sont retrouvés dans
les eaux usées urbaines a une concentration de 108 U/l [270]. Le VHE est retrouvé a
des concentrations de I'ordre de 7 log1o Ul/g dans les selles humaines [271] et 2 log1o
Ul/l dans les eaux usées urbaines, ce qui donnerait, a un moment donné, un taux

d’excréteurs de 2 x 10%% de la population de notre région.

Méthodes de concentration des particules virales dans les échantillons

hydriques

L’effet de dilution rend plus difficile I'étude des échantillons hydriques. Afin de
les concentrer, nous avons utilisé une méthode consistant en une acidification du
milieu (afin de passer en dessous du point isoélectrique des particules virales et de
les charger positivement), puis une mise en contact du prélévement avec de la

poudre de verre (chargée négativement) afin que les particules virales puissent y
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adhérer. L’élution des particules virales était ensuite réalisée avec du tampon extrait
de bceuf — glycine (riche en protéines) ayant un pH alcalin (de fagon a passer au-
dessus du point isoélectrique des particules virales et ainsi les charger
négativement). Les étapes de filtration permettaient de retirer des agrégats (présents

notamment dans les prélévements d’eaux usées de I'abattoir).

Nous avons utilisé, lors de la campagne de prélévements hydriques de 2018,
le FCV afin de mesurer le rendement du prétraitement. Dans la mesure ou la
concentration et la récupération de virus dans des prélevements environnementaux
est techniquement difficile, la norme considére un rendement comme acceptable a
partir de 1% [81]. Le rendement calculé donnait des résultats faibles, cependant
notre méthode de prétraitement nous a permis d’obtenir des résultats positifs en
VHE. Des études réalisées étudiant le rendement de différentes méthodes montrent
des résultats variables. Une étude a été réalisée pour comparer différentes
méthodes de prétraitement: en ce qui concerne l'adénovirus, les méthodes
d’adsorption filtration monolithique et de précipitation au polyéthyléene glycol
montraient des rendements de l'ordre de 10%, tandis que les méthodes de filtration
sur laine de verre et de floculation au lait écrémé présentaient des rendements
inférieurs a 1% [272]. Une autre étude portant sur une méthode de concentration par
floculation au lait écrémé montrait des rendements de 66% pour les adénovirus
humains, 24% pour le phage MS2, 28% pour les rotavirus et 15% pour le virus de la
diarrhée virale bovine [273]. D’autres études montrent des rendements supérieurs a
10% [274,275].

La qualité de la poudre de verre peut avoir un impact sur ces étapes de
prétraitement. Au cours des deux premiéres campagnes de collecte d’échantillons
lors de nos travaux, nous avons utilisé la méme poudre de verre sodocalcique, tandis
que nous avons da en utiliser une production différente pour la troisieme campagne,
chez un fournisseur différent — il s’agissait, cette fois, de poudre de verre boro-
silicatée. Nous avons retrouvé plus de prélévements positifs sur les deux premiéres
campagnes qu’au cours de la troisiéme : cela pourrait s’expliquer par la différence de
poudre de verre, la poudre boro-silicatée entrainant un prétraitement de moindre
qualité et un rendement moindre ; il serait intéressant de refaire cette expérience
avec une poudre de verre de type sodo-calcique lors d’éventuelles campagnes

ultérieures.
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Afin d'augmenter la sensibilité de détection de virus dans des prélévements
hydriques environnementauy, il est possible d’utiliser des volumes de départ plus
importants, cependant cela augmente également la concentration des inhibiteurs de
PCR [276].

La méthode que nous avons utilisée, bien que présentant de faibles
rendements et entrainant des inhibitions de PCR sur certains prélévements nous a
permis de mettre en évidence la présence du VHE dans plusieurs prélévements.
Nous devrons encore améliorer nos méthodes de prétraitement et concentration des

prélévements hydriques.

Plusieurs techniques ont été décrites, dont une utilisant une floculation au lait
écremé. Celle-ci a été comparée a une méthode d’ultracentrifugation. Les deux
méthodes donnent des résultats comparables mais la seconde méthode nécessite
une ultracentrifugeuse, ce qui peut représenter un obstacle dans certains
laboratoires [276].

De nombreuses techniques se basent sur I'adsorption des particules virales
sur des filtres selon leur charge [277]. Cependant I'élution, étape nécessaire aprés
'adsorption pose des problemes d’efficacité et de nécessité de grands volumes de
tampon d’élution nécessitant donc ensuite une nouvelle étape de concentration. Une
méthode intéressante a été décrite : une résine échangeuse d’anions est introduite
dans le préléevement puis, aprés incubation, les acides nucléiques sont extraits
directement a partir de la résine. Cette méthode a été testée sur des adénovirus,
VHA et rotavirus et montre de bons résultats [277]. Elle pourrait a I'avenir étre testée
sur le VHE.

Prélevement de dreissenes comme approche de I'analyse d’eaux de surface

Nous avons souhaité rechercher la présence du VHE dans des eaux de
riviere. Cependant, les virus étant trés dilués dans ce type de milieu, il faut prélever
de trés grandes quantités afin d’effectuer une concentration des virus, ce qui est
techniquement difficile et sujet a des rendements souvent insuffisants et peut
générer des concentrations d’inhibiteurs de PCR. Les fruits de mer sont des animaux

qui se nourrissent par filtration de I'eau dans laquelle ils se trouvent et sont connus
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pour concentrer des particules virales qui seraient présentes dans le milieu
[187,278,279]. De méme, les dreissénes ont la capacité de concentrer des virus
[280,281]. Nous avons donc utilisé des dreissénes afin de concentrer des particules
virales éventuellement présentes dans les eaux douces de rivieres. Une étude
recherchant des phages a été réalisée dans notre équipe sur des dreissénes des
mémes sites et retrouve la présence de phages (non typés) allant de 3 a 275 UFP/q,

indiquant une pollution d’origine fécale (Capizzi S, en cours d’écriture).

Nous avons obtenu un signal positif par PCR détectant ’ARN du VHE pour un
prélévement de dreissénes localisé a Petite-Rosselle. Ce signal était faible
(39,95ct) ; nous avons retrouvé un signal en amplification pré-séquencage mais nous
n‘avons pas pu obtenir de séquence de VHE en séquencgage direct (aprés deux
tentatives sur deux extraits différents). La question qui se pose est celle d’'une faible
quantité de VHE versus une contamination de I'extrait et de I'amplification d’'une
séquence d’'un autre prélévement en séquengage haut deébit. |l est possible que le
prélevement contienne une faible quantité de VHE, qui n’aurait pas été amplifiée
dans toutes les PCR du fait de la sensibilité de la technique et qui aurait pu étre
retrouvée en séquencgage haut débit mais pas en séquengage direct (le séquengage
haut débit est plus sensible). Une répartition inhomogéne des virions présents en
faible quantité dans le prélévement ne peut pas étre exclue ; la méme méthode
d’extraction a été utilisée pour les deux extraits de ce prélevement mais le
rendement a pu varier entre les deux extractions entrainant une faible positivité dans
un extrait et pas dans l'autre. Enfin, le premier extrait ayant été manipulé avec le
témoin positif, une contamination n'est pas a exclure, d’autant plus que les variants

majoritaires des deux prélévements sont identiques a I'échelle nucléotidique.

Approche de la variabilité du VHE par séquengage nucléotidique et de son

impact biologique
Génotype

Tous nos prélévements positifs présentaient un VHE de génotype 3. Ce
résultat n’est pas surprenant dans la mesure ou le génotype 3 est le plus

frequemment décrit en France [260]. La détermination du sous-génotype est plus
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compliquée, dans la mesure ou de nombreuses séquences de la littérature sont
citées sans leur sous-génotype, ou les classifications sont modifiées et ou une
séquence peut correspondre a plusieurs sous-génotypes différents. Seul le génome

complet peut répondre de fagon systématique a la question du sous-type viral.
Répatrtition intra-échantillon
e Dansla STEP

Nous avons pu mettre en évidence une distribution particuliere des variants
dans les prélevements de STEP, avec la coexistence de nombreux variants de
différentes origines. Les eaux usées urbaines semblent donc étre polluées par des
souches de VHE de différentes origines et pas uniquement d’origine humaine : la
STEP de Maxéville regoit des eaux usées d’origine humaine mais des humains
peuvent excréter du VHE d’origine animale aprés contamination par voie zoonotique.
Les STEP peuvent étre des sources de pollution microbiologique pour
I'environnement en cas d’élimination virale non optimale lors du traitement des eaux
usées ou en cas de fortes intempéries entrainant un débordement : tous ces isolats
de différentes origines pourraient donc circuler dans I'environnement a partir de la
STEP.

e Dans les prélevements humains

Des études montrent que, dans les domaines P et M d’'ORF2 ainsi que dans la
région riche en proline et le macrodomaine d’'ORF1, plus la variabilité est élevée et
plus la probabilité de développer une infection chronique est élevée [87,149]. Nos
analyses ont porté principalement sur la région de chevauchement ORF2/ORF3 et
nous avons effectivement observé une répartition particuliere (pas de variant
majoritaire mais un mélange de nombreux variants) chez une patiente qui est connue
comme étant infectée de maniére chronique par le VHE. Chez le patient 14,
probablement infecté chroniquement, la répartition intra-échantillon montrait des
variants minoritaires surreprésentés par rapport a la plupart des autres patients
(variants minoritaires représentés chez P14 a hauteur de 2-3%): ce profil est
également retrouvé chez des patients ayant guéri, et nous n’avons pas

d’informations disponibles quant a la date de l'infection chez le patient 14.
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Recherche de signatures moléculaires particulieres

Nous avons pu mettre en évidence des signatures moléculaires particuliéres
dans les prélevements de sangliers mais aussi dans les prélevements d’un patient
infecté par un VHE de type lapin. Bien que des infections d’humains avec des VHE
de type lapin aient été décrites [282-284], ces signatures n'ont pas été mises en
évidence ; en revanche, une insertion dans le domaine X d’ORF1 a été mise en
évidence [283—-285]. Ces acides aminés particuliers peuvent entrainer, d’aprés les
modeéles de prédiction, des modifications d’antigénicité et d’hydrophobie a la surface
du virus. Ceci pourrait avoir un impact sur l'interaction du VHE avec les surfaces de
son environnement (augmentation ou diminution de [l'adhésion), le systéme
immunitaire de I'héte (échappement immunitaire) et les récepteurs des cellules

cibles.

Des tests fonctionnels doivent étre menés afin de mesurer cet impact avec
des virus sous forme non enveloppée et sous forme quasi-enveloppée mais aussi

avec des virus présentant des substitutions d’acides aminés particuliéres.

Choix des systemes d’amorces — Mise en évidence de substitutions d’acides

aminés particulieres

e ORF2

Sur le géene ORF2, nous avons pu séquencer un fragment en N-terminal
(acides aminés 53 a 84) et un fragment au sein du domaine M (acides aminés 385 a
455). Cela ne nous permet pas d’avoir une vue d’ensemble des substitutions
d’acides aminés sur la protéine de capside des virus issus de nos préléevements. Le
fragment N-terminal a été choisi car le systtme d’amorces correspondant permet
une détection de 'ARN du VHE avec une sensibilité élevée — ce qui nous a permis
d’obtenir des séquences sur les prélévements hydriques — et la zone de fixation des
amorces est conservée [259]. De plus, les fonctions de la protéine ORF3 et de la
portion N-terminale d’ORF2 sont de mieux en mieux connues.

Les substitutions T59A et S390L entrainent un virus atténué chez le cochon
[127]. Nous ne retrouvons pas la substitution S390L dans nos prélévements mais
nous retrouvons la substitution T59A a hauteur de 0,6% dans les selles d’'un de nos
sangliers, pour lequel nous n'avons pas d’informations sur I'age (et a hauteur de

0,1% dans le foie du méme sanglier). Les substitutions T59A et S390L entrainent
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une excrétion virale fécale d’apparition retardée et de durée plus faible, cependant
nous ne pouvons pas mesurer I'impact sur ce sanglier dont nous n’avons qu’un seul
préléevement fécal.

Au niveau de la protéine de capside, plusieurs sites antigéniques ont été
décrits : un épitope immunodominant conformationnel entre les acides aminés 394 et
457 et un épitope neutralisant entre les acides aminés 452 et 617 [22]. Des épitopes
linéaires ont également été décrits au niveau des acides aminés 410 a 415 et 426 a
429 [23] ainsi que 403 a 418 et 423 a 443 [286]. Nous avons mis en évidence des
substitutions d’acides aminés dans et a proximité de ces zones, avec des
modifications de l'antigénicité prédite, ce qui pourrait avoir un impact en termes
d’échappement immunitaire ou de liaison du virus a son récepteur cellulaire. Les
modifications d’antigénicité prédite s’Taccompagnent le plus souvent de modifications
d’hydrophobie prédite : celles-ci peuvent avoir un impact sur 'hydrophobie globale du
virus, sur son comportement dans I'environnement et donc sa transmission.

Il serait intéressant de séquencer la portion C-terminale de la protéine de
capside, qui est la plus exposée et au sein de laquelle les modifications d’acides
aminés ont le plus d'impact sur les interactions du virus avec son environnement

extérieur immeédiat (surfaces, immunité de I'héte).

e ORF3

Sur le géne ORF3, nous avons pu séquencer le fragment situé entre les
acides aminés 66 et 96. Une zone de 25 acides aminés située entre les positions 57
et 81 a été décrite comme étant nécessaire pour l'interaction avec la protéine ORF2
[130]. Nous pouvons nous poser la question d’un impact sur cette interaction de la
substitution H81C, que nous retrouvons dans le variant viral majoritaire des
prélevements de sangliers et dans divers variants moins représentés en STEP ou
sur des échantillons humains. La substitution S79A (entrainant la substitution V66G
dans le cadre ORF2) est décrite comme entrainant une diminution importante du
pouvoir pathogéne du virus, tandis que la substitution S79L (silencieuse dans le
cadre ORF2) est décrite comme n’ayant que peu d’impact [34]. Dans nos séquences
analysées, la substitution S79A est retrouvée dans 0,7% des séquences d’un
prélevement de STEP (de méme que la substitution V66G dans le cadre ORF2). En

revanche la substitution S79L est retrouvée dans 2,1% des séquences d’un
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prélevement de STEP et dans les prélevements de plusieurs patients, jusqu’a 90%
des variants (patiente 8). Ces patients présentent des tableaux cliniques variables :
la patiente 8 (chez qui la substitution S79L est présente a hauteur de 90%) a
présenté une hépatite E non sévére de résolution spontanée (cette patiente n’avait
pas de terrain particulier) ; la patiente 9 (chez qui la substitution S79L est présente a
hauteur de 0,7%) a eu une hépatite sévére et est décédée, probablement de son
infection (il s’agissait d’'une patiente traitée par chimiothérapie pour un cancer de
'estomac). Chez le patient 14 (probablement infecté de maniére chronique, mais la
date de l'infection demeure inconnue), la substitution S79L est présente a hauteur de
82 a 84% dans le sang et les selles tandis que chez le patient 13, n’ayant pas
présenté d’hépatite sévere, la substitution S79L est présente dans le sang et dans
les selles a hauteur de 86-87%. La patiente 4, traitée par une chimiothérapie dans le
cadre d’'un cancer du sein et ayant eu une hépatite E non sévére sans passage a la
chronicité présente, dans son prélevement de selles, la substitution S79L a un taux
de 2,7%. La substitution S79L ne semble pas étre corrélée a elle seule a la sévérité
du tableau clinique chez nos patients ; il est cependant a noter que nous ne la
retrouvons que dans des échantillons d’origine humaine et de STEP (mais I'effectif

de nos autres types de prélévements est faible).

Deux motifs PSAP importants pour la sortie du virion et I'acquisition de la
quasi-enveloppe ont été décrits au sein de la protéine ORF3 entre les acides aminés
86 et 89 d’'une part et entre les acides aminés 95 et 98 d’autre part. Le premier de
ces deux motifs n’est présent que dans certains isolats de génotype 3 [131]; il est
absent de nos isolats. Le fragment que nous avons pu séquencer va jusqu’a l'acide
aminé 96 inclus, donc nous n’avons que les deux premiers acides aminés du
deuxiéme motif PSAP ; la substitution S96L est trés fréquemment observée dans nos
isolats, dans des proportions allant jusqu’a 100%. Une étude indienne a retrouvé une
délétion de 246 nucléotides sur le géne ORF3 d’isolats, sans donner d’information
particuliere sur les conséquences [139] ; cette délétion ne se retrouve pas dans nos
isolats. Cependant, le fragment amplifié par nos amorces (pour le séquengage et
pour la PCR temps réel) se trouvant dans la zone décrite, il se pourrait que la
présence de cette délétion soit associée a de faux négatifs dans les échantillons

ainsi qu’a une impossibilité d’amplification et donc de séquencgage.
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Prédictions antigéniques

Nous avons réalisé les prédictions antigéniques avec le logiciel AnTheProt.
Celui-ci utilise un modéle de prédiction décrit en 1986 et se basant, pour chaque
acide aminé de la séquence, sur son hydrophobie, son accessibilité et sa flexibilité
ainsi sur celles des trois acides aminés le précédant et le suivant [261]. Cependant,
cette méthode ne prend pas en compte tous les facteurs pouvant impacter
I'antigénicité d’'une protéine, et notamment les modifications post-traductionnelles. La
glycosylation de certains acides aminés pourrait influencer le repliement de la
protéine et son antigénicité. Ceci n’est pas pris en compte dans les prévisions faites
par le logiciel AnTheProt et pourrait mettre en défaut certaines prédictions

antigéniques.

Conclusions et perspectives

Les résultats de notre étude apportent un éclairage supplémentaire sur la
circulation du VHE dans I'environnement dans les pays développés. Nous avons pu
mettre en évidence du VHE de différentes origines dans des prélévements
hydriques, corroborant '’hypothése selon laquelle il existe une circulation du VHE

dans I'eau dans les pays développés.

Nous aurions cependant besoin de collecter plus de prélévements, afin d’avoir
plus de séquences, notamment pour les animaux et les préléevements de station
d’épuration. Cela permettrait d’optimiser la mise en évidence des signatures

moléculaires et d’analyser plus finement la répartition intra-échantillon des variants.

Nous avons pu identifier des substitutions d’acides aminés entrainant des
modifications d’hydrophobie et d’antigénicité d’aprés notre modeéle de prédiction.
Nous allons mener des tests fonctionnels d’hydrophobie, en utilisant des virus
purifiés de prélévements sanguins et fécaux (présence ou non de quasi-enveloppe)
et des billes hydrophobes en polystyréne afin de mesurer l'interaction entre les virus
et ces particules. Ceci nous renseignera sur le comportement du virus selon la

séquence et les substitutions présentes. Par ailleurs, nous allons également
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synthétiser des pseudo-particules virales, dont certaines aprés mutagenése dirigée,
ce qui nous permettra d’effectuer des tests fonctionnels et de mesurer I'impact de
certaines substitutions sur le comportement du virus et son interaction avec son
environnement. Nous mettons en place un modeéle de culture cellulaire du VHE sur
des cellules HepaRG afin de pouvoir étudier les étapes d’entrée du virus dans la
cellule cible. Ceci nous donnera des informations sur l'interaction du virus avec les
cellules et les modifications virales pouvant entrainer un changement de ces

interactions.
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Résumé : Le virus de I'hépatite E (VHE) est responsable d’hépatites chez 'Homme, le plus
souvent aigués, avec des formes chroniques décrites chez des sujets immunodéprimés.
Parmi les quatre génotypes majeurs, les génotypes 1 et 2 circulent dans les pays a faibles
ressources ou ils infectent 'Homme par transmission hydrique. Les génotypes 3 et 4
circulent plutét dans les pays industrialisés, ou ils peuvent infecter ’lHomme et des animaux
(cochons, sangliers, cerfs...), se transmettent a ’'Homme par l'ingestion de viande peu cuite
d’'un animal infecté. Cependant les voies de transmission du VHE dans les pays
industrialisés ne sont pas encore complétement connues et une voie de contamination
hydrique est suspectée. L'objectif de ce travail était d’explorer la circulation du VHE dans le
nord-est de la France (exemple de pays industrialisé). Nous avons étudié des prélévements
humains, de sangliers, de cochons de ferme, ainsi que des effluents d’'un abattoir porcin, des
eaux d’entrée d’'une station d’épuration (STEP) et des moules d’eau douce. Le VHE de
génotype 3 a été retrouvé dans des prélevements humains, de sangliers, d’effluents
d’abattoir et d’entrée de STEP. Plusieurs substitutions d’acides aminés ont été mises en
évidence. Certaines sont de possibles signatures d’origine du prélevement. Elles peuvent
entrainer des modifications d’antigénicité et d’hydrophobie, avec de possibles conséquences
sur la biologie et la transmission du virus. Les prélevements de STEP comportaient un
mélange de variants viraux d’origines diverses, en faveur d’'un rbéle de l'eau dans la
circulation du VHE. Des tests fonctionnels sont prévus afin de mesurer l'impact des
substitutions d’acides aminés.

Mots clés : virus de I'hépatite E (VHE), environnement, patients, variabilité, transmission
virale, biologie moléculaire.

Abstract: Hepatitis E virus (HEV) causes hepatitis in humans, mainly self-limiting hepatitis,
and also chronic forms observed in immunocompromised patients. Among the four major
genotypes, genotypes 1 and 2 circulate in developing countries where they only infect
humans by a waterborne transmission. Genotypes 3 and 4 mainly circulate in industrialised
countries where they infect humans and animals (pigs, wild boars, deer...), are transmitted to
humans through consumption of undercooked meat from infected animals. However, HEV
transmission paths are still unclear in industrialised countries and a waterborne transmission
is suspected. The aim of this work was to investigate HEV circulation in North-Eastern
France (as a model of an industrialised country). We have studied human, wild boar, farm pig
samples, effluent water from a pig slaughterhouse, incoming water of a wastewater treatment
plant (WWTP) and little pure water mussels from rivers. Genotype 3 HEV has been
recovered from human, wild boars, slaughterhouse and WWTP samples. Several amino acid
substitutions have been highlighted. Some are possible signatures of sample origin. Some
can lead to modifications in predicted antigenicity and hydrophobicity, with possible
consequences on the virus’ behaviour and circulation. Finally, the WWTP samples showed a
mixture of variants from different origins, in favour of a role of water in HEV circulation.
Functional tests are in progress to measure the impact of the substitutions.

Key words: hepatitis E virus (HEV), environment, patients, variability, viral transmission,
molecular biology.
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